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PEPTIDO PARA EL TRATAMIENTO DEL SINDROME DE LA TORMENTA DE
CITOCINAS

Campo de la técnica

La presente invencion se relaciona con la rama de la biomedicina y la industria
farmacéutica, en particular con una composicion farmacéutica para el tratamiento y
la prevencion del sindrome de la tormenta de citocinas. Dicha composicién
comprende el péptido identificado como SEQ ID NO: 1, y puede ser empleada en el
tratamiento del sindrome de distrés respiratorio agudo, el sindrome de activacién de
macréfagos, la sepsis respiratoria, el dengue, la encefalopatia hepatica y la
pericarditis, entre otras enfermedades.

Estado de la técnica anterior

Dentro de los individuos infectados con el virus SARS-CoV-2 que desarrollan la
enfermedad infecciosa Covid-19, se ha descrito un subgrupo de pacientes en los
que se genera un estado de hiperinflamacion. En estos pacientes se describe una
“tormenta de citocinas”®, en particular de interleucinas (IL), caracterizada por un
aumento de la IL-2, IL-17, IL-6, TNFa, entre otras. Este estado de hiperinflamacion
conduce a la muerte de los pacientes (Mehta, et al. (2020). The Lancet, 395: 1033-
1034).

Por otro lado, en un estudio retrospectivo, en el que se incluyeron 150 casos
confirmados con Covid-19 en Wuhan, China, se demostr6 un aumento significativo
de la concentracion de la ferritina en los pacientes que no sobrevivieron
(1297,6 ng/ml), en comparacién con los niveles de esta proteina en los pacientes
que sobrevivieron a la enfermedad (614 ng/ml) (Ruan et al. (2020). Intensive Care
Med; https://doi.org/10.1007/s00134-020-05991-x).

Se conoce que los pacientes en estado grave y critico afectados por la Covid-19
desarrollan el sindrome de distrés respiratorio agudo. Este se caracteriza por la
presencia de eventos inflamatorios en el alveolo pulmonar, que se expanden por la
circulacion sistémica del organismo. En el curso de este sindrome se produce una
afectacion endotelial pulmonar, con incremento de la permeabilidad vascular, y del
trafico de células y macromoléculas al espacio alveolar, donde inactivan el
surfactante pulmonar, estableciendo las tipicas membranas hialinas (Janz y Ware
(2014). Clin Chest Med; 35: 685-96). La barrera epitelial también se altera, y se
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exacerba en esta una respuesta inflamatoria con secrecion de IL proinflamatorias,
como TNFa, IL-1B, e IL-6, y de otros mediadores de la inflamacion, con la sucesiva
activacién de neutréfilos, monocitos, macréfagos, y el trafico de estas moléculas y
células hacia los espacios alveolares, incrementando la afectacion inicial. El
desarrollo de esta hiperinflamacién se presenta en otras enfermedades como la
sepsis respiratoria, el sindrome de activacién de macréfagos, y la sepsis en adultos
y neonatos.

Hasta la fecha, no existe una terapia eficaz para los pacientes con la enfermedad
Covid-19. Se estan utilizando terapias aprobadas para el tratamiento de otras
enfermedades, como la administracién de anticuerpos monoclonales contra la IL-1
(Anakinra), la IL-6 (Tocilizumab), y los inhibidores de la proteina Janus quinasa. Sin
embargo, estos farmacos no han sido eficaces, y ademas son inmunosupresores,
por lo que el uso de estas terapias para tratar la Covid-19 puede conllevar a un
empeoramiento del estado general del paciente, ya que se ha comprobado la
persistencia viral durante el transcurso de la enfermedad, y aun después de la
recuperacion clinica del paciente. Tampoco existe una cura efectiva y segura para la
sepsis respiratoria, el sindrome de activacién de macréfagos, la sepsis neonatal, asi
como para el distrés respiratorio.

Por tanto, es de gran interés la obtencion de farmacos que sean eficaces para el
tratamiento de la hiperinflamacién y la “tormenta de citocinas” que caracteriza estas

patologias.

Explicacién de la invencién

La presente invencion resuelve el problema antes planteado, al proveer una
composicién farmacéutica para el tratamiento y la prevencion del sindrome de la
tormenta de citocinas que comprende una concentracion de 1,8 — 3,6 mg/mL del
péptido identificado como SEQ ID NO: 1 y una concentracion de sacarosa entre 20-
30 mg/mL, lo que sorprendentemente, aumenta de forma sinérgica la actividad
biolégica de dicho péptido, ademas de resultar un factor determinante para la
induccion de las células T reguladoras, las cuales controlan la magnitud de la
inflamacion. La composicion de la invencion es capaz de reducir la hiperinflamacién
que caracteriza el subgrupo de pacientes con la Covid-19 que transitan a un estadio
grave, caracterizado por un distrés respiratorio, como sucede en la sepsis

respiratoria, el sindrome de activacion de macréfagos, y la sepsis neonatal y del
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adulto. La administracion del péptido identificado como SEQ ID NO: 1 reduce el
nivel de citocinas proinflamatorias en los pacientes con la enfermedad Covid-19, sin
causar inmunosupresion ni efectos adversos serios 0 asociados a la terapia con el
péptido.

El péptido identificado como SEQ ID NO: 1 se deriva de una region de la proteina
HSP60, comprendida entre los aminodcidos del 83 al 109. La HSP60 es muy
inmunogénica, tanto en individuos sanos como en pacientes con enfermedades
autoinmunes. Sin embargo, el nivel de anticuerpos y células T que esta proteina
puede inducir es mayor en los pacientes con enfermedades autoinmunes (de Jong
et al (2009). Arthritis Rheum. 7 (60): 1966-1976). Esta proteina tiene gran capacidad
para estimular la reactividad proinflamatoria del sistema inmunitario innato. También
se ha encontrado que la HSP60 induce la expresion de los genes de la IL-12 y la IL-
15, citocinas involucradas en la induccién de un fenotipo Thi. Estos hechos
sugieren que la HSP60 actua como una seial de peligro para el sistema inmunitario
innato (Habich et al (2005). J.Immunol. 3 (174): 1298-1305). Por otra parte, péptidos
derivados de la HSP60 también pueden constituir una sefial de peligro (Quintana y
Cohen (2011). Trends Immunol. 2 (32): 89-95).

El péptido de SEQ ID NO: 1 contiene varios epitopos superpuestos de células T. El
mismo incrementa la frecuencia de las <células Treg con fenotipo
CD4+CD25"i‘9’hFoxp3+ en ensayos ex vivo con células mononucleares de sangre
periférica de pacientes con artritis reumatoide. Sin embargo, no ocurre asi con
células de donantes sanos (Barbera et al (2016). Cell Stress. Chaperones 4 (21):
735-744).

En las solicitudes internacionales de patente No. PCT/CU2005/000008 vy
PCT/CU2009/000009 se reivindica el péptido identificado como SEQ ID NO: 1y su
uso para el tratamiento de la artritis reumatoide, y de la enfermedad de Crohn, la
colitis ulcerosa y la diabetes mellitus tipo I, respectivamente. Todas estas patologias
son no trasmisibles. Ademas, la solicitud de patente W0O2019/129315 describe una
composicidén farmacéutica muy estable que contiene el péptido de SEQ ID NO: 1, su
administracion causa la disminucién de anticuerpos contra péptidos citrulinados y de
otros parametros muy asociados a la citrulinacion de proteinas.

El péptido identificado como SEQ ID NO: 1 se obtiene por sintesis quimica.
Mediante experimentos como los que se describen en la presente invencion, se

pueden evaluar aquellos mecanismos inmunoldgicos que induce el péptido que
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participan en el control de la hiperinflamacion. La composicidén farmacéutica fue bien
tolerada y con un alto perfil de seguridad, sin evidenciarse signos de
inmunosupresion. No se identificaron eventos adversos graves en ningun paciente.
A los efectos de la invencion se entiende por sindrome de la tormenta de citocinas al
aumento de citocinas proinflamatorias, donde se alcanzan concentraciones que
rebasan los niveles normales. Estas citocinas proinflamatorias son IL-6, TNFa, IL-1,
IL-17, entre otras. También se refiere al aumento de otras citocinas, como la IL-10,
IL-8 e IL-5. Ademas, comprende el aumento de biomarcadores de inflamacién, como
la proteina C reactiva, el fibrinégeno, el Dimero-D, las transaminasas hepéticas, la
lactato deshidrogenasa vy la ferritina. El aumento de estas moléculas asociadas a la
tormenta de citocinas ocurre en pacientes afectados de patologias inflamatorias
como: distrés respiratorio agudo, el sindrome de activacién de macréfagos, la sepsis
respiratoria, el dengue, la encefalopatia hepatica y la pericarditis. Desde el punto de
vista clinico, puede evidenciarse en los pacientes fiebre sostenida, decaimiento,
fatiga y nauseas.

En otro aspecto, la invencion revela el uso de una composicion farmacéutica que
comprende el péptido identificado como SEQ ID NO: 1 en la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento y la prevencion del sindrome de la tormenta de
citocinas. Sorprendentemente, el tratamiento con una composicion que comprende
dicho péptido permite la retirada de la ventilacion mecanica de los pacientes con la
Covid-19, a partir de la mejoria de la neumonia intersticial, la disminucién de los
reactantes de la fase aguda de la inflamacion entre las 24 y 48 horas, y la reduccién
de los biomarcadores de la inflamacion. La disminucion rapida de la proteina C
reactiva, en tan solo 24 horas, es un hallazgo inesperado. Anteriormente, en
pacientes con artritis reumatoide que se trataron con este péptido, no se logré
demostrar una disminucion significativa de la proteina C reactiva (Prada, et al
(2018). J Clin Trials 1 (8): 1-11).

En la presente invencién se demuestra la capacidad del péptido identificado como
SEQ ID NO: 1, administrado por via intravenosa, de reducir el distrés respiratorio, la
hiperinflamacion, los reactantes de la fase aguda de la inflamacién, y el nivel de
citocinas proinflamatorias en los pacientes con la Covid-19. Sorprendentemente,
estos resultados se reprodujeron en pacientes con sepsis respiratoria que

presentaron el sindrome de distrés respiratorio.
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En una realizacion particular, la composicién farmacéutica que comprende el
péptido identificado como SEQ ID NO: 1 se utiliza en la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento y la prevencion del sindrome de la tormenta de
citocinas que se manifiesta como sindrome de distrés respiratorio agudo, sindrome
de activacion de macréfagos, sepsis respiratoria en adultos o neonatos, sindrome
de respuesta inflamatoria sistémica, tromboembolismo venoso o arterial, elevacion
aguda de los niveles de ferritina, pericarditis severa, elevacién aguda de las
transaminasas hepaticas que causan encefalopatia hepatica o enfermedad asociada
a las terapias con células T que poseen receptor de antigeno quimérico. Dentro de
las patologias que se tratan con la composicién farmacéutica que comprende el
péptido identificado como SEQ ID NO: 1 estd el sindrome de la tormenta de
citocinas que subyace en el sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, que se
produce en los pacientes tras las quemaduras o traumatismos severos 0 en
enfermedades inflamatorias agudas. En una materializacién de la invencion, el
medicamento se administra por via intravenosa.

En una realizacién de la invencion, el medicamento se emplea para el tratamiento y
la prevencién del sindrome de la tormenta de citocinas causado por una enfermedad
infecciosa. En una realizacion particular, dicha enfermedad infecciosa es la Covid-19
o el dengue.

Es objeto de la presente invencion un método para el tratamiento o prevencién del
sindrome de la tormenta de citocinas que comprende la administracién de una
cantidad farmacéuticamente efectiva de una composicion farmacéutica que
comprende el péptido identificado como SEQ ID NO: 1, a un individuo que lo
necesita. En una realizacion particular, el sindrome de la tormenta de citocinas se
manifiesta como sindrome de distrés respiratorio agudo, sindrome de activacién de
macréfagos, sepsis respiratoria en adultos o neonatos, sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica, tromboembolismo venoso o arterial, elevacién aguda de los
niveles de ferritina, pericarditis severa, elevacibn aguda de las transaminasas
hepaticas que causan encefalopatia hepatica o enfermedad asociada a las terapias
con células T que poseen receptor de antigeno quimérico. En una realizacién, la
tormenta de citocinas que se trata o se previene con el método de la invencién es
causada por una enfermedad infecciosa. En una realizacién preferida el método de

la invencion es til para el tratamiento de la enfermedad infecciosa Covid-19 o
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dengue. En una materializacion de la invencién, en dicho método la composicion se
administra por via intravenosa.

La administracion de la composicién farmacéutica que comprende el péptido
identificado como SEQ ID NO: 1 a pacientes que lo necesitan disminuye los eventos
asociados con un distrés respiratorio. Este distrés provoca que los pacientes tengan
necesidad de:

. Oxigenoterapia para mantener saturacion de oxigeno (SOz) por encima del
93%
. Saturacion de oxigeno mayor a 3 puntos porcentuales o disminucién en la

presion parcial de oxigeno arterial (PaO2) mayor al 10%, con fraccién de oxigeno
inspirada (FiOy) estable en las dltimas 24 horas

. Aumento de FiO» con el fin de mantener un SO, estable o nueva necesidad
de ventilacién mecanica en las ultimas 24 horas

. Aumento del numero y/o extension de las areas pulmonares de consolidacion
Ademas, la administracién de la composicion de la invencién es Util para el
tratamiento de pacientes afectados con la enfermedad infecciosa Covid-19, cuando
dichos pacientes tienen necesidad de oxigenoterapia no menor de 6 L/min mas una
de las siguientes condiciones:

. Sibilancia o habla entrecortada

. Frecuencia respiratoria mayor de 22 respiraciones/min con oxigenoterapia a
6 L/min

. PaO,: Menor de 65 mm Hg

. Empeoramiento de la imagen radiolégica

. Fiebre mayor o igual a 39°C

. Reduccion de los valores iniciales de hemoglobina, plaquetas 6 leucocitos

(hemoglobina <9,2 gm/dI, leucocitos <5000/mm?, plaquetas<110,000/mm

. Disminucion de la eritrosedimentaciéon en discordancia con la proteina C
reactiva que aumenta o no se modifica

. Aumento del valor inicial de los triglicéridos por encima de 3 mmol/L

. Aumento del valor inicial de la ferritina a partir de 500 ng/ml o valor absoluto
de ferritina mayor o igual a 2000 ng/mi

. Transaminasa aspartato-aminotransferasa mayor o igual a 30 Ul/L

. Aumento del dimero D

. Fibrinbgeno menor de 2,5 g/L
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. Aparicion de manifestaciones neurolégicas

La composicién de la invencién también es Util para el tratamiento de los pacientes
con la Covid-19 que entran en un estado grave sin necesidad de oxigenoterapia,
pero que presentan un aumento del valor inicial de la ferritina a partir de 500 ng/ml o
valor absoluto de ferritina mayor o igual a 2000 ng/ml, con signos radiol6gicos
progresivos de neumonia intersticial multifocal.

También es til para el tratamiento de enfermedades caracterizadas por un estado
de hiperinflamacion aguda como el que desarrollan la sepsis respiratoria en el adulto
0 en los neonatos; y para las enfermedades que desarrollan el sindrome de distrés
respiratorio, asi como para dicho sindrome provocado por causas mecanicas y
fisicas.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1A. Frecuencia de células T cuantificados por citometria de flujo que
expresan el fenotipo CD4+ Foxp3+ , aisladas del bazo de ratones BALB/c, después
ser inoculados con la composicidon farmacéutica del péptido identificado como SEQ
ID NO: 1, donde la sacarosa se adicioné a una concentracién de 10 mg/mL. (10 ),
de 30 mg/mL (30) y 80 mg/mL (80) . Para el analisis de los datos se emplearon las
pruebas estadisticas Kruskal-Wallis y Dunn. Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05).

Figura 1B. Frecuencia de células T cuantificados por citometria de flujo que
expresan el fenotipo CD4+ Foxp3+ , aisladas del bazo de ratones BALB/c, después
ser inoculados con la composicidon farmacéutica del péptido identificado como SEQ
ID NO: 1, donde la sacarosa se adicioné a una concentracién de 20 mg/mL. (20 ),
30 mg/mL (30) y 40 mg/mL (40) . Para el analisis de los datos se emplearon las
pruebas estadisticas Kruskal-Wallis y Dunn. Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05).

Exposicion detallada de modos de realizacion / Ejemplos de realizacion
Ejemplo 1. Tratamiento de pacientes con la enfermedad Covid-19 con la
composicion farmacéutica que comprende el péptido identificado como SEQ
ID NO: 1.

Se ejemplifica con diez pacientes ingresados en la Unidad de Cuidados Intensivos
del Hospital Militar Luis Diaz Soto, afectados con la enfermedad infecciosa Covid-

19. Estos pacientes recibian atencion médica segun el protocolo establecido por el
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Ministerio de Salud Publica de Cuba para el tratamiento de esta enfermedad. Los
pacientes desarrollaron el sindrome de distrés respiratorio agudo, y el mismo dia
que lo presentaron fueron sometidos a ventilacién artificial mecanica/ventilacion con
liberaciébn de presidn en la via aérea (VAM APRYV). Después de recibir el
consentimiento informado del representante legal del paciente, segun lo establecido
por la autoridad regulatoria cubana y el Comité de Etica y Revisién de dicho
hospital, los pacientes recibieron la composicién farmacéutica que comprende el
péptido identificado como SEQ ID NO: 1. Dicho péptido se obtuvo por sintesis
quimica, por un método bien conocido en este campo de la técnica.

La composicién farmacéutica fue administrada por via intravenosa, una vez cada
12 horas. En ocho de los diez pacientes, se administré 1 mg del péptido por
paciente en cada aplicacidén. Los pacientes con el cédigo 5 y 6 recibieron 2 mg cada
12 horas, ya que tenian cancer entre las comorbilidades. Las caracteristicas de los
pacientes, asi como los dias de VAM APRV y de administracion del péptido se
reflejan en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes tratados con la composicién farmacéutica
que comprende el péptido identificado como SEQ ID NO: 1.

Edad - Dias de Dias de tratamiento
Paciente . Comorbilidad o
(ahos) VAM APRV con el péptido
1 70 Arritmias 7 10
Diabetes mellitus
2 42 HTA 5 9
obesidad
tabaquismo
3 64 HTA 8 11
4 60 HTA 7 9

Diabetes mellitus
Obesidad
Sindrome de Cushing

Multiples nédulos en las
Tiroides

Tumor de glandula
suprarrenal

6 79 Diabetes mellitus 5 8
Céancer de vejiga

7 80 - 4 7
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Diabetes mellitus
8 84 HTA 3 6
Asma Bronquial
9 87 Asma Bronquial 7 5
10 68 HTA 7 6

HTA: hipertension arterial. VAM APRYV: Ventilacion artificial mecanica/ventilacion con

liberacién de presion en la via aérea.

Como se aprecia en la tabla, los diez pacientes con la enfermedad Covid-19 que se
trataron con el péptido tenian factores de riesgo que predisponen a un estado de
gravedad o critico de la misma. Un solo paciente no presentaba comorbilidades,
pero su avanzada edad (80 afnos) constituye un factor de riesgo. En particular, la
paciente identificada con el no. 5 presenté una trombosis venosa profunda. Sin
embargo, la evolucion clinica de los diez, una vez que se les administré el péptido,
fue favorable. En el momento en que se procede a la extubacion se considera que
finaliza el sindrome de distrés respiratorio agudo. Estos resultados demuestran que
el tratamiento con el péptido fue efectivo para el sindrome de distrés respiratorio
agudo que desarrollan estos pacientes. La desaparicién de dicho sindrome en los
pacientes coincidié con la mejoria clinica y radiol6gica de los mismos. La paciente
que presento la trombosis venosa profunda evolucion6 de forma favorable también.
Estos pacientes no presentaron ningun sintoma de inmunosupresién. Antes de la
terapia presentaban linfopenia, signo caracteristico de los pacientes con Covid-19.
Producto del tratamiento con el péptido los niveles de linfocitos circulantes se
recuperaron paulatinamente hasta la normalidad.

La literatura especializada refiere que el 85%-90% de los pacientes con sindrome de
distrés respiratorio agudo no sobreviven. En Cuba, dentro de los pacientes
confirmados con SAR-COV-2 que transitaron hacia un estadio critico o grave, hubo
una tasa de letalidad de 68,6% en los individuos que no fueron tratados con la
composicién farmacéutica que comprende el péptido identificado como SEQ ID
NO: 1. En contraste, la tasa de letalidad fue de 13,0% en los pacientes criticos o
graves, confirmados con SAR-COV-2, que se trataron con la composicién
farmacéutica que comprende el péptido identificado como SEQ ID NO: 1.
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Ejemplo 2. Administracion de la composicion farmacéutica que comprende el
péptido identificado como SEQ ID NO: 1 para prevenir el establecimiento del
sindrome de distrés respiratorio.

Los pacientes en estado grave y criticos afectados de la Covid-19 desarrollan el
sindrome de distrés respiratorio, que puede ocasionar la muerte. De forma
sorprendente, la administracion de la composicion farmacéutica que comprende el
péptido identificado como SEQ ID NO: 1 previno el desarrollo de un sindrome de
distrés respiratorio agudo. El péptido se administré en una etapa temprana, luego de
los primeros signos de alarma (indicadores radiolégicos progresivos de neumonia
intersticial multifocal, ferritina elevada (2 veces por encima del valor normal),
oximetria de pulso inferior a 94 de saturacién de oxigeno). La administracion de
dicho péptido previno, por tanto, la necesidad de ventilacién artificial. De esta forma,
se evitd la probable evolucién a una sepsis nosocomial.

Se ejemplifica con un paciente de 42 afos, del sexo femenino, afectado con la
enfermedad Covid-19, ingresado en la sala de terapia intermedia del Hospital del
Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”. Este paciente recibia atencién médica,
segun el protocolo establecido por el Ministerio de Salud Publica de Cuba para el
tratamiento de esta enfermedad, pero presenté un cuadro de disnea repentino, con
fiebre de 39 °C y una concentracion de ferritina de 700 ng/mL. Con el
consentimiento informado, se le realiz6 la administracibn de la composicidon
farmacéutica que contiene el péptido identificado como SEQ ID NO: 1, por via
intravenosa, en una dosis de 1 mg, cada 12 horas. Al cabo de las 2 horas, el cuadro
de disnea desaparecié y la temperatura corporal disminuyé. El paciente no
desarroll6 el sindrome de distrés respiratorio agudo, y en el transcurso de 72 horas
la concentracion de ferritina disminuyé por debajo de 500 ng/mL.

Ademas, se trataron otros tres pacientes en estado grave, cuyas edades y
comorbilidades se presentan en la Tabla 2. Estos pacientes estaban ingresados en
la sala de terapia intermedia del Hospital Militar Central Luis Diaz Soto.

Tabla 2. Edad y comorbilidades de los pacientes graves tratados con la composicion
farmacéutica que comprende el péptido identificado como SEQ ID NO: 1.
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Paciente Edad (afnos) Comorbilidad
1 19 -
HTA
2 76 Diabetes mellitus
Isquemia cardiaca
3 96 Diabetgs meII.itus
Isquemia cardiaca

HTA: hipertensién arterial

Estos pacientes también presentaron los primeros signos de alarma, como: fiebre
sostenida por encima de 38 °C, disnea con necesidad oxigenoterapia por mascara o
tenedor nasal, para mantener una saturacion de oxigeno por encima de 93.
Presentaron, ademas, polipnea mayor de 25 ventilaciones por minuto y necesitaron
oxigenoterapia por mascara o tenedor nasal, para mantener una saturacion de
oxigeno por encima de 93.

La administracibn de la composicion farmacéutica que contiene el péptido
identificado como SEQ ID NO: 1, se realiz6 por via intravenosa, en una dosis de
1 mg, cada 24 horas. Al cabo de las 2 horas de tratamiento, el cuadro de disnea
desaparecid, y la temperatura corporal disminuy6. Los pacientes no desarrollaron el
sindrome de distrés respiratorio agudo, y en el transcurso de 72 horas la
concentraciéon de ferritina disminuy6 por debajo de 200 ng/mL.

Estos resultados demuestran que, el tratamiento de los pacientes con la enfermedad
Covid-19 con la composicion farmacéutica que contiene el péptido identificado como
SEQ ID NO: 1, antes de que desarrollen el sindrome de distrés respiratorio agudo,
evita el uso de la ventilacibn mecanica para estos pacientes.

Ejemplo 3. Disminucidon de la proteina C reactiva en los pacientes con la
enfermedad Covid-19 tratados con la composicion farmacéutica que
comprende el péptido identificado como SEQ ID NO: 1.

La proteina C reactiva constituye uno de los marcadores mas utilizados para los
procesos inflamatorios, es considerada uno de los reactantes de la fase aguda de la
inflamacion. La composicion farmacéutica que comprende el péptido identificado
como SEQ ID NO: 1 se administrd por via intravenosa. Ocho de los diez pacientes
afectados con la Covid-19, cuyo tratamiento se describe en el Ejemplo 1, recibieron
1 mg del péptido cada 12 horas. Los pacientes con el c6digo 5 y 6 que tenian entre

las comorbilidades cancer recibieron 2 mg del péptido cada 12 horas.
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Inesperadamente, el tratamiento con el péptido de SEQ ID NO: 1 disminuyé los
niveles de proteina C reactiva, de forma marcada, en los pacientes tratados. Estos
resultados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Concentracidén de proteina C reactiva (mg/mL) en los pacientes tratados

con el péptido identificado como SEQ ID NO: 1.

Paciente Al inici_o del Después del tratamiento
tratamiento Dia 1 Dia 3 Dia 4
1 131 130 86 24
2 276 157 147 75
3 195 108 86 55
4 60 49 17 4
5 494 141 51 29
6 195 165 86 55
7 299 198 176 45
8 140 135 - 37
9 232 195 165 86
10 215 200 167 118

-: No se realiz6 la determinacion.

La disminucion de proteina C reactiva durante el tratamiento de estos pacientes es
un indicativo directo de que el péptido de SEQ ID NO: 1 disminuye la inflamacion en
los mismos, y esta en correspondencia con la desaparicién del sindrome de distrés
respiratorio agudo, asi como con la mejoria clinica y radiolégica de los pacientes.
Los resultados obtenidos en este estudio son sorprendentes. Durante la realizacién
de un ensayo clinico, en pacientes con artritis reumatoide tratados con el mismo
péptido, no se encontr6 disminucion de dicho reactante de la fase aguda de la
inflamacion.

Ejemplo 4. Disminucion de citocinas proinflamatorias en pacientes con la
enfermedad Covid-19 tratados con la composicion farmacéutica que
comprende el péptido identificado como SEQ ID NO: 1.

En este estudio se determinaron los niveles de las citocinas proinflamatorias IL-6, IL-
17, IL-1, IFNy y TNFa en pacientes con la enfermedad Covid-19 tratados con la
composicién que comprende el péptido identificado como SEQ ID NO: 1. Los
pacientes se encontraban en estado critico. El tratamiento de estos pacientes se

enunci6 en el Ejemplo 1.
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Dichas citocinas se cuantificaron en los sueros de los pacientes identificados con los
nameros 1, 2, 3, 4, 7 y 8, que aparecen en la Tabla 1, Ejemplo 1. Para la
determinacién de las citocinas en las muestras de suero se inactivo el virus, bajo
estrictas medidas de bioseguridad. La cuantificacion se realizé justo antes de aplicar
la primera dosis del péptido, y a las 48, 72 y 96 horas después de iniciado el
tratamiento con el mismo.

Todas las determinaciones de citocinas se realizaron mediante un inmunoensayo
tipo ELISA (del inglés enzyme-linked immunosorbent assay) especifico para cada
una, siguiendo las recomendaciones del fabricante (Quantikine® R&D Systems,
EEUU). Brevemente, se afadieron 50 pL del diluente especificado para cada
citocina en los pocillos, y a continuacion 200 pL de la curva patron, la muestra o el
control. Se incub6 la placa durante 2 h a temperatura ambiente, y después se
desechd el contenido de cada pocillo. Luego se realizaron tres lavados con la
solucién de lavado 1X, se anadieron 200 uL del anticuerpo conjugado a cada pocillo,
y se incubd durante 1 h a temperatura ambiente. Se repitié el lavado y se afiadieron
200 pL de la solucién sustrato a cada pocillo. Se incubé la placa durante 20 min a
temperatura ambiente protegida de la luz, se anadieron 50 pyL de la solucion de
parada a cada pocillo, y se determiné la densidad éptica a 450 nm en un lector de
microplacas (Thermo Scientific Multiskan Go, Finlandia). Se realiz6 una segunda
lectura a 570 nm, y se sustrajeron los valores obtenidos a la lectura de 450 nm, para
corregir las imperfecciones Opticas en la placa. La determinacién de la
concentraciéon de cada citocina se realizd por triplicado. Los resultados obtenidos
para IL-6 se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Niveles de la citocina IL-6 (pg/mL) encontrados en los pacientes tratados

con el péptido.

Antes de la . o . L
. Tiempo despueés de la administracion del péptido
Paciente administracion del

péptido 48 h 72h 96 h
1 177,56 14,45 20,03 1,71
2 61,045 12,08 17,965 5,715
3 61,245 0,68 0,68 0,98
4 154,95 202,52 1,95 51,57
7 145,99 11,33 14,12 19,76
8 82,36 1,99 - 3,43
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Como se aprecia en la tabla, hubo una disminucion de los niveles de la citocina IL-6,
a partir de que los pacientes en estado critico recibieron el péptido de SEQ ID NO:
1. Esta es una citocina que aumenta marcadamente en los procesos inflamatorios.
Se ha descrito que los pacientes con la enfermedad Covid-19 que transitan hacia un
estadio grave tienen elevada esta citocina, en contraste con los pacientes que
presentan sintomas leves de la enfermedad. De igual forma, se encontrd en estos
pacientes una disminucién de IL-17, IL-1, IFNy y TNFa. Estos resultados confirman
gue el tratamiento con el péptido disminuye la hiperinflamacion, y la tormenta de
citocinas, que desarrollan los pacientes con la enfermedad Covid-19 que transitan a
un estadio grave.

Ejemplo 5. Tratamiento de paciente con la enfermedad Covid-19 que presenté
altas concentraciones de ferritina sin distrés respiratorio con la composicién
farmacéutica que comprende el péptido identificado como SEQ ID NO: 1.

El paciente tratado tenia 66 afos, era del sexo femenino, con antecedentes de
diabetes mellitus tipo 2, obesidad exdgena, hepatopatia grasa grado 4. Se ingreso,
por diagnostico de COVID-19, presenté un cuadro digestivo dado por dispepsias,
nauseas, diarreas ocasionales, por lo que se le indic6 procinéticos y anti-eméticos.
Ademas, present6 altas concentraciones de ferritina, por encima de 1500 ng/mL, y
presentd elevacién de la velocidad de sedimentacién globular con caida de la
hemoglobina. Por este cuadro clinico los especialistas le indicaron tratamiento con
la composicion farmacéutica que comprende el péptido identificado como SEQ ID
NO: 1, a una dosis de 1 mg, cada 12 horas.

Sorprendentemente, al cabo de 96 horas de tratamiento los valores de ferritina se
redujeron a una concentracion de 350 ng/mL. El tratamiento con la composicién
farmacéutica que comprende el péptido identificado como SEQ ID NO: 1 continto
durante 72 horas més. Al completar el tratamiento, la concentracion de ferritina se
normaliz0, y el paciente no presentaba ninguna sintomatologia.

Estos resultados indican que el tratamiento con la composicidn farmacéutica que
comprende el péptido identificado como SEQ ID NO: 1, es capaz de reducir la
concentracion de ferritina, cuando esta aumenta debido a una infeccién viral.
Ejemplo 6. Tratamiento de paciente con pericarditis de etiologia viral con la
composicion farmacéutica que comprende el péptido identificado como SEQ
ID NO: 1.
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El paciente tratado tenia 48 afos de edad, fue confirmado con Covid-19, e
ingresado en el Hospital Militar de Holguin. Al cabo de dos dias de ingreso, el
paciente presenté fiebre de 38 °C y dos deposiciones diarreicas, y se le diagnostica
pericarditis secundaria a miocarditis, de etiologia viral (Covid-19), sin repercusién
hemodinamica. El paciente no presentd distrés respiratorio. Se inicié el tratamiento
con la composicion farmacéutica que comprende el péptido identificado como SEQ
ID NO: 1, a una dosis de 1 mg cada 12 horas.

Sorprendentemente, al cabo de 24 horas de tratamiento el electrocardiograma
presentd mejoria, y a las 96 horas de tratamiento el paciente se encontraba
asintomatico, con mejoria clinica significativa. Estos resultados confirmaron que la
composicién farmacéutica que comprende el péptido identificado como SEQ ID
NO:1 disminuye la inflamacion que tiene lugar en patologias como la pericarditis
secundaria a miocarditis, sin repercusion hemodinamica, de etiologia viral.

Ejemplo 7. Tratamiento de paciente con encefalopatia hepatica por Covid-19
con la composicion farmacéutica que comprende el péptido identificado como
SEQID NO: 1.

Paciente del sexo femenino, 55 afos de edad, raza blanca, con antecedentes
patoldgicos de hipertensién arterial. Dicha paciente ingres6 en el hospital Luis Diaz
Soto, en sala de aislamiento, servicio de medicina interna, al ser positiva al
coronavirus que provoca la enfermedad Covid-19. Por ello, se le comenz6 el
tratamiento para dicha enfermedad, segun el protocolo establecido en el pais.
Durante el ingreso estuvo asintomdtica hasta el décimo dia. Dicho dia present6
episodios de ansiedad o nerviosismo, asociado a cifras tensionales elevadas
(160/90 mm Hg). Fue valorada por especialistas en psiquiatria, y se le realizaron
examenes de laboratorio complementarios. El paciente no presenté distrés
respiratorio. El psiquiatra realiz6 el diagnostico de sindrome ansioso, con elementos
de un sindrome psicopatico.

El paciente empeord su cuadro clinico al dia 11, presentd vémitos, cifras tensionales
elevadas, tendencia a la taquicardia, sin relajaciéon de esfinteres, por lo que se
traslada para la unidad de cuidados intensivos. La hemogasometria evidencié la
existencia de hiponatremia grave (concentracién de Na 105 mmol/L). La Tomografia
Axial Computarizada no presenté alteraciones craneoencefalicas, y los examenes

complementarios indicaron las enzimas hepaticas marcadamente elevadas, asi
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como una leucocitosis. A partir de estos resultados el paciente fue diagnosticado
con un cuadro clinico correspondiente a una encefalopatia hepatica.

Al paciente se le suspendieron todos los medicamentos hepatotoxicos, se le
realizaron los cambios en la dieta, se continué la reposicion paulatina del sodio, y se
inicié el tratamiento con la composicién farmacéutica que comprende el péptido
identificado como SEQ ID NO:1, a razébn de 1 mg cada 12 horas, por via
endovenosa.

Se le realiz6 un seguimiento clinico diario con los examenes complementarios de
laboratorio. Sorprendentemente, después de 72 horas de tratamiento con la
composicién farmacéutica que comprende el péptido identificado como SEQ ID
NO: 1, la evolucion fue favorable, con el descenso de las enzimas hepaticas,
descenso progresivo de la creatina quinasa y de los azoados en sangre, asi como la
normalizacién de la concentracién del sodio. A las 96 horas de tratamiento, el
cuadro correspondiente a una encefalopatia hepatica se revirti6 completamente, el
tratamiento con la composicién farmacéutica que comprende el péptido se mantuvo
por tres dias mas. Estos resultados confirmaron que la administracion de la
composicidén farmacéutica que comprende el péptido identificado como SEQ ID NO:
1 disminuye la inflamacién que tiene lugar en patologias como la encefalopatia
hepatica.

Ejemplo 8. Tratamiento de paciente con dengue con la composicidn
farmacéutica que comprende el péptido identificado como SEQ ID NO: 1.
Paciente del sexo femenino, de 19 afos, que acudié al hospital Luis Diaz Soto, por
presentar fiebre de 38,5 °C, por mas de 72 horas, y cefalea intensa holocraneal.
Ademas, presentaba dolor retroocular asociado a discreta inyeccién conjuntival. A
partir de dichos sintomas, se decide su ingreso hospitalario por sospecha de
dengue.

Al examen fisico de dicha paciente, se constatd hipertermia de 39,9 °C, tension
arterial de 90/60 mm Hg, taquicardia y discreta frialdad distal. A la inspeccién de la
piel, el médico detectd petequias en la regidn de los antebrazos y el abdomen, con
prueba de lazo positiva. Se traté terapéuticamente con soporte de volumen a
30 mL/Kg de peso corporal, por 24 horas.

Al cabo de las 24 horas de ingreso, el paciente comenzd con dolor abdominal y
vomitos. Los exdmenes complementarios indicaron leucopenia (2,9 x 10° leucocitos

totales), eritrosedimentacion de 95 mm/h, proteina C reactiva 150 mg/mL, Lactato
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Deshidrogenasa 918 U/L, Transaminasa Glutamico Oxalacética 93 UI/L,
Transaminasa Glutamico Pirtvica 58 UI/L. El ultrasonido abdominal indicé presencia
de liquido libre en los cuatro angulos, de moderada intensidad. La vesicula present6
paredes engrosadas y edema perivesicular, sin litiasis. Se le aplicaron al paciente
medidas terapéuticas de sostén, que incluyeron soluciones cristaloides a razén de
35 - 45 mL/Kg de peso, para 24 horas.

La torpida evolucion del paciente y la escasa respuesta a las medidas terapéuticas
basadas en la reposicion de liquidos, hizo sospechar al equipo médico que el
paciente desarrollé6 el sindrome de activacidon de macrofagos, secundario a la
infeccion por el virus que causa el dengue. Esto se comprobé por los valores de los
parametros de laboratorio asociados a dicho sindrome, ferritina: 1893 mg/L;
fibrindgeno: 2,31 g/L; proteina C reactiva: 150 mg/mL; eritrosedimentacion:
53 mm/h.

A partir de estos resultados, se trasladé el paciente a la unidad de cuidados
intensivos, y se le administrd la composicion farmacéutica que comprende el péptido
identificado como SEQ ID NO:1, a razébn de 1 mg cada 12 horas, por via
endovenosa. La administracion de dicha composicion tuvo el objetivo de modular la
respuesta inmunolégica, y controlar asi la tormenta de citocinas, que segun el
cuadro clinico y los parametros de laboratorio se desencadend en este paciente.

Al cabo de las 48 horas de tratamiento, se observé una mejoria ostensible en el
paciente, ya que desaparecieron el dolor abdominal, la hipotension arterial y la
frialdad distal. El paciente inici6 la ingestion de alimentos por via oral. Al cabo de las
72 horas, continu6 la mejoria clinica y radiologica, a partir de lo cual se redujo la
frecuencia de administracién de la composicion farmacéutica que comprende el
péptido a 1 mg cada 24 horas.

Al cabo del séptimo dia de tratamiento, el paciente se encontraba asintomatico,
desde el punto de vista clinico y radiolégico. Se confirmé la infeccion por el virus
dengue, al resultar IgM positivo en la prueba serolégica. Todos los parametros de
laboratorio se normalizaron, y se decidi6 el egreso del paciente.

Estos resultados confirmaron los esbozados en los ejemplos anteriores, se confirma
que la composicién farmacéutica que comprende el péptido identificado como SEQ
ID NO:1 controla la tormenta de citocinas, que puede estar vinculada al sindrome
hemofagocitico que puede estar asociado a diversas patologias, como es el caso de
pacientes con dengue que transitan a un estadio grave de la enfermedad.
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Ejemplo 9. Efectos de la concentraciéon de la sacarosa en la potenciacion
farmacoldgica del péptido de SEQ ID NO:1 para la reduccion de la inflamacién.
Con el objetivo de usar el péptido identificado como SEQ ID NO:1, como inductor de
mecanismos moleculares que producen la reduccion de la hiperinflamacion en
pacientes con COVID-19 y otras patologias, estudiamos la influencia del azlcar
sacarosa en la composicidén, en un rango de concentraciones, para seleccionar la
concentraciéon Optima de este azlcar, asociada a la induccién de células T
reguladoras, cuando la formulacion es aplicada por via intravenosa.
Para la preparacién de la composicion se utilizaron de 1,8mg/mL - 3,5mg/mL del
péptido identificado como SEQ ID NO:1 y se disolvié en tampdn acetato de sodio,
pH 4; a lo que se le adicioné el azucar sacarosa en diferentes concentraciones,
como se describe posteriormente.
Ratones machos de la linea BALB/c se separaron aleatoriamente en tres grupos de
10 cada uno. Los ratones separados por grupo, fueron inoculados por via
intravenosa, de la siguiente forma:
-Grupo 1: composicién farmacéutica del péptido identificado como SEQ ID
NO: 1, donde la sacarosa se adicion6 a una concentracion de 10 mg/mL.
-Grupo 2: composicién farmacéutica del péptido identificado como SEQ ID
NO: 1, donde la sacarosa se adicion6 a una concentracion de 30 mg/mL.
-Grupo 3: composicién farmacéutica del péptido identificado como SEQ ID
NO: 1, donde la sacarosa se adicion6 a una concentracion de 80 mg/mL.
Cuatro dias después, los ratones recibieron una segunda dosis en idénticas
condiciones. Los 10 animales por grupo se sacrificaron el dia 8 después de recibir la
primera inoculacion. Las células del bazo de los ratones se preincubaron con el AcM
2.4G2 (eBiosciences, EUA), para bloquear las uniones no especificas a los
receptores FC. Seguidamente, las células se marcaron en PBS conteniendo tres
porcentaje de suero de ternero y cantidades saturantes de los siguientes AcM
(eBiosciences, EUA): APC-Cy7-conjugado anti-CD4 (clon RM4-5) y APC-conjugado
anti-CD25 (PC61). El factor transcripcional Foxp3 se evalué a través del uso de un
AcM anti-Foxp3 conjugado a PE (FJK-16s; eBioscience, EUA), siguiendo las
recomendaciones de los fabricantes. Un AcM con isotipo irrelevante (PE-Cy5 IgG2a
de rata; eBioscience, EUA) se utiliz6 como control. La region correspondiente a los

linfocitos se enmarcé de acuerdo a las caracteristicas de distribucién de estos en los
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histogramas de citometria de flujo en un citdbmetro LSR-II™. Los andlisis se
efectuaron empleando el programa FlowJo® (Tree Star).
Como se aprecia en esta Figura 1A los ratones inoculados con la formulacién
conteniendo el péptido identificado como SEQ ID NO: 1 y la sacarosa a una
concentracion de 30 mg/mL, aumentaron de forma significativa el porcentaje de las
células T reguladoras, lo que demuestra un efecto sinérgico entre esos
componentes de la composicion. Con el objetivo de precisar si la sacarosa a esta
concentracion es determinante para inducir la frecuencia de las células T
reguladoras, realizamos un experimento en condiciones muy similares al anterior,
pero estrechando el rango de concentracién de dicho azucar.
Los ratones se separaron aleatoriamente en tres grupos de 10 ratones cada uno.
Los ratones separados por grupo, fueron inoculados por via intravenosa, de la
siguiente forma:

- Grupo 1: composicién farmacéutica del péptido identificado como SEQ ID

NO: 1, donde la sacarosa se adicion6 a una concentracion de 20 mg/mL.

- Grupo 2: composiciéon farmacéutica del péptido identificado como SEQ ID

NO: 1, donde la sacarosa se adicion6 a una concentracion de 30 mg/mL.

- Grupo 3: composiciéon farmacéutica del péptido identificado como SEQ ID

NO: 1, donde la sacarosa se adicion6 a una concentracion de 40 mg/mL.
Sorprendentemente, los ratones tratados con estas concentraciones de sacarosa
entre los 20-40 mg/mL mostraron un aumento significativo del porcentaje de las
células T reguladoras respecto a los grupos tratados con 10-80 mg/mL del
experimento anterior, observandose un efecto sinérgico entre los componentes de la
composicidén, demostrando un mayor efecto en los grupos de ratones tratados con la
composicién farmacéutica del péptido identificado como SEQ ID NO:1, donde la
sacarosa se adicioné en las concentraciones de 20 y 30 mg/mL (Figura 1B).
Estos resultados nos permiten concluir que la adicibn de sacarosa en
concentraciones en el rango de 20-30 mg/mL, es un factor determinante para la
induccion de las células T reguladoras, las cuales controlan la magnitud de la
inflamacion, asi como que esta formulacién aplicada por via intravenosa tiene

capacidad para controlar las patologias caracterizadas por la hiperinflamacion.
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REIVINDICACIONES

Composicion farmacéutica para el tratamiento y la prevencion del sindrome de
la tormenta de citocinas que comprende el péptido identificado como SEQ ID
No. 1 y un excipiente farmacéuticamente aceptable

Composicion farmacéutica de la reivindicacion 1 caracterizada porque
comprende el péptido identificado como SEQ ID NO:1 en un rango de
concentraciones entre 1,8 mg/mL — 3,6 mg/mL y sacarosa en una de
concentracion entre 20-30 mg/mL.

La composicion de la reivindicacidén 1 caracterizada porque se aplica por la via

endovenosa.

Uso de una composicion farmacéutica que comprende el péptido identificado
como SEQ ID No. 1 para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento
y la prevencion del sindrome de la tormenta de citocinas.

El uso de la reivindicacion 4 donde el sindrome de la tormenta de citocinas se
manifiesta como sindrome de distrés respiratorio agudo, sindrome de
activacién de macréfagos, sepsis respiratoria en adultos o neonatos, sindrome
de respuesta inflamatoria sistémica, tromboembolismo venoso o arterial,
elevacion aguda de los niveles de ferritina, pericarditis severa, elevacién
aguda de las transaminasas hepaticas que causan encefalopatia hepatica o
enfermedad asociada a las terapias con células T que poseen receptor de

antigeno quimérico.

El uso de la reivindicacion 4 donde la composiciébn se administra por via

intravenosa.

El uso de la reivindicacion 4 donde el sindrome de la tormenta de citocinas es

causado por una enfermedad infecciosa.

El uso de la reivindicacion 7 donde la enfermedad infecciosa es la Covid-19 o

el dengue.
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9. Método para el tratamiento o prevencion del sindrome de la tormenta de
citocinas que comprende la administracion de una cantidad
farmacéuticamente efectiva de una composicién farmacéutica que comprende

el péptido identificado como SEQ ID No. 1.

5 10.El método de la reivindicacion 9 donde el sindrome de la tormenta de citocinas
se manifiesta como sindrome de distrés respiratorio agudo, sindrome de
activacién de macréfagos, sepsis respiratoria en adultos o neonatos, sindrome
de respuesta inflamatoria sistémica, tromboembolismo venoso o arterial,
elevacion aguda de los niveles de ferritina, pericarditis severa, elevacién

10 aguda de las transaminasas hepaticas que causan encefalopatia hepatica o
enfermedad asociada a las terapias con células T que poseen receptor de

antigeno quimérico.

11.El método de la reivindicacién 9 donde la composicion se administra por via

intravenosa.

15 12. El método de la reivindicacién 9 donde el sindrome de la tormenta de citocinas

es causado por una enfermedad infecciosa.

13. El método de la reivindicacién 12 donde la enfermedad infecciosa es la Covid-
19 o el dengue.
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