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RESUMEN

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune que afecta el 1% de la poblacion
mundial, para la cual no se dispone de un tratamiento eficaz. Nuestro proyecto centra su
estrategia en la obtencidon de nuevos candidatos terapéuticos para la AR, basados en la
induccién de tolerancia periférica. En el afio 2013 obtuvimos un premio de la ACC, que abarco
el disefio a través de herramientas de la bioinforméaticas, de dos péptidos modificados (APLs,
del inglés Altered peptide ligand) derivados de la HSP60, un autoantigeno involucrado en la
patogénesis de la AR; asi como la demostracion del efecto terapéutico de estos péptidos en
modelos experimentales de AR. Este nuevo trabajo se centra en demostrar las potencialidades
terapéuticas de uno de dichos péptidos, denominado CIGB-814.

En este trabajo demostramos por primera vez que: el CIGB-814 induce apoptosis en las PBMC
aislados de pacientes con AR, cuando estos estan en fase de actividad y no en remision. Se
demuestra que el CIGB-814 induces células T con fenotipo regulador en pacientes con AR,
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independientemente del estado clinico de estos y no ejerce este efecto en células aisladas de
donantes sanos. Se demuestra que el mecanismo de accién del CIGB-814 no es mediado por
los toll-like receptors (TLRs) 2 y 4 y que la respuesta de las células CD4+ (efectoras) al CIGB-
814 es mediado por las moléculas HLA clase Il. Estos resultados indican la especificad de
accion del CIGB-814 sobre las células T patogénicas. Ademas, demostramos por primera vez
gue las células Treg que induce el CIGB-814 tienen una marcada actividad supresora sobre las
células T potencialmente patogénicas. Estos resultados son muy importantes porque las Treg
con actividad supresora pueden controlar la inflamacion crénica e irreversible que caracteriza
esta enfermedad. Ademas, demostramos por primera vez el que CIGB-814 disminuye los
niveles de IL-17 en ensayos ex vivo con PBMC aisladas de pacientes. Esta citocina es crucial
en la patogénesis de la enfermedad. Se confirma por primera vez a través de analisis
histopatologicos el potente efecto terapéutico del CIGB-814 en el modelo de artritis inducida por
colageno, solo o combinado con Metotrexate (medicamento de referencia para la AR). Estos
resultados convierten al CIGB-814 en un fuerte candidato terapéutico para la AR. Actualmente,
finalizamos la fase | de la investigacion clinica con resultados promisorios y estamos en la
preparacion de la SAEC al CECMED.

Los resultados estan avalados por 3 publicaciones internacionales, 8 participaciones en
eventos internacionales, una Tesis de doctorado, una de Maestria y cuatro de Diplomas, dos
logros Institucionales del CIGB.

COMUNICACION CORTA DEL RESULTADO

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune sistémica que afecta al 1%
de la poblacion mundial con un indice mujer/hombre de 3:1. Esta enfermedad transita
por estadios de actividad y de remision. Durante las etapas de actividad clinica en los
pacientes se produce una marcada inflamacion, mediada por componentes del sistema
inmunoldgico que contribuyen progresivamente a la erosion del cartilago y los huesos
de las articulaciones periféricas. Esto genera una marcada discapacidad en dichos
pacientes (1).

Los farmacos anti-citocinas como los anti-TNFa constituyen hasta el momento la
alternativa de mayor éxito para el tratamiento de la AR (2). Pero estas terapias tienen
un conjunto de limitaciones entre las cuales destaca que cerca del 50% de los
pacientes no responden a este tipo de terapia (3) y provocan en muchos pacientes una
alta susceptibilidad a contraer infecciones y neoplasias (4,5).

El desarrollo de variantes terapéuticas que puedan eliminar especificamente células T
patogénicas, las cuales median las etapas de actividad clinica, sin provocar una
inmunosupresion generalizada constituye un reto en la actualidad. Esto ha llevado en
los dltimos afios a diversos grupos de investigadores a retomar el uso de las
estrategias antigeno-especificas para el tratamiento de las enfermedades autoinmunes,
con el objetivo de regular la respuesta inmune, no de suprimirla (6,7,8). La induccion de
tolerancia periférica a través del uso de autoantigenos involucrados en la patogénesis
de las enfermedades autoinmunes constituye una alternativa para este proposito. Este
trabajo se enmarca en este contexto.

La seleccion del autoantigeno en cuestion representa un punto crucial para el
desarrollo de este concepto terapéutico. Nosotros seleccionamos la proteina de estrés
celular de 60 kDa (HSP60- del inglés “heat shock protein 607), la cual es considerada
un autoantigeno para la AR y otras enfermedades autoinmunes (9). A partir de la
HSP60 se han identificado varios epitopos que pueden inducir clones de células T
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reguladoras (Treg) en determinadas condiciones como los procesos inflamatorios
(10,11).

Ademéas de péptidos que contienen epitopos originales de autoantigenos como
inductores de tolerancia periférica, este concepto terapéutico ha sido abordado en
modelos experimentales con ligandos peptidicos modificados (APL-del inglés “altered
peptide ligand”) (12,13,14,15,16). Los APLs son analogos de los péptidos
inmunogénicos de los cuales se derivan. Generalmente presentan una o varias
sustituciones en las posiciones esenciales de contacto con el TcR o con las moléculas
del sistema principal de histocompatibilidad, que interfieren la cascada de eventos
intracelulares para la activacion de las células T (17). Se ha descrito que los APLs
pueden bloquear o atenuar la respuesta de las células T auto-reactivas por diferentes
mecanismos como: anergia, el cambio en el patrén de citocinas y la induccion de Treg
(18,19,20,21). A partir de estos antecedentes, nos propusimos disefiar y evaluar
nuevos APLs derivados de la HSP60 como candidatos terapéuticos para la AR.

En el afio 2013 obtuvimos un premio de la ACC, que abarco el disefio a través de
herramientas de la bioinforméticas, de dos péptidos modificados APLs, derivados de la
HSP60 y la demostracion del efecto terapéutico de estos péptidos en modelos
experimentales de AR.

Esta nueva propuesta profundizamos en las potencialidades terapéuticas de uno de
dichos péptidos, denominado CIGB-814 (el cual aparece con el codigo APL-1 en los
articulos). En este trabajo demostramos por primera vez elementos relacionados con el
mecanismo de accion de este péptido, asi como efectos moleculares y celulares que lo
convierten en un atractivo candidato terapéutico para la AR.

El CIGB-814 disminuye la viabilidad de los PMBC de pacientes con AR cuando
estos estan en fase de actividad y no en remision

Con el objetivo de evaluar los efectos que tiene el CIGB-814 sobre las células
mononucleares de la sangre periférica (PBMC) de los pacientes con AR, realizamos la
extraccion de estas células de 24 pacientes, 12 de los cuales estaban en fase de
actividad de la enfermedad (moderada o severa) y 12 pacientes estaban en remision.
La evaluacion clinica de la enfermedad se realiz6 de acuerdo al criterio del colegio
europeo de reumatologia (DAS-28) (22). La células de los pacientes fueron estimuladas
con el CIGB-814 o el péptido original (E-18-3, control) in vitro durante 24 horas.
Posteriormente se analizo la viabilidad de la mismas a través del ensayo colorimétrico
con MTS (23). El péptido CIGB-814 disminuy0 significativamente la viabilidad de estas
células, cuando las mismas procedian de los pacientes que presentaban actividad
clinica de la enfermedad. Sin embargo, no afect6 la viabilidad de las células cuando
estas procedian de pacientes que estaban en una etapa de remision. Ademas, se
realizé el analisis con las PBMC de un paciente, cuando estaba en fase de actividad y
cuando estaba en remisién. En este caso, el CIGB-814 afectd la viabilidad de las
células cuando este paciente estaba en fase de actividad clinica. Por su parte, el
péptido original E-18-3 (del cual se deriva el CIGB-814), no modificé la viabilidad de las
células en ninguna condicion (24).

Estos resultados indican que el CIGB-814 disminuye la viabilidad de los PMBC de
pacientes con AR cuando estos estan en fase de acti vidad clinica de la
enfermedad y no en remision.
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El CIGB-814 induce apoptosis en las PMBC aisladas de pacientes con AR
cuando estos estan en fase de actividad y no en rem  isidn

Con el proposito de investigar si la disminucién de la viabilidad inducida por el CIGB-
814 en PBMC aisladas de pacientes con AR (en fase de actividad) pudiera ser mediada
por apoptosis, tres muestras de células estimuladas con el CIGB-814, provenientes de
tres pacientes con AR fueron analizadas por microscopia electrénica de trasmision. Se
encontraron los rasgos morfologicos caracteristicos de las células en apoptosis como la
condensacion de la cromatina, fragmentacion nuclear y la presencia de cuerpos
apoptoticos (24).

El conjunto de estos resultados indican que el CIGB  -814 induce selectivamente
apoptosis en las PBMC de pacientes con AR cuando estos estan en fase de
actividad y no en remision.

El CIGB-814 induce células T requladoras con fenot ipo CD4+ CD25"9"Foxp3+ en
pacientes con AR, independientemente del estadio cl inico del paciente y no tiene
este efecto sobre células aisladas de personas sana s

En un trabajo previo habiamos comprobado que el CIGB-814 induce un incremento
significativo de las células T reguladoras con fenotipo CD4+CD25Na"Foxp3+ (Treg) en
ensayos ex vivo con PBMC aisladas de pacientes con artritis reumatoide (25).

Tomando en consideracion que el CIGB-814 induce apoptosis solo en las células de los
pacientes que estan en actividad. En este trabajo nos propusimos analizar si la
induccion de las Treg que provoca el CIGB-814 esta asociada con el estadio clinico de
los pacientes al transitar por fases de actividad clinica/ remision. Para este
experimento, se utilizaron PBMC aisladas de 16 pacientes con AR, 8 pacientes en fase
de actividad y 8 en remision. Ademas, utilizamos PBMC aislados de 10 donantes
sanos como controles. Las células se estimularon durante cinco dias con los péptidos
CIGB-814 o el péptido original. Las células se marcaron con anticuerpos monoclonales
para la identificacion de Treg humanas y se analizaron por citometria de flujo. Los
resultados demostraron que el CIGB-814 induce incrementos significativos en el
porcentaje de Treg en los cultivos de las PBMC aislados de pacientes con AR,
independientemente del estadio clinico de los mismos. Sin embargo en este trabajo
demostramos que el CIGB-814 no induce Treg en estos ensayos, cuando las PBMC
provienen de donantes sanos (24). Estos resultados indican que los efectos que induce
el CIGB-814 estan asociados con la AR.

Por lo tanto, la obtencion de un péptido que induzc  a Treg en pacientes con AR
tiene potencialidades terapéuticas excelentes para esta enfermedad.

El CIGB-814 aumenta la actividad supresorade las T  req que induce

En este trabajo demostramos en cocultivos realizados entre células T CD4+ (efectoras)
y Treg aisladas de pacientes con AR, que el CIGB-814 aumenta significativa la
actividad supresora de las Treg (26). Estos resultados son muy promisorios por el

rol fisiologico que ejercen las Treg en el control de la inflacion y en la
restauracion de la tolerancia periférica  (27)
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El CIGB-814 reduce la secrecion de la IL-17 en ens ayos ex vivo con PBMC
aisladas de pacientes con artritis reumatoide

Con el objetivo de estudiar si el CIGB-814 modificaba los niveles de las citocinas pro-
inflamatorias y reguladoras en el sobrenadante de cultivos de los ensayos ex vivo con
PBMC aisladas de pacientes con AR, aislamos dichas células de 10 pacientes con AR
y se estimularon durante 96 horas con el CIGB-814. Posteriormente, se cuantificaron
las citocinas TNF-a, IL-17 e IL-10 de forma directa a través de un ensayo tipo ELISA,
en el sobrenadante de estos cultivos. El CIGB-814 disminuyé significativamente los
niveles de la IL-17 y no modificé los niveles del resto de las citocinas evaluadas (26).

El hecho de que el CIGB-814 inhiba la IL-17 tiene u na importancia crucial, ya que
actualmente se considera que las TH17 son las princ ipales inductoras de las
enfermedades autoinmunes (28). Especificamente en| a AR, se ha encontrado que
la expresion de la IL-17 esta elevada en las articu  laciones periféricas y se asocia
marcadamente con el dafio radioldgico (29)

El efecto del CIGB-814 sobre las células CD4+ no es _mediada por los TLRs 2y 4
y Si por el reconocimiento en el contexto HLA-DR

Los receptores de la superficie celular como receptores tipo Toll (TLRs) podrian
aumentar su niamero en pacientes con actividad en comparacion con los pacientes en
fase de remision, debido a los niveles de los mediadores de la inflamacion. En
particular, se ha informado en la literatura que los TLR2 y TLR4 interactian con la
HSP60 (30). Otros autores sugieren que la activacion de estos TLRs podria mejorar la
funcion de las Treg (31). Con el objetivo de evaluar si el CIGB-814 podria
desencadenar las vias de sefializacion mediadas por los TLR2 o TLR4, se estimularon
con dicho péptido dos lineas de células HEK 293 in vitro, que expresan en su superficie
los receptores TLR2 o TLR4. En estas células, cuando se activan estos receptores
aumentan los niveles del factor transcripcional NFkB. El CIGB-814 no fue capaz de
estimular los TLR2 o TLR4 en cualquiera de las concentraciones ensayadas. Por lo
tanto, parece poco probable que el CIGB-814 tenga algun efecto biolégico sobre
PBMCs de pacientes con AR a través de las vias de sefalizacionTLR2 o TLR4

Sin embargo, comprobamos a traves de un experimento in vitro con células T
CD4+ aisladas de pacientes con AR, que la respuesta  de estas células al CIGB-
814 es mediada a través de su reconocimiento en el contexto de las moléculas
HLA-DR (24). Estos resultados representan la primer  a evidencia experimental que
el CIGB-814 es presentado por las APC alas células T CD4+, a través del su TcR.

El CIGB-814 disminuye significativamente la inflama cién y los dafios
histopatologicos _en el modelo de artritis inducida por adyuvante

Previamente habiamos comprobado el efecto terapéutico de CIGB-814 en un modelo
para AR, en ratas Lewis (25).

En este trabajo confirmamos el potente efecto terapéutico del CIGB-814 en otro modelo
animal, en este caso el modelo de artritis inducida por colageno (AIC). Este modelo
relne una serie de caracteristicas que lo convierten en el modelo de referencia para los
estudios de AR (32).

El efecto terapéutico del APL1 en este modelo se comparé con el Metotrexato (MTX),
gque es el medicamento de primera linea para el tratamiento de la AR (33).
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Confirmamos que el CIGB-814 solo o combinado con el MTX provoco una reduccion
significativa de los signos clinicos de la artritis. Ademés, comprobamos mediante un
exhaustivo analisis histopatoldgico, que los ratones tratados con el CIGB-814 y/o el
MTX presentaron dafios histopatologicos articulares muy leves.

El TNFa esta también involucrado en la patogénesis de este modelo. En este ensayo
se cuantificaron los niveles de esta citocina en el suero de cuatro animales. El
tratamiento con el CIGB-814 disminuyo significativamente los niveles de TNFa con
relacion al grupo placebo (34).

El conjunto de resultados alcanzados en este trabaj 0 han contribuido a sustentar

el posible uso en la practica médica del CIGB-814 p ara la AR. Este afio,
finalizamos la fase | de la investigacion clinica ¢ on resultados promisorios y
demostramos la seguridad del CIGB-814. En estos mom entos estamos
preparando la SAEC al CECMED para ejecutar un ensay o clinico fase Il.
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