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DESCRIPCION
Composiciones y métodos relacionados con el tratamiento de enfermedades
Campo de la invencion

La presente invencidon se refiere a composiciones y métodos para estimular la induccion de una respuesta
inmunoldgica mediada por células (tal como la mediada por células Th1) y la supresidon de una respuesta
inmunoldgica humoral o alérgica (tal como la mediada por células Th2 y Th17). En particular, la invencion se refiere
a composiciones y métodos para prevenir y tratar la alergia, tal como la alergia alimentaria, y enfermedades
alérgicas asociadas, y trastornos en los que una respuesta de Th17 exagerada desempefia un papel perjudicial. La
invencion se extiende ademas al uso de las composiciones de la invencion en el tratamiento y/o la profilaxis de la
alergia y enfermedades alérgicas asociadas.

Antecedentes de la invencion

Las citoquinas son proteinas inmunomoduladoras que median en la activacion y las respuestas del sistema
inmunoldgico, tales como las respuestas humorales de tipo alérgico y la inmunidad mediada por células. Los
linfocitos T (células T), que son una fuente importante de citoquinas, poseen receptores especificos de antigeno (el
receptor de células T) sobre su superficie celular, que permite el reconocimiento de antigenos extrafios. Existen dos
subconjuntos principales de linfocitos T, que se distinguen por la presencia de marcadores de la superficie celular
conocidos como CD4 y CD8. Los linfocitos T que expresan CD4 también se conocen como células T auxiliares, y
estas se consideran los productores de citoquinas mas prolificos. Este subconjunto puede subdividirse en células
Th1 y células Th2/T17, y las citoquinas que producen se conocen como citoquinas de tipo Th1 y citoquinas de tipo
Th2/Th17, respectivamente.

Las células Th1 se caracterizan por la produccion de citoquinas proinflamatorias, tales como IFN-y, IL-2 y TNF-f.
Las células Th1 estan implicadas en la inmunidad mediada por células ("cell-mediated immunity", CMI), que es la
respuesta inmunolégica generada habitualmente contra virus y patdgenos intracelulares. La respuesta mediada por
células también elimina las células cancerosas y estimula las reacciones de la piel de hipersensibilidad de tipo
retrasado ("delayed-type hypersensitivity", DTH).

Las células Th2 se caracterizan por la produccion de interleuquina-4 (IL-4), interleuquina-5 (IL-5), interleuquina-9 (IL-
9), interleuquina-10 (IL-10) e interleuquina-13 (IL-13). Se cree que las células Th2 desempefian un papel en las
respuestas alérgicas. Las citoquinas, tales como IL-4, en general estimulan la produccion de anticuerpos (la
"respuesta inmunolégica humoral) dirigidos contra organismos extracelulares, tales como parasitos. La IL-5 estimula
las respuestas de eosindfilos, que también son parte de la respuesta inmunoldégica a grandes parasitos
extracelulares.

Las células Th17 segregan IL-17 y estan implicadas en la regulacion inmunoldgica en el cancer y las reacciones
alérgicas. Desde el punto de vista funcional, las células Th17 desempefian un papel en la defensa del hospedante
frente a patdgenos extracelulares mediando en el reclutamiento de neutréfilos y macréfagos hacia los tejidos
infectados. Por tanto, son parte importante de la respuesta humoral, junto con las células Th2. La identificacion de la
familia Th17 de células T efectoras ha representado un gran avance reciente. La familia de citoquinas IL-17 es un
grupo de citoquinas que incluye IL-17A, B, C, D, IL-17E (IL-25) e IL-17F. Cada vez mas se reconoce que, ademas de
las células T, otras células, tales como las células NK y los neutréfilos, también pueden ser una fuente importante de
IL-17. Ademas de IL-17A, la principal citoquina producida por las células Th17, estas células también liberan IL-17F,
IL-21 e IL-22.

Se ha establecido la hipétesis de que, en ciertas circunstancias, la respuesta de Th1 o la respuesta de Th2/Th17
puede provocar enfermedades. Una respuesta de Th1 suprarreactiva puede generar una enfermedad
autoinmunoldgica especifica de 6rgano, tal como artritis, esclerosis multiple, o diabetes de tipo |, mientras que una
respuesta de Th2/Th17 suprarreactiva puede establecer las bases de una alergia y atrofia. En la actualidad, se cree
que las células Th17 desempefian un papel principal en la defensa del hospedante frente a patdégenos, y una
respuesta de Th17 exagerada puede conducir a graves respuestas inflamatorias y enfermedades
autoinmunoldgicas: las enfermedades inflamatorias del intestino ("inflammatory bowel diseases", IBD),
concretamente, colitis ulcerosa ("ulcerative colitis”", UC) y enfermedad de Crohn ("Crohn's disease", CD), son
procesos inflamatorios crénicos del tracto gastrointestinal. En estas enfermedades, una respuesta inmunoldgica
alterada y exagerada, principalmente hacia la microflora enddégena, desempefia un papel principal. La expresion de
IL-17 aumenta en UC y CD. Los IFN de tipo | se han estudiado en ensayos clinicos en pacientes con UC y han
demostrado eficacia en estudios seleccionados. Como citoquinas antiviricas, ahora se sabe que los IFN de tipo |
pueden regular el desarrollo de las células Th17.

Tanto la respuesta de Th1 como la respuesta de Th2/Th17 pueden infrarregularse entre si, y esta es la basa de la
denominada hipotesis de "Th1/Th2", por la cual una respuesta inmunoldgica puede desviarse hacia la via de Th1 o
Th2/Th17, y esto esta regido por el perfil de citoquinas segregadas por un grupo de células, que puede estimular la
expansion de ese tipo de células y restringir la expansion del tipo de células opuesto.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2734 550 T3

Los interferones (IFN) son una familia de proteinas que son efectores pleiotrépicos del sistema inmunolégico. Los
interferones pueden clasificarse en tres tipos diferenciados: interferones de tipo |, interferones de tipo Il e
interferones de tipo Ill. Los IFN de tipo | representan una familia de citoquinas muy homologas que se ha descubierto
que activan una gama de respuestas fisiolodgicas, que incluyen actividades antiviricas y antiproliferativas, asi como
desempefian un papel importante como activadores de la respuesta inmunoldgica.

Los interferones de tipo | consisten en interferon alfa (IFN-a), interferén beta (IFN-B), interferon kappa (IFN-k),
interferon tau (IFN-T), interferén nu (IFN-v) e interferon omega (IFN-w). EI IFN-a esta representado en el genoma por
13 genes (12 subtipos), algunos de los cuales presentan variantes alélicos, y los diferentes productos del gen de
IFN-a se denominan subtipos. Todos los subtipos de interferones consisten en 166 aminoacidos estabilizados por
dos enlaces disulfuro, excepto para el IFN-a2, que tiene un aminoacido menos. La homologia con el IFN-a de ratén
es del 40%.

Existen 2 formas de IFN-a: (i) IFN alfa recombinantes, que se denominan IFN-a2a e IFN-a2b, con solo una
diferencia en un aminoacido (IFN-a2a ha sido clonado a partir de una linea de células tumorales y aparece como un
variante polimérfico en poblaciones humanas); y (ii) un IFN-a de multiples subtipos, a veces denominado IFN alfa
natural, que se expresa a partir de la fraccion de leucocitos de la sangre humana expuestos al virus Sendai o es
producido por lineas de células, por ejemplo, linfoblastoides. Este producto se purificado casi totalmente con una
etapa de inmunoafinidad final, y contiene seis subtipos principales, concretamente, IFN-a1, IFN-a2, IFN-a8, IFN-a10,
IFN-a14, e IFN-a21, siendo los dos primeros los componentes principales.

Se sabe que diferentes patdgenos inducen diferentes subtipos de IFN-a in vitro, y que los subtipos de IFN-a tienen
diferentes actividades antiviricas. Se ha demostrado que una infeccién a través de una diversidad de vias, que
incluyen la via oral, induce diferentes perfiles de subtipos. Los subtipos de IFN-a se unen al mismo receptor, activan
vias de sefializacion comunes y se espera que tengan las mismas funciones bioldgicas. De modo similar a muchas
citoquinas, dos de los subtipos de IFN-a naturales estan glicosilados. El IFN-a14 presenta una glicosilacion N-
enlazada, mientras que el IFN-a2 presenta una glicosilacion O-enlazada. La glicosilacion influye en la estructura y la
polarizacion de la molécula, pero no se han demostrado efectos sobre la unidn a receptores ni una funcion fisioldgica
directa. No obstante, la glicosilacion puede modular el reconocimiento por el sistema inmunolégico o aumentar la
semivida en la circulacion.

Todos los subtipos de IFN-a tienen actividades antiviricas por definicidon, aunque su eficacia absoluta en este
contexto puede variar considerablemente. Ademas, se han descrito muchas otras propiedades biolégicas, pero con
potencias variables, que incluyen actividades inmunomoduladoras y antiproliferativas. Parece que los efectos
pleiotropicos son debidos a una interaccion diferencial con las cadenas del receptor y la sefializacion a través de
diferentes vias intracelulares a una gama de moléculas efectoras.

De forma global, el IFN-a es parte de la inmunidad innata, con fuertes conexiones con la inmunidad adaptativa. Se
activan tanto células T como células B. El IFN-a estimula la induccion de una respuesta inmunoldgica de Th1, siendo
un mecanismo probable a través de la potenciacion de la expresion de la proteina 10 inducible por IFN-a ("IFN-a-
inducible protein-10", IP-10) en células dendriticas. Unos pocos estudios tratan del papel de los subtipos en la
regulacion de las células T auxiliares, al mismo tiempo que la actividad citolitica de las células T y las células NK se
potencia.

El IFN-a puede desempefar un papel clave en la regulacion de la respuesta de Th1. Se ha demostrado que el
tratamiento con IFN-a estimula la diferenciacion de las células Th1 de modo indirecto (principalmente a través de
IFN-y), pero también parece que reprime el desarrollo de las células Th2 a través de la supresion de la expresion de
los genes de IL-4 e IL-13. Por tanto, el IFN-a es capaz de reestablecer un equilibrio de poblaciones de Th1/Th2 en
enfermedades e infecciones que estimulan un desequilibrio de células Th2. En afos recientes, ha resultado evidente
que, ademas de sus efectos antiviricos, el IFN-a ejerce varias funciones inmunomoduladoras. El IFN-a puede tener
un impacto en la diferenciacion de las células dendriticas y controla la expresion de diversas citoquinas
proinflamatorias, tales como IL-8 o IL-18, e induce varios mediadores antiinflamatorios, tales como el antagonista del
receptor de IL-1 ("IL-1 receptor antagonist”, IL-1Ra), el receptor de TNF soluble p55, y la proteina de unién a IL-10 e
IL-18. Sin embargo, los mecanismos de accion del IFN-a aun no se entienden por completo.

En pacientes con alergia o enfermedades alérgicas, se genera una respuesta inmunolégica de Th2 predominante.
Las células Th2 segregan IL-4 e IL-13, impulsando a las células B para que produzcan anticuerpos de
inmunoglobulina E (IgE) especificos para un alergeno. Un alergeno es un antigeno capaz de estimular una reaccion
de hipersensibilidad de tipo | en individuos atépicos, principalmente a través de respuestas mediadas por
inmunoglobulina E (IgE). Después de esto, la IgE se une con su receptor de alta afinidad sobre células cebadas,
células de la piel y tejidos mucésicos. Tras exponerse al alergeno, las células cebadas liberan su contenido, que
incluye histamina, leucotrienos y prostaglandinas. Esto provoca sintomas alérgicos que incluyen, pero no se limitan a
enrojecimiento de los ojos, picores, rinorrea, eccema, urticaria, angioderma, falta de aliento, sibilancia, tos, un
ataque de asma, dolor abdominal, vémitos, diarrea o incluso anafilaxis.

Las enfermedades alérgicas estan entre las formas mas habituales de enfermedad crénica. La Organizacion Mundial
de la Salud calcula que mas del 20% de la poblacién mundial esta afectada, y solo en Europa existen mas de 80
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millones de individuos que las sufren (Global Allergy and Asthma European Network, 2008). Una reaccion alérgica
habitualmente esta provocada por la hipersensibilidad del sistema inmunoldgico a un alergeno, que provoca una
respuesta inmunolégica en una direccion errénea. Las alergias suaves, tales como la fiebre del heno, son muy
habituales en la poblaciéon humana. Las alergias graves pueden estar provocadas por alergenos de la dieta, tales
como alimentos, por alergenos ambientales, tales como el veneno de insectos que pican, por medicaciones o
pueden estar determinadas genéticamente.

La alergia alimentaria es un importante problema sanitario que se calcula que afecta a aproximadamente 6% de
nifos y 3-4% de adultos en las sociedades occidentales. Se ha establecido la hipotesis de que la alergia alimentaria
surge de una anomalia en la tolerancia oral a antigenos o alergenos ingeridos. Las alergias alimentarias y las
enfermedades alérgicas asociadas incluyen, pero no se limitan a alergia a productos lacteos (leche), que incluye el
sindrome de Heiner, alergia al huevo, alergia a la soja, alergia al pescado (marisco), alergia a los cacahuetes y
nueces de arboles, alergia al s€ésamo y otras semillas, alergia al gluten (trigo) y cereales, alergia a frutas y verduras,
alergia a la cafeina, sindrome de alergia oral, alergia al alcohol, sindrome de alergia a los alimentos con polen,
gastroenteritis eosindfila, alergia alimentaria gastrointestinal mediada por IgE y deficiencia en C1 esterasa.

La gestion y el tratamiento de las enfermedades alérgica se realiza habitualmente a través de tres estrategias
generales: (i) evitar el antigeno; (ii) medicaciones que se dirigen a los sintomas de la enfermedad, y (iii)
inmunoterapia convencional, conocida como desensibilizacion, cuyo objetivo es potenciar la respuesta de Th1 en la
enfermedad establecida. Sin embargo, estas estrategias ni se aproximan a ser ideales. No siempre es posible evitar
los alergenos, las medicaciones que se dirigen a los sintomas de la enfermedad, tales como antihistaminas,
proporcionan solo un alivio a corto plazo, y la desensibilizacion implica el uso del alergeno real, lo cual puede
provocar efectos secundarios perjudiciales potencialmente frecuentes. La posibilidad de una anafilaxis nunca se
elimina por completo en pacientes que padecen enfermedades alérgicas, y esto provoca una gran cantidad de estrés
en el paciente y sus familias.

El documento W0O2006/111745 describe el interferdn alfa 14 para su uso en el tratamiento de infecciones viricas.

El documento W02002/095067 describe el interferén alfa 14 mutante para su uso en el tratamiento de diversos
trastornos.

El documento WO2005/123112 describe el uso del interferén alfa como inmunoadyuvante para potenciar la
respuesta inmunoldgica a una vacuna contra infecciones o una vacuna anticancer.

El documento US6.436.391 describe el uso del interferon alfa 14 y/o interferén alfa 8 como adyuvante de vacuna
para estimular la proliferaciéon de linfocitos B.

El presente inventor aduce que seria deseable desarrollar una estrategia inmunoterapéutica que implique un uso
mas seguro de un alergeno, puesto que pueden emplearse dosis menores, y que proporcione una protecciéon mas a
largo plazo frente a la reaccion alérgica. Puesto que la alergia es el resultado de una suprarreactividad de las células
Th2/Th17 y una correspondiente falta de actividad de la respuesta de Th1, una medicacién que pueda modificar y
equilibrar la respuesta de Th2 /Th17 en una direccidon errénea seria beneficiosa para prevenir la reaccion alérgica.
Esta medicacion también seria adecuada para tratar enfermedades y trastornos en los que una respuesta de Th17
exagerada desempefie un papel, tal como IBD.

Sumario de la invenciéon

Después de una intensa fase de experimentacion, el presente inventor ha realizado el sorprendente descubrimiento
de que la administracion de un subtipo de interferon alfa (IFN-a) especifico, seleccionado de IFN-a14, con una
vacuna, por ejemplo, que comprenda un alergeno, puede dar como resultado la activacion potenciada de la
respuesta inmunolégica de Th1 y la represion de la respuesta inmunolégica de Th2/Th17, y esto conduce a la
identificacion por parte del inventor de composiciones terapéuticas mejoradas que tienen utilidad en el tratamiento
y/o la profilaxis de la alergia y las enfermedades alérgica y de enfermedades y trastornos en los que una respuesta
de Th17 exagerada desempefia un papel. En particular, el inventor ha identificado que la administracion de al menos
un alergeno alimentario que es capaz de mediar en una respuesta inmunolégica de Th2/Th17 con IFN-a14 puede
usarse en el tratamiento de la alergia alimentaria y las enfermedades alérgicas asociadas.

Se proporciona un método para el tratamiento y/o la profilaxis de un trastorno en el que se desea potenciar una
respuesta inmunolégica mediada por Th1 y reprimir una respuesta inmunolégica mediada por Th2/Th17,
comprendiendo dicho método la etapa de:

(i) administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un subtipo de interferon
alfa seleccionado de IFN-a10, IFN-a14 y uno de sus hibridos.

El método incluye una etapa de administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion de
vacuna para el tratamiento o la profilaxis de un trastorno en el que se desea potenciar una respuesta inmunolégica
mediada por Th1 y reprimir una respuesta inmunolégica mediada por Th2/Th17. La composicién de vacuna puede
administrarse de modo secuencial, por separado o simultaneamente con al menos un subtipo de interferén alfa.
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La composicién de vacuna comprende al menos un antigeno. La composicion de vacuna comprende al menos un
alergeno capaz de mediar en una respuesta inmunoldgica de Th2/Th17, por ejemplo, un alergeno alimentario. El
método incluye, por tanto, una etapa de administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un
alergeno capaz de mediar en una respuesta inmunoldgica de Th2/Th17, por ejemplo, un alergeno alimentario. El
alergeno puede administrarse de modo secuencial, por separado o simultdneamente con al menos un subtipo de
interferon alfa.

Generalmente, el sujeto es un mamifero, en particular un ser humano. El sujeto padece un trastorno en el que se
desea potenciar una respuesta inmunoldgica mediada por Th1 y reprimir una respuesta inmunolégica mediada por
Th2/Th17.

Se proporciona al menos un subtipo de interferon alfa seleccionado de IFN-a10, IFN-a14 y uno de sus hibridos, para
su uso en el tratamiento y/o la profilaxis de un trastorno en el que se desea potenciar una respuesta inmunolégica
mediada por Th1 y reprimir una respuesta inmunoldgica mediada por Th2/Th17.

Dicho al menos un subtipo de interferén alfa se proporciona para la administracién simultanea, por separado o
secuencial con una composicién de vacuna para el tratamiento o la profilaxis de un trastorno en el que se desea
potenciar una respuesta inmunoldgica mediada por Th1 y reprimir una respuesta inmunolégica mediada por
Th2/Th17. Dicho al menos un subtipo de interferéon alfa se proporciona para la administracion simultanea, por
separado o secuencial con al menos un alergeno capaz de mediar en una respuesta inmunolégica de Th2/Th17
contra él, por ejemplo, un alergeno alimentario.

Se proporciona el uso de al menos un subtipo de intereferén alfa seleccionado de IFN-a10, IFN-a14 y uno de sus
hibridos, para la preparacion de un medicamento para el tratamiento y/o la profilaxis de un trastorno en el que se
desea potenciar una respuesta inmunoldgica mediada por Th1 y reprimir una respuesta inmunolégica mediada por
Th2/Th17.

Dicho al menos un subtipo de interferén alfa se proporciona para la administracién simultanea, por separado o
secuencial con una composicién de vacuna para el tratamiento o la profilaxis del trastorno en el que se desea
potenciar una respuesta inmunolégica mediada por Th1 y reprimir una respuesta inmunolégica mediada por
Th2/Th17. Dicho al menos un subtipo de interferéon alfa se proporciona para la administracion simultanea, por
separado o secuencial con al menos un alergeno capaz de mediar en una respuesta inmunolégica de Th2/Th17
contra él, por ejemplo, un alergeno alimentario.

Segun un aspecto de la presente invencion, se proporciona una composicion que comprende:

(i) una vacuna para el tratamiento o la profilaxis de un trastorno en el que se desea potenciar una respuesta
inmunoldgica mediada por Th1 y reprimir una respuesta inmunoldgica mediada por Th2/Th17; y

(ii) el interferén alfa de subtipo IFN-a14 para su uso en el tratamiento de un trastorno en el que se desea potenciar
una respuesta inmunolégica mediada por Th1 y reprimir una respuesta inmunolégica mediada por Th2/Th17; en el
que el trastorno se selecciona del grupo que consiste en una enfermedad autoinmunolégica, una enfermedad
inflamatoria y una alergia o un trastorno alérgico asociado; y en la que la vacuna se proporciona de modo
secuencial, por separado o simultaneamente con el IFN-a14.

En ciertas realizaciones, la vacuna comprende al menos un alergeno capaz de mediar en una respuesta
inmunoldgica de Th2/Th17, por ejemplo, un alergeno alimentario.

También se describe una composicion farmacéutica para potenciar una respuesta inmunoldgica mediada por Th1y
reprimir una respuesta inmunolégica mediada por Th2/Th17, en la que la composicion comprende una vacuna para
el tratamiento o la profilaxis de un trastorno en el que se desea potenciar una respuesta inmunolégica mediada por
Th1 y reprimir una respuesta inmunoldgica mediada por Th2/Th17, y al menos un subtipo de interferon alfa
seleccionado de IFN-a10, IFN-a14 y uno de sus hibridos, junto con un excipiente, diluyente o vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

La vacuna comprende al menos un alergeno capaz de mediar en una respuesta inmunolégica de Th2/Th17, por
ejemplo, un alergeno alimentario.

En otro aspecto, la presente invencion se extiende a mejoras en la eficacia de vacunas, por ejemplo, vacunas de
enfermedades alérgicas o antialergias. Una composicion que comprende una vacuna para el tratamiento o la
profilaxis de un trastorno en el que se desea potenciar una respuesta inmunolégica mediada por Th1 y reprimir una
respuesta inmunolégica mediada por Th2/Th17, tal como al menos un alergeno capaz de mediar en una respuesta
inmunoldégica de Th2/Th17, y al menos un subtipo de interferén alfa seleccionado de IFN-a14, ha sido identificada de
modo sorprendente por el inventor como que proporciona una composicion inesperadamente eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de enfermedades, tales como la alergia o enfermedades alérgicas asociadas.
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También se describe una composiciéon de vacuna que comprende:

(i) una vacuna para el tratamiento o la profilaxis de un trastorno en el que se desea potenciar una respuesta
inmunoldgica mediada por Th1 y reprimir una respuesta inmunolégica mediada por Th2/Th17;y

(i) al menos un subtipo de interferén alfa seleccionado de IFN-a10, IFN-a14 y uno de sus hibridos.

La vacuna comprende al menos un alergeno capaz de mediar en una respuesta inmunoldgica de Th2/Th17, por
ejemplo, un alergeno alimentario.

Otro aspecto de la presente invencion proporciona una composicion de vacuna para su uso en el tratamiento y/o la
profilaxis de la alergia, en la que se desea potenciar una respuesta inmunoldgica mediada por Th1 y reprimir una
respuesta inmunolégica mediada por Th2/Th17, comprendiendo dicha composicion de vacuna:

(i) al menos un alergeno capaz de mediar en una respuesta inmunolégica de Th2/Th17;
y (ii) al menos un subtipo de interferén alfa seleccionado de IFN-a14.

También se describe el uso de una composicion de vacuna que comprende al menos un alergeno capaz de mediar
en una respuesta inmunolégica de Th2/Th17, y al menos un subtipo de interferén alfa seleccionado de IFN-a10, IFN-
a14 y uno de sus hibridos, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento y/o la profilaxis de la alergia o
enfermedades alérgicas asociadas.

También se describe un método para el tratamiento y/o la profilaxis de la alergia o enfermedades alérgicas
asociadas, comprendiendo dicho método la etapa de:

(i) administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion de vacuna o una composicion
inmunogénica que comprende al menos un alergeno capaz de mediar en una respuesta inmunolégica de Th2/Th17,
y al menos un subtipo de interferdn alfa seleccionado de IFN-a10, IFN-a14 y uno de sus hibridos, a un sujeto que lo
necesita.

Se proporciona un método para el tratamiento y/o la profilaxis de un trastorno mediado por la expresion potenciada
de IL-17, comprendiendo dicho método la etapa de:

(i) administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un subtipo de interferon
alfa seleccionado de IFN-a10, IFN-a14 y uno de sus hibridos.

Se proporciona al menos un subtipo de interferén alfa seleccionado de IFN-a10, IFN-a14 y uno de sus hibridos, para
su uso en el tratamiento y/o la profilaxis de un trastorno mediado por la expresion potenciada de IL-17.

Se proporciona el uso de al menos un subtipo de interferén alfa seleccionado de IFN-a10, IFN-a14 y uno de sus
hibridos, para la preparacion de un medicamento para el tratamiento y/o la profilaxis de un trastorno mediado por la
expresion potenciada de IL-17.

Se proporciona un método para modular una respuesta inmunoldgica, comprendiendo dicho método la etapa de:

(i) administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un subtipo de interferon
alfa seleccionado de IFN-a10, IFN-a14 y uno de sus hibridos.

Se proporciona al menos un subtipo de interferon alfa seleccionado de IFN-a10, IFN-a14 y uno de sus hibridos, para
su uso en la modulacion de una respuesta inmunoldgica.

Se proporciona el uso de al menos un subtipo de interferén alfa seleccionado de IFN-a10, IFN-a14 y uno de sus
hibridos, en la preparacion de un medicamento para modular una respuesta inmunolégica.

En ciertas realizaciones de los aspectos de la invencién indicados anteriormente, dicho al menos un subtipo de
interferédn alfa se proporciona para la administracion simultanea, por separado o secuencial con una vacuna para el
tratamiento o la profilaxis de un trastorno en el que se desea potenciar una respuesta inmunolégica mediada por Th1
y reprimir una respuesta inmunolégica mediada por Th2/Th17, por ejemplo, una vacuna para el tratamiento o la
profilaxis de un trastorno mediado por la expresidon potenciada de IL-17, por ejemplo, una enfermedad o trastorno
inflamatorio o una enfermedad autoinmunoldgica, tal como la enfermedad inflamatoria del intestino (IBD), la colitis
ulcerosa (UC) o la enfermedad de Crohn (CD). En ciertas realizaciones, la composicion de vacuna comprende al
menos un antigeno. En ciertas realizaciones, la vacuna comprende al menos un alergeno capaz de mediar en una
respuesta inmunoldgica de Th2/Th17 contra él, por ejemplo, un alergeno alimentario.

En ciertas realizaciones, dicho al menos un subtipo de IFN-a comprende, consiste o es IFN-a14. En ciertas
realizaciones, dicho al menos un subtipo de IFN-a comprende, consiste o es una forma recombinante de IFN-a14.

En ciertas realizaciones de los aspectos de la invencioén indicados anteriormente, dicho al menos un alergeno es al
menos un alergeno alimentario. En ciertas realizaciones, dicho al menos un alergeno es un alergeno de la dieta, tal
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como alimentos, un alergeno ambiental, tal como el veneno de insectos que pican, o una medicacion.

En ciertas realizaciones de los aspectos de la invencion indicados anteriormente, dicho al menos un alergeno
alimentario se selecciona del grupo que consiste, pero no se limita a maiz, ajo, avena, café, chocolate, encurtidos,
trigo o gluten y sus productos y derivados, que incluyen trigo duro, espelta (Triticum spelta), kamut (Triticum
poloncium), cuscus, salvado, salvado de trigo, germen de trigo, gluten de trigo, fécula de patata, bizcocho tostado,
sémola, sémola de trigo duro, harina, harina integral de trigo, harina de trigo, almidén de trigo, almidén, almidén
modificado, almidén hidrolizado, almidén comestible, almidén vegetal, goma vegetal, proteina vegetal, rellenos de
cereales, ligantes de cereales, proteinas de cereales; nueces de arboles (que incluyen almendras, anacardos,
nueces de macadamia, nueces de nogal y nueces del Brasil); semillas, que incluyen semillas de sésamo, girasol y
amapola; antigenos derivados de productos lacteos, tales como leche y derivados de la leche, que incluyen queso y
yogur; pescado o marisco o sus derivados, que incluyen del animales del filo de los moluscos (clase gasterépodos:
caracoles y orejas de mar; clase bivalvos: almeja, mejillén y ostra; clase cefalépodos: pulpo, calamar y vieira), filo de
los artrépodos (familia de los crustaceos: cangrejo, langosta, camarén, gamba y cigalas) o del filo de los cordados
(familia de peces cartilaginosos: raya y tiburén; peces 6seos: bacalao, salmoén y atun); huevos o derivados del
huevo; glutamato de monosodio (MSG); sulfitos o didxido de azufre; alergias a legumbres de la familia de las
leguminosas, que incluyen cacahuete, soja (judia de soja o derivados de soja), judias secas, guisantes, judias
verdes, lentejas, algarroba y regaliz; otras alergias a verduras, tales como patata; alergias a frutas de la familia de
las rosaceas, que incluyen manzana, pera, cereza, melocoton y ciruela; alergias a frutas de la familia de las
cucurbitaceas, que incluyen pepino, melon, sandia, calabacin y calabaza; y otras alergias a frutas, tales como las
que se desarrollan frente al kiwi, platano, aguacate, tomates, fresas y frambuesas.

También se indica que la vacuna o la composicién de vacuna es una composiciéon de vacuna para el tratamiento o la
profilaxis de un trastorno mediado por una expresion potenciada de IL-17, por ejemplo, una enfermedad o trastorno
inflamatorio o una enfermedad autoinmunoldgica, tal como la enfermedad inflamatoria del intestino (IBD), la colitis
ulcerosa (UC) o la enfermedad de Crohn (CD). En ciertas realizaciones, la vacuna o la composiciéon de vacuna es
una composicién de vacuna para el tratamiento o la profilaxis de una enfermedad o trastorno inflamatorio o una
enfermedad autoinmunolégica, tal como la enfermedad inflamatoria del intestino (IBD), la colitis ulcerosa (UC) o la
enfermedad de Crohn (CD).

El trastorno en el que se desea potenciar una respuesta inmunolégica mediada por Th1 y reprimir una respuesta
inmunolodgica mediada por Th2/Th17 es un trastorno mediado por una expresion potenciada de IL-17, por ejemplo,
una enfermedad o trastorno inflamatorio o una enfermedad autoinmunoldgica, tal como la enfermedad inflamatoria
del intestino (IBD), la colitis ulcerosa (UC) o la enfermedad de Crohn (CD).

En ciertas realizaciones de los aspectos de la invencion indicados anteriormente, el trastorno en el que se desea
potenciar una respuesta inmunoldgica mediada por Th1 y reprimir una respuesta inmunolégica mediada por
Th2/Th17 es una enfermedad inflamatoria, en particular una enfermedad inflamatoria que estd mediada por una
respuesta inmunoldgica de Th17 exagerada o suprarreactiva. En ciertas realizaciones de los aspectos de la
invencion indicados anteriormente, el trastorno en el que se desea potenciar una respuesta inmunoldgica mediada
por Th1 y reprimir una respuesta inmunoldgica mediada por Th2/Th17 es una enfermedad autoinmunolégica, en
particular una enfermedad autoinmunolégica que esta mediada por una respuesta inmunolégica de Th17 exagerada
o suprarreactiva. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, el trastorno es una enfermedad inflamatoria del intestino
(IBD), tal como la colitis ulcerosa (UC) o la enfermedad de Crohn (CD). En ciertas realizaciones, el trastorno se
selecciona del grupo que consiste en asma, rinitis alérgica, dermatitis atdpica y alergia alimentaria.

En ciertas realizaciones de los aspectos de la invencion indicados anteriormente, el trastorno en el que se desea
potenciar una respuesta inmunoldgica mediada por Th1 y reprimir una respuesta inmunolégica mediada por
Th2/Th17 es una alergia o enfermedades y trastornos alérgicos asociados provocados por ella. En particular, en
ciertas realizaciones, el trastorno es una alergia alimentaria, que incluye alergias asociadas o derivadas de los
alimentos y enfermedades y trastornos alérgicos asociados provocados por ella.

En ciertas realizaciones, las enfermedades o trastornos alérgicos asociados a la alergia alimentaria incluyen, pero no
se limitan a alergia a productos lacteos/leche, que incluye el sindrome de Heiner, alergia al huevo, alergia a la soja,
alergia al pescado (marisco), alergia a los cacahuetes y nueces de arboles, alergia al sésamo y otras semillas,
alergia al trigo y cereales, alergia a frutas y verduras, alergia a la cafeina, sindrome de alergia oral, alergia al alcohol,
sindrome de alergia a los alimentos con polen, gastroenteritis eosindfila, alergia alimentaria gastrointestinal mediada
por IgE y deficiencia en C1 esterasa.

En ciertas realizaciones de la presente invencién, el método de administraciéon es la administracion oral. En ciertas
realizaciones, el método de administracion es la administracion sublingual o bucal. En ciertas realizaciones, el
método de administracion implica colocar una pastilla bajo la lengua del paciente. En ciertas realizaciones, la via de
administracion es ocular o mediante la introduccién en la cavidad nasal, por medio de la administracién nasal.
También puede introducirse mediante administracion oral (deglucién) de una capsula o un dispositivo similar hacia el
intestino delgado/duodeno, de modo que la capsula no se disuelve en el estdmago, sino que lo sortea y
transporta/libera el subtipo de interferén alfa solo en el intestino delgado/duodeno.
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Descripcion detallada de la invencién

El inventor de la presente invenciéon ha descubierto, de modo sorprendente, que la administracién de un subtipo de
IFN-a seleccionado de IFN-a10, IFN-a14 y uno de sus hibridos provoca la potenciacion de una respuesta
inmunoldgica mediada por células T Th1 y la represion de una respuesta inmunoldgica mediada por células T
Th2/Th17 y, por tanto, puede desviar la respuesta inmunolégica hacia una via mediada por células (Th1), y al mismo
tiempo reprimir la respuesta alérgica (Th2/Th17). De modo sorprendente, este efecto es potenciado cuando el
subtipo de IFN-a se administra por via oral. Este descubrimiento puede aplicarse a proporcionar un método
mejorado y una composicion adyuvante mejorada para tratar y/o prevenir trastornos, en los que se desea potenciar
una respuesta inmunoldgica mediada por células T Th1 y/o reprimir una respuesta inmunoldgica mediada por células
T Th2/Th17, por ejemplo, trastornos inflamatorios, autoinmunolégicos o de alergia. En particular, IFN-a10, IFN-a14 o
uno de sus hibridos pueden usarse como adyuvantes en vacunas para intensificar una respuesta inmunoldgica
frente a antigenos y para dirigir la respuesta inmunoldgica hacia una respuesta inmunolégica de Th1.

El inventor también ha descubierto que una combinaciéon de una composicion de vacuna o un alergeno alimentario
que es capaz de mediar en una respuesta inmunoldgica de Th2/Th17, y un subtipo de IFN-a seleccionado de IFN-
a10, IFN-a14 y uno de sus hibridos, puede provocar la activacion de una respuesta inmunoldgica mediada por
células T Th1 y la represion de una respuesta inmunoldgica mediada por células T Th2/Th17. En particular, el
inventor ha descubierto, de modo sorprendente, que la administracién oral de la combinacién puede provocar la
activacion de una respuesta inmunolégica mediada por células T Th1 y la represion de una respuesta inmunolégica
mediada por células T Th2/Th17. Se mezclé una vacuna de la gripe convencional con una dosis baja de interferon
alfa derivado de leucocitos ("leukocyte derived interferon alpha", LDA1) y se administré por via oral a ratones. El
inventor advirtid que, sin el interferén, se registré una pequefia respuesta de anticuerpos antigripe en los ratones,
que fue aproximadamente 50 veces menor que con una vacuna inyectada. Con el interferén alfa, la respuesta de la
vacuna administrada por via oral era exactamente la misma que con la vacuna inyectada. Se administr6é una serie de
inmunizaciones bucales usando un antigeno de proteina convencional y dos interferones, LDA1 y un subtipo de IFN-
al14 aislado, que sorprendentemente provocaron una inmunizacién oral en ratones a los cuales se les habia
administrado la composicion. Sin embargo, el inventor advirtié, de modo sorprendente, que aunque el LDA1 provoca
una respuesta equilibrada, el IFN-a14 media solo en una respuesta humoral significativa. La produccion de IgG1 es
indicativa de una respuesta de Th2 (inmunidad humoral) y la produccién de IgG2a es indicativa de una respuesta de
Th1 (inmunidad mediada por células).

El inventor, aunque no pretenda limitacion alguna por la teoria, ha identificado que la administracién oral de un
alergeno alimentario capaz de mediar en una respuesta inmunolégica de Th2/Th17 y un subtipo de interferon alfa
seleccionado de IFN-a10 e IFN-a14 puede desviar la respuesta inmunolégica hacia una via mediada por células
(Th1), y al mismo tiempo reprimir la respuesta alérgica (Th2/Th17). Por consiguiente, el inventor ha demostrado, de
forma sorprendente y por primera vez, que la coadministracion de un alergeno, tal como un antigeno derivado de
alimentos que provoca una alergia o enfermedades alérgicas asociadas en un sujeto, de ciertos subtipos de
interferon modula la respuesta inmunoldgica resultante y la desvia alejandola de la respuesta de Th2/Th17, que se
esperaria que se desarrollase frente al alergeno o antigeno. Este descubrimiento sorprendente proporciona una
estrategia inesperada para tratar o prevenir respuestas o enfermedades alérgicas que se producirian en sujetos
como resultado de alergenos, tales como alergenos derivados de alimentos.

Definiciones
Sujeto

Tal como se define en la presente, un "sujeto” incluye mamiferos, tales como seres humanos, primates y ganado
(por ejemplo, ovejas, cerdos, ganado bovino, caballos, burros); animales de ensayo de laboratorio, tales como
ratones, conejos, ratas y cobayas; y animales de compafiia, tales como perros y gatos.

Tratamiento/terapia

El término "tratamiento" se emplea en la presente para referirse a cualquier régimen que pueda beneficiar a un ser
humano o a un animal no humano. El tratamiento puede ser con respecto a cualquier trastorno inflamatorio,
autoinmunoldgico, alérgico o asociado a la alergia, y el tratamiento puede ser profilactico (tratamiento preventivo). El
tratamiento puede incluir efectos curativos o de alivio. La referencia en la presente a un tratamiento "terapéutico" y
"profilactico" debe considerarse en su contexto mas amplio. El término "terapéutico” no implica necesariamente que
un sujeto se trata hasta su recuperacion total. De modo similar, "profilactico” no significa necesariamente que el
sujeto no contraiga finalmente un trastorno de enfermedad. Por consiguiente, el tratamiento terapéutico y/o
profilactico incluye la mejora de los sintomas de un trastorno alérgico concreto o la prevencion o la reduccion de otro
modo del riesgo de desarrollar un trastorno alérgico concreto. El término "profilactico" puede considerarse como la
reduccion en la gravedad o la aparicién de un trastorno concreto. "Terapéutico" también puede reducir la gravedad
de un trastorno existente.

Administracion

Los ingredientes activos usados en la presente invencion (por ejemplo, vacuna o alergeno y IFN-a10, IFN-a14 o uno
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de sus hibridos) pueden administrarse por separado el mismo sujeto, opcionalmente de modo secuencial, o pueden
coadministrarse simultaneamente como una composicion farmacéutica, inmunogénica o de vacuna. En ciertas
realizaciones, la vacuna o el alergeno se coadministra con el subtipo de interferén alfa. La composicién farmacéutica
en general comprendera un excipiente, diluyente o vehiculo farmacéutico adecuado, seleccionado dependiendo de
la via de administracién prevista.

Los ingredientes activos pueden administrarse a un paciente que necesite tratamiento a través de cualquier via
adecuada. La dosis precisa dependera de una serie de factores, tal como se analiza a continuacion con mas detalle.

Una via de administracion adecuada es la via parenteral (que incluye la via subcutanea, intramuscular, intravenosa,
por medio, por ejemplo, de un parche de goteo). Otras vias de administracién adecuadas incluyen, pero no se limitan
a la via oral, ocular, nasal, tépica (que incluye bucal y sublingual), por infusion, intradérmica o administracion
mediante inhalacion oral o nasal, por medio, por ejemplo, de un nebulizador o inhalador, o0 mediante un implante.
Las vias de administracion preferibles incluyen, pero no se limitan a la via oral, bucal y sublingual. Las
composiciones de la invencién también pueden administrarse de tal forma que se dirigen, o se liberan en areas
especificas del tracto intestinal (tal como el intestino delgado/duodeno). Generalmente, dicha liberacion se producira
tras el paso a través del estdbmago, y esta liberacion dirigida puede lograrse usando revestimientos y similares.

Para la inyeccion intravenosa, el ingrediente activo estara en forma de una disolucién acuosa parenteralmente
aceptable que es apirégena y tiene un pH, una isotonicidad y una estabilidad adecuados. Los expertos en la técnica
pueden preparar disoluciones adecuadas empleando, por ejemplo, vehiculos isotonicos, tales como inyeccion de
cloruro de sodio, inyecciéon de Ringer o inyeccion de Ringer lactada. Pueden incluirse conservantes, estabilizantes,
tampones, antioxidantes y/u otros aditivos segin sea necesario.

Las composiciones de la presente invencion para la administracion oral pueden estar en forma de comprimidos,
capsulas, pildoras polvo o liquido. La administracion oral puede implicar colocar una pastilla bajo la lengua del
paciente. Un comprimido puede comprender un vehiculo sdlido, tal como gelatina, o un adyuvante. Las
composiciones farmacéuticas liquidas en general comprenden un vehiculo liquido, tal como agua, petroleo, aceites
animales o vegetales o aceite mineral o aceite sintético. Pueden incluir disolucion salina fisiolégica, dextrosa u otra
disolucién de sacaridos, o glicoles, tales como etilenglicol, propilenglicol o polietilenglicol.

Las composiciones de la presente invencion también pueden administrarse mediante microesferas, liposomas, otros
sistemas de transporte en microparticulas o formulaciones de liberacidon sostenida colocadas en ciertos tejidos, que
incluyen la sangre. Los ejemplos adecuados de vehiculos de liberacion sostenida incluyen matrices poliméricas
semipermeables en forma de articulos compartidos, por ejemplo, supositorios 0 microcapsulas. Pueden encontrarse
ejemplos de las técnicas y protocolos mencionados anteriormente y otras técnicas y protocolos que pueden usarse
segun la invencion en Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 edicion, Gennaro ovalbumina, A.R., Lippincott
Williams & Wilkins; 202 edicion (15 de diciembre, 2000), ISBN 0-912734-04-3; y Pharmaceutical Dosage Forms and
Drug Delivery Systems, Ansel, H.C. et al., 72 edicién, ISBN 0-683305-72-7.

Composiciones farmacéuticas

Tal como se describié anteriormente, la presente invencién se extiende a una composicién farmacéutica para el
tratamiento de enfermedades inflamatorias, enfermedades autoinmunolégicas y alergias, tales como la alergia
alimentaria y enfermedades alérgicas asociadas, y, en particular, para la induccidon de una respuesta inmunolégica
de Th1 y la represion o la inhibicion de una respuesta inmunolégica de Th2/Th17.

Las composiciones farmacéuticas segun la presente invencion y para su uso segun la presente invencion pueden
comprender, ademas de un ingrediente activo, un excipiente, vehiculo, tampon estabilizante u otros materiales muy
conocidos por los expertos en la técnica. Estos materiales no deben ser toxicos y no deben interferir con la eficacia
del ingrediente activo. La naturaleza concreta del vehiculo u otro material dependera de la via de administracion, que
puede ser, por ejemplo, oral, intravenosa, intranasal o mediante inhalacion oral o nasal. La formulaciéon puede ser un
liquido, por ejemplo, una disolucion salina fisiolégica que contiene un tampon no fosfato a pH 6,8-7,6, o un polvo
liofilizado.

Dosis

La composicién se administra preferiblemente a un individuo en una "cantidad terapéuticamente eficaz" o una
"cantidad deseada", que es suficiente para aportar un beneficio al individuo. Tal como se define en la presente, la
expresion "cantidad eficaz" significa una cantidad necesaria para obtener al menos parcialmente la respuesta
deseada, o para retrasar la aparicion o inhibir el avance o detener totalmente la aparicion o el avance de un trastorno
concreto que se esta tratando. La cantidad varia dependiendo de la salud y la condicion fisica del sujeto que se esta
tratando, del grupo taxonémico del sujeto que se esta tratando, del grado de proteccion deseado, de la formulacion
de la composicion, de la evaluacion de la situacion médica y de otros factores pertinentes. Se espera que la cantidad
se incluya en un intervalo relativamente amplio, que puede determinarse por medio de ensayos rutinarios. La
prescripcion de un tratamiento, por ejemplo, decisiones sobre la dosificacion, etc., es, en Ultimo término,
responsabilidad y esta al criterio de médicos, y generalmente toma en cuenta el trastorno que se esta tratando, la
condicién del paciente individual, el sitio de administracion, el método de administracion y otros factores conocidos
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por los médicos. La dosis 6ptima puede ser determinada por los médicos basandose en una serie de parametros
que incluyen, por ejemplo, la edad, el sexo, el peso, la gravedad del trastorno que se esta tratando, el ingrediente
activo que se esta administrando y la via de administracion. Puede aplicarse una amplia gama de dosis.
Considerando la administracion oral a un paciente humano, puede administrarse, por ejemplo, de aproximadamente
10 pg a aproximadamente 1000 pg del agente por dosis humana, opcionalmente para 3 a 4 dosis. Los regimenes de
dosificacion pueden ajustarse para proporcionar la respuesta terapéutica 6ptima y reducir los efectos secundarios.
Por ejemplo, pueden administrarse varias dosis divididas a diario, cada semana, cada mes o a otros intervalos de
tiempo adecuados, o la dosis puede reducirse proporcionalmente segun indiquen las exigencias de la situacion.

A menos que se indique lo contrario, todos los términos y expresiones técnicos y cientificos empleados en la
presente tienen el significado que entienden habitualmente los expertos en el campo de la técnica a la cual
pertenece la presente invencion.

Enfermedad autoinmunolégica

La expresion "enfermedad autoinmunolégica”, tal como se emplea en la presente, significa cualquier enfermedad o
trastorno que es provocado porque los tejidos del cuerpo estan siendo atacados por su propio sistema inmunoldgico.

A lo largo de la memoria descriptiva, a menos que el contexto demande lo contrario, los términos "comprende" o
"incluye”, o variaciones tales como "que comprende" o "comprendiendo”, "que incluye" o "incluyendo" implican que
incluyen un ndmero entero o grupo de numeros enteros indicado, pero no la exclusion de cualquier otro nimero

entero o grupo de nimeros enteros.

La presente invencion se ejemplificara a continuacion remitiéndose a los siguientes ejemplos y figuras no limitantes,
que se proporcionan como ilustracion y no pretenden ser limitantes de la presente invencion. Otras realizaciones de
esta invencién seran evidentes para los expertos en la técnica a la vista de esta descripcion.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra una grafica de la produccion de subtipos de IgG (IgG1 e IgG2a) en ratones BALB-c inmunizados
con ovoalbumina y diferentes subtipos de IFN-a.

La figura 2 muestra una grafica del porcentaje del subtipo de IgG (IgG1 e IgG2a) producido en ratones BALB-c
inmunizados con ovoalbumina y diferentes subtipos de IFN-a.

La figura 3a muestra una grafica de la produccion de IgG2a en ratones BALB-c inmunizados con ovoalbumina y
MULTIFERON™ IFN-a14 glicosilado y IFN-a14 no glicosilado administrados mediante inyeccion intraperitoneal.

La figura 3b muestra una grafica de la produccion de IgG1 en ratones BALB-c inmunizados con ovoalbimina y
MULTIFERON™ IFN-a14 glicosilado y IFN-a14 no glicosilado administrados mediante inyeccion intraperitoneal.

La figura 3c muestra una grafica de la produccion de IgG2a en ratones BALB-c inmunizados con ovoalbumina y
MULTIFERON™ IFN-a14 glicosilado y IFN-a14 no glicosilado administrados por via oral.

La figura 3d muestra una grafica de la produccion de IgG1 en ratones BALB-c inmunizados con ovoalbumina y
MULTIFERON™ IFN-a14 glicosilado y IFN-a14 no glicosilado administrados por via oral.

La figura 4 muestra la inhibicion de la secrecion de interleuquina-17 (IL-17) por PBMC con lipopolisacarido (LPS)
solo y con LPS y concentraciones crecientes de IFN-a2a (negro), IFN-a10 (blanco) o IFN-14 (gris).

La figura 5 muestra la inhibicién del desarrollo de células Th2 CD4+ inducida por interleuquina-4 (IL-4) usando
concentraciones crecientes de IFN-a2a (negro), IFN-a10 (blanco) o IFN-14 (gris).

Ejemplo 1: Identificacion de subtipos de interferén alfa que son adyuvantes inmunoldgicos

Se administraron 50 ug de ovoalbdmina y 10° IU de los subtipos de interferon IFN-a14, IFN-02, IFN-a21, IFN-a10,
una "mezcla" de IFN (que incluye IFN-a1, IFN-a8, IFN-a21 y quizas IFN-a17), IFN-a8, Intron A, MULTIFERON™ e
IFN-a1 en 50 yl mediante una inyeccion intraperitoneal tres veces semanales a ratones BALB-c hembra, en grupos
de 10.

Se midieron las concentraciones en suero de IgG1 mg/ml (respuesta de Th2 - inmunidad humoral frente al antigeno
de ovoalbumina) e IgG2a mg/ml (respuesta de Th1 - inmunidad mediada por células frente al antigeno de
ovoalbumina) mediante ELISA.

Las figuras 1 y 2 muestran la produccion del subtipo de IgG antiovoalbumina en ratones BALB-c tratados con IFN-
al4, IFN-a2, INF-a21, IFN-a10, una "mezcla" de IFN-a1, IFN-a8, IFN-021 y quizas IFN-a17, IFN-a8, Intron A,
MULTIFERON™, solo ovoalbimina, ovoalbumina mas albumina de suero humana (usada como vehiculo en las
preparaciones de interferon) e IFN-a1.
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El inventor demostré que IFN-a10 e IFN-a14 potencian significativamente la produccién de anticuerpos de IgG2a, lo
cual es indicativo de una respuesta inmunolégica de Th1 potenciada. El inventor también demuestré que IFN-a10,
en particular, muestra una baja produccién de anticuerpo IgG1, lo cual es indicativo de la represion de una respuesta
inmunologica de Th2 /Th17.

Ejemplo 2: Identificacion de una respuesta de anticuerpos en ratones BALB-c después de la administracion de una
composicion que comprende una vacuna de la gripe y una dosis baja de interferon alfa derivado de leucocitos
(LDA1)

La vacuna de la gripe convencional se mezcld con una dosis baja (10° IU) de interferén alfa derivado de leucocitos
(LDA1). Sin el interferon, se registr6 una pequefia respuesta de anticuerpos antigripe en los ratones, que fue
aproximadamente 50 veces menor que con una inyeccion. Con el interferén alfa, la respuesta de la vacuna
administrada por via oral era exactamente la misma que con la vacuna inyectada. Se realizaron una serie de
inmunizaciones bucales usando un antigeno de proteina convencional (ovoalbumina). Se compararon dos
interferones, concretamente, el LDA1 y un subtipo aislado, IFN-a14. Ambos produjeron una notable inmunizacién
oral de los ratones, pero mientras que el LDA1 produjo una respuesta equilibrada, el IFN-a14 solo produjo una
respuesta humoral significativa. La produccion de IgG1 es indicativa de una respuesta de Th2/Th17 (inmunidad
humoral) y la produccién de IgG2a es indicativa de una respuesta de Th1 (inmunidad mediada por células).

Ejemplo 3: Identificacion de IFN-a como un adyuvante inmunolégico oral

Se administraron 50 pg de ovoalbimina y 10° IU de subtipos de interferén, concretamente MULTIFERON™, IFN-a14
glicosilado y IFN-a14 no glicosilado, en dosis de 50 pl tres veces semanales a ratones BALB-c hembra mediante
administracion por via oral (bucal) y con una inyeccion intraperitoneal.

Los controles usados fueron solo antigeno y Titermax. Titermax es una mezcla de compuestos usados en la
generacion de anticuerpos y la vacunacion para estimular al sistema inmunolégico para que reconozca un antigeno
administrado junto con la mezcla. Titermax es un adyuvante inmunoldgico recientemente desarrollado que se
considera seguro en animales.

Se cuantificaron las concentraciones en suero (mg/ml) de anticuerpos IgG1 (indicativo de una respuesta de
Th2/Th17) e IgG2a (indicativo de una respuesta de Th1) antiovoalbumina mediante ELISA.

Se compard la produccion de los anticuerpos IgG2a e IgG1 cuando se administra MULTIFERON™, IFN-a14
glicosilado y IFN-a14 aglicosilo (derivado de células CHO) por via oral y mediante inyeccién (véanse las figuras 3a,
3b, 3cy 3d).

El inventor demostré que IFN-a14 muestra una pronunciada actividad de adyuvante inmunoldgico por via oral y
mediante inyeccion. No se observo una diferencia significativa entre las preparaciones glicosiladas y no glicosiladas.

El inventor también demostré que IFN-a14 solo potencia la produccion de IgG2a asociada a las respuestas de Th1
mediante la via de administraciéon oral. Por tanto, IFN-a14 es un activador de la inmunidad mediada por células
cuando se administra por via oral.

MULTIFERON™ potencia ambas respuestas de IgG1 e IgG2a cuando se administra por via oral y mediante
inyeccion, es decir, induce ambas respuestas de Th1 y Th2 significativamente.

Ejemplo 4: Generacion de un modelo animal in vivo de alergia alimentaria

Se obtuvieron la enterotoxina B estafilococica (SEB) y la ovoalbumina (OVA; de calidad V) en Sigma-Aldrich, y se
prepar6 el extracto de cacahuetes enteros ("whole peanut extract”, WPE) a partir de cacahuetes crudos sin sal
usando tampon Tris 20 mmol/l, tal como ha sido previamente descrito (Koppelman S.J., et al.). La concentracion de
proteinas totales del WPE puede determinarse mediante el ensayo de proteinas de acido bicinconinico de Pierce
(BCA).

Cuatro ratones BALB/c hembra o ratones C57B1/6 hembra de 8 semanas de edad se alojan bajo condiciones sin
patégenos especificas y se mantienen con una dieta sin cacahuetes y OVA. A los ratones se les administran 100 mg
de OVA vy diversas concentraciones de SEB en un volumen final de 100 ml usando una aguja de alimentacion de
ratones con extremo en forma de bola una vez semanal durante 8 semanas. La sensibilizacion a la WPE se realiza
utilizando 100 mg de WPE combinados con 10 mg de SEB.

En la semana 9, los ratones reciben una exposicién en embolada del antigeno oral (5 mg). Se realiza la puntuacion
de los sintomas de una manera ciega por dos investigadores independientes segun parametros de sintomas
previamente descritos para determinar las respuestas mediadas por IgE en la alergia alimentaria murina (Li X.M. et
al.). Brevemente, se asigna 0 si no hay sintomas evidentes, y se asigna de 1 a 5 si se observan sintomas, en los
que:

- 1 representa rascado suave, frotamiento o ambos de la nariz, cabeza o patas;
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- 2 y 3 representan sintomas intermedios (por ejemplo, edema alrededor de los ojos o boca, pelo de punta y/o
dificultad de respirar);

- 4 representa una motilidad significativamente reducida, temblores y/o insuficiencia respiratoria significativa; y
- 5 representa la muerte.

Una hora después, los ratones se sangran para determinar los niveles de histamina en plasma. Veinticuatro horas
después, los ratones pueden sacrificarse y los tejidos se recogen para el analisis. Se determina la presion sanguinea
en grupos de tres ratones BALB/c sensibilizados con SEB/OVA que se colocan en un sistema de presidon sanguinea
no invasivo Coda 1 (Kent Scientific, EE. UU.) durante 5 minutos para establecer los parametros de la linea de base.
Los ratones después se exponen a 5 mg de OVA o PBS, y los parametros se miden cada 30 segundos.

Ensayos
Niveles de inmunoglobulina en suero

El suero se recoge y se determinan los niveles de anticuerpos especificos mediante un ELISA de "sandwich". Se
cuantifican los niveles de IgG1, 1gG2a, e IgE especificas de OVA. Se determinan los niveles de IgE especifica de
SEB usando SEB marcado con biotina como reactivo secundario para detectar la IgE capturada con anti-IgE. Se
determinan los niveles de IgE especifica de WPE revistiendo placas de ELISA con WPE 1 mg/ml y detectando las
inmunoglobulinas especificas de antigeno unidas con anticuerpos especificos de isotipo disponibles en BD
Pharmingen.

Cuantificacion de eosindfilos en sangre

Se recoge sangre hacia tubos revestidos con EDTA y se determinan los numeros de eosindfilos absolutos después
de una tincién con fluido de Discombe.

Produccioén de citoquinas

Se preparan suspensiones de una sola célula de esplenocitos y se cultivan durante 48 horas a una concentracion de
2-3 108 ml en presencia o ausencia de OVA (100 mg/ml) o WPE (1 mg/ml). Ademas, pueden prepararse otros
cultivos en placas revestida con anti-CD3e de raton (BD Pharmingen) (1 mg/ml). Se determinan las concentraciones
de citoquinas en los sobrenadantes del cultivo usando ensayos de matrices de esferas citométricas de Th1/Th2
("Cytometric Bead Array", CBA) disponibles en BD Pharmingen. El limite de deteccion es menor que 2 pg/ml para
cada citoquina.

Histologia

Se recolecta el tejido, se fija en formol y después se introduce en parafina y se tifie con hematoxilina y eosina o
eritrosinato de pinacianol para las células cebadas en Histo-Scientific Research Laboratories. Puede determinarse el
numero de células cebadas y el estado de activacion contando las células con granulos metacromaticos densos y
forma compacta, comparadas con las que presentan granulos dispersos que se extienden claramente hacia fuera
del cuerpo celular. Se determina el nimero promedio de células cebadas a partir de 20 campos de alta potencia
(aumento 3400X) para cada muestra.

Niveles de histamina en plasma

Se determinan los niveles de histamina en plasma usando un kit de EIA disponible en Becton Dickenson, segun las
instrucciones del fabricante.

Observaciones

Se espera que SEB administrada con el antigeno provoque respuestas inmunoldgicas frente al antigeno. Se espera
que las respuestas estén muy polarizadas hacia Th2, y se espera que una exposicion oral al antigeno active la
anafilaxis y la desgranulacion de células cebadas local y sistémica. Se espera que la sensibilizacién dirigida por SEB
induzca un eosinofilia en la sangre y los tejidos intestinales.

Ejemplo 5: Determinacion in vitro de la inhibicion de la inmunidad humoral (Th2/Th17) por subtipos de interferdn alfa
- analisis de linfocitos Th17 e interleuquina 17

Un total de 2 x 108 PBMC humanas se estimularon con lipopolisacarido (LPS) en ausencia o en presencia de
concentraciones crecientes de alfa-IFN humano recombinante. Los sobrenadantes se recogieron después de 24
horas y se midieron las concentraciones de IL-17 mediante ELISA.

Cultivo de células humanas

Se recolecto sangre periférica humana de voluntarios sanos y se obtuvieron las células mononucleares de sangre
periférica ("peripheral blood mononuclear cells", PBMC) mediante una centrifugacion en gradiente de Lymphoprep
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(Pierce). Para los experimentos con PBMC, se sembraron 2x10% PBMC por ml en placas de 24 pocillos y se
estimularon con lipopolisacarido (LPS) procedente de Escherichia coli 055:B5 (Sigma) o se sembraron 2x10%® PBMC
por ml en placas de 24 pocillos y se estimularon con 5 mg/ml de anti-CD3 unido a una placa (clon: UCHT1) y 2,5
mg/ml de anti-CD28 (clon: CD28.2). Se obtienen células T sin estimular (CD4+CD45RA) mediante marcaje
magnético y depuracion de las células T no adyuvantes y las células T de memoria realizados segun las
instrucciones del fabricante (Miltenyi Biotec). Un total de 1x10° células T sin estimular se cebaron en placas de fondo
plano de 96 pocillos revestidas con anticuerpos anti-CD3 (clon UCHT1, 2,5 mg/ml) y con anti-CD28 (clon CD28.2,
2,5 mg/ml). Después de 48 h de cultivo se afiade 20 IU/ml de IL-2 humana recombinantes (Peprotech) al cultivo.

Para la diferenciacion de Th17 humanas, las células se suplementan con anticuerpos neutralizantes anti-IL-4 y anti-
IFNy (ambos de Peprotech) y con 10 ng/ml de IL-1B recombinante y 50 ng/ml de IL-6 recombinante (ambos de
Peprotech). Cuando fue necesario se afiadié IFNa10/14 humana recombinante al cultivo. Después de 5 dias de
cultivo, las células se lavan, se trasladan a nuevas placas y se expanden hasta el dia 12 en presencia de 20 1U/ml
de IL-2 recombinante.

ELISA y tincion de citoquinas intracelulares

Se evalud la capacidad de produccion de IL-17 de células Th17 cebadas mediante estimulacion con 0,1 ng/ml de
LPS o, como alternativa, mediante la estimulacion de células humanas con 1 mg/ml de anti-CD3 soluble (clon: OKT3)
y forbol-12-13-dibutirato (PdBu). Se determinaron las concentraciones de IL-17 humana en los sobrenadantes del
cultivo celular usando parejas de anticuerpos y patrones de proteinas disponibles en el mercado (R&D Systems). Se
determiné la absorcién usando un lector de ELISA a 450 nm. Para la tincién intracelular de IFNy e IL-17 de ratén, las
células T se estimularon con PMA e ionomicina durante 5 horas. Se afiade brefeldina A durante las 3 h finales del
cultivo. La tincién intracelular puede realizarse con un kit BD Cytofix/Cytoperm segun las instrucciones del fabricante.
Las células se incubaron con anti-IFNy marcado con isotiocianato de fluoresceina (clon: XMG1.2, BD Pharmingen) y
anti-IL-17A de raton marcado con Alexa Fluor 647 (clon: eBio17B7, eBioscience). Después del lavado, las células se
analizan inmediatamente usando la clasificacion de células activada por fluorescencia (FACS).

Resultados
IFNa10 > IFNa14 > IFNa2a. P<0,05 (figura 4).

Ejemplo 6: Determinacion in vitro de la inhibicion de la inmunidad humoral (Th2/Th17) por subtipos de interferdn alfa
- analisis de células Th2 y citoquinas asociadas

Entorno de CRTH2

CRTH2 ("Chemoattractant Receptor-homologous molecule expressed on Th2 cells", molécula homdloga al receptor
quimioatrayente expresada sobre células Th2) es un receptor acoplado a proteina G expresado por linfocitos Th2,
eosinofilos y basdfilos. El receptor media en la activacion y la quimiotaxis de estos tipos de células en respuesta a la
prostaglandina D2 (PGD?2), el principal prostanoide producido por las células cebadas. La PGD2 se libera a través
de la desgranulacion de células cebadas en la fase inicial de las reacciones mediadas por IgE. También se cree que
este proceso aparece en el sitio de la inflamacion, tal como la mucosa nasal y bronquial. A través de la interaccion
con CRTH2, se cree que PGD2 media en el reclutamiento y la activacion de tipos de células que portan CRTH2
hacia el sitio de la reaccion alérgica, amplificando y manteniendo en consecuencia la inflamacion alérgica. En la
mucosa nasal y bronquial, se cree que esta cascada proinflamatoria se inicia durante la denominada respuesta
alérgica tardia que aparece de 3 a 9 horas después de la exposicion al alergeno. Por tanto, la interaccion entre
PGD2 y CRTH2 contribuiria a la denominada "polarizacion de Th2", con la consecuente produccion de citoquinas de
Th2y las caracteristicas tipicas eosindfilas y baséfilas de la inflamacion.

El IFNa inhibe el desarrollo de Th2 CD4+ humanas

Se activaron células CD4+/CD45RA+ humanas purificadas con anti-CD3/anti-CD28 unidos a placas bajo
condiciones de citoquinas definidas. Se evalud la induccién de la expresion de CRTH2 mediante citometria de flujo.
Todos P<0,05, por encima de IFN 100 IU comparado con IL-4 sola.

Sujetos humanos
Se recogid sangre periférica de donantes adultos sanos y las células se purificaron como se indica a continuacion.
Cultivos de células T y analisis

Se obtuvo sangre periférica de hombres donantes adultos sanos y las células T CD4+/CD45RA+ sin estimular se
purificaron (>92%) a partir de la capa leucocitica mediante separacion con esferas magnéticas (BD Biosciences, EE.
UU.). Las células CD4+ se activaron con anti-CD3/anti-CD28 e IL-2 unidos a placas (50 U/ml) en medio de Dulbecco
modificado de Iscove completo que contenia FCS al 10%, en presencia de IL-4 recombinante humana (R&D
Systems, EE. UU.), a una concentracion de 20 ng/ml durante 7 dias. Se realizaron analisis citométricos de flujo con
hCD294 (molécula homoéloga de receptor quimioatrayente expresada sobre células Th2 [CRTHZ2])-Alexa 647 (BD
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Biosciences).
Resultados

En seres humanos, el receptor de PGD2, CRTHZ2, se expresa selectivamente sobre células Th2 y es inducido por IL-
4 durante el desarrollo de las Th2. La IL-4 estimula el desarrollo de células que expresan CRTH2. Sin embargo, tal
como se muestra en la figura 5, todos los IFN alfa bloquearon notablemente la expresion de CRTH2 dirigida por IL-4
de una manera dependiente de la dosis, en el orden IFNa10>IFNa14>IFNa2a, lo cual apoya la idea de que estas
citoquinas reprimen la inmunidad de Th2 (humoral), pero se reconocen como potentes activadores de la inmunidad

asociada a Th1.
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REIVINDICACIONES
1.- Una composicién que comprende:
(i) una vacuna; y

(ii) el interferén alfa de subtipo IFN-a14 para su uso en el tratamiento de un trastorno en el que se desea potenciar
una respuesta inmunolégica mediada por Th1 y reprimir una respuesta inmunolégica mediada por Th2/Th17; en el
que el trastorno se selecciona del grupo que consiste en una enfermedad autoinmunolégica, una enfermedad
inflamatoria y una alergia o un trastorno alérgico asociado; y en la que la vacuna se proporciona de modo
secuencial, por separado o simultaneamente con el IFN-a14.

2.- La composicién para su uso en el tratamiento de un trastorno en el que se desea potenciar una respuesta
inmunoldégica mediada por Th1 y reprimir una respuesta inmunolégica mediada por Th2/Th17, segun se reivindica en
la reivindicacion 1, en la que el trastorno es una alergia o un trastorno alérgico asociado.

3.- La composiciéon para su uso en el tratamiento de un trastorno en el que se desea potenciar una respuesta
inmunoldgica mediada por Th1 y reprimir una respuesta inmunolégica mediada por Th2/Th17, segun se reivindica en
la reivindicacion 2, en la que la vacuna comprende al menos un alergeno capaz de mediar en una respuesta
inmunolodgica de Th2/Th17 contra él.

4.- La composiciéon para su uso en el tratamiento de un trastorno en el que se desea potenciar una respuesta
inmunoldégica mediada por Th1 y reprimir una respuesta inmunolégica mediada por Th2/Th17, segun se reivindica en
la reivindicacion 3, en la que dicho al menos un alergeno es un alergeno alimentario.

5.- La composiciéon para su uso en el tratamiento de un trastorno en el que se desea potenciar una respuesta
inmunoldgica mediada por Th1 y reprimir una respuesta inmunolégica mediada por Th2/Th17, segun se reivindica en
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que la composicién se proporciona para la administracion oral.

6.- La composicién para su uso en el tratamiento de un trastorno en el que se desea potenciar una respuesta
inmunoldégica mediada por Th1 y reprimir una respuesta inmunolégica mediada por Th2/Th17, segun se reivindica en
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que el subtipo de interferén alfa es una forma recombinante de
IFN-a14.

7.- La composiciéon para su uso en el tratamiento de un trastorno en el que se desea potenciar una respuesta
inmunoldégica mediada por Th1 y reprimir una respuesta inmunoldgica mediada por Th2/Th17, segun se reivindica en
la reivindicacion 1, en la que el trastorno es una enfermedad inflamatoria del intestino.

8.- La composiciéon para su uso en el tratamiento de un trastorno en el que se desea potenciar una respuesta
inmunoldégica mediada por Th1 y reprimir una respuesta inmunolégica mediada por Th2/Th17, segun se reivindica en
la reivindicacion 7, en la que la enfermedad inflamatoria del intestino es la colitis ulcerosa o la enfermedad de Crohn.

9.- La composiciéon para su uso en el tratamiento de un trastorno en el que se desea potenciar una respuesta
inmunoldégica mediada por Th1 y reprimir una respuesta inmunolégica mediada por Th2/Th17, segun se reivindica en
la reivindicacion 1, en la que el tratamiento es un tratamiento profilactico.
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Figura 3b



ES 2734 550 T3

v .
v roa s

A v
D RO

A

i 1 1 i 1
W -} (8] o4 —

ouadnue 0[og

_ XPUUOM

UOIDFINN

(or1soo113e) H1-eJ[V

(opeyisoo1|3) H1-eJy

Figura 3c

20



ES 2734 550 T3

- oua3nyue ojog

eruIa

o3

| UOIJIRN

- (01150011 3R) F1-BJ[V

800 —

600 =~

400 =—

Oral

lgG1
ng/ml

200

- (OperIsodI[3) FT-eIy

Figura 3d

21



100 -

ES 2734 550 T3
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Inhibiciéon del desarrollo de células Th2 CD4+
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