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DESCRIPCION
Composiciones que comprenden IL-31 y usos de esta
Antecedentes de la invencion

El cancer es una de las principales causas de muerte en la mayoria de los paises y el resultado de miles de millones
de dolares en gastos en atencion médica en todo el mundo. Ahora esta bien establecido que una variedad de canceres
son causados, al menos en parte, por anormalidades genéticas que dan como resultado ya sea la sobreexpresion de
genes causantes de cancer, llamados “oncogenes”, o por mutaciones de pérdida de funcidon en genes protectores, a
menudo llamados genes “supresores de tumores”. Uno de los principales obstaculos en la oncologia clinica es que
los tumores generalmente pueden resistir la terapia, lo que da lugar a un re-crecimiento del tumor e incluso a la
metastasis. Hay muchas razones que pueden explicar por qué las células tumorales se vuelven resistentes a los
medicamentos contra el cancer, como la capacidad de las células para someterse a la seleccidon de la resistencia
adquirida.

Se ha demostrado que varios tipos de células derivadas de la médula ésea se dirigen a los tumores tratados con
quimioterapia y colonizan alli, lo que da lugar a un aumento de la angiogénesis y la metastasis.

La contribucién de las células huésped al crecimiento del tumor no depende Unicamente de la angiogénesis. Estudios
recientes indicaron que las células inmunes, como macréfagos, también referidos como macréfagos asociados a tumor
(TAMs) contribuyen al crecimiento del tumor. Los macrofagos son células mieloides que estan relacionadas con la
inflamacion. Hay dos fenotipos principales de macréfagos: M1y M2. Estos dos fenotipos estan asociados no solo con
tumores sino también con otras afecciones patolégicas y fisioldgicas relacionadas con la cascada inflamatoria. Durante
el proceso inflamatorio, los macréfagos M1 llegan inicialmente y colonizan el tejido dafiado. Secretan varias citoquinas
y quimioquinas en el sitio inflamatorio que desatan la cascada inflamatoria. Los macréfagos M1 tienen fuertes
propiedades fagociticas y secretan factores pro inflamatorios. Por otro lado, los macréfagos M2 colonizan el tejido
inflamatorio solo unos dias después de que los macréfagos M1 colonizaran el tejido. Su funcion es detener el proceso
inflamatorio e iniciar un proceso de regeneracion. Por lo tanto, secretan citoquinas antiinflamatorias y factores de
crecimiento conocidos para reparar el tejido dafiado, entre ellos se encuentran factores que promueven la proliferacion
celular, la migracion y la activacion. En el cancer, se encontré que los macréfagos M2 contribuyen sustancialmente al
proceso de la tumorigénesis y a la metastasis, mientras que los macréfagos M1 probablemente contribuyen a la
inhibicion de las propiedades pro-tumorigénicas de las células cancerigenas al crear un proceso inflamatorio agudo.

La IL-31 es una citoquina inmunorreguladora que se produce principalmente por las células Th2 activadas. La IL-31
actla a través de los receptores heterodiméricos de IL-31 (IL-31R) y del receptor de oncostatina M (OSMR), que se
expresan en monocitos activados por IL-31 y en células epiteliales.

Vazquez-Lomardi et al., 2013 (Antibodies, vol 2(3), p426-451) describe varios métodos ingenieria molecular de
citoquinas terapéuticas, que incluyen interleucinas. Esto incluye hacer proteinas de fusiéon con albumina o dominios
Fc y PEGilacion. No se hace referencia a la IL-31. Zhang et al., 2008 (Cytokine and Growth Factor Reviews, vol 19,
p347-356) describe el uso de altas cantidades de IL-31 para suprimir la proliferacion celular en células HCT116.
Jazayeri et al., 2008 (Biod, Adis International vol 22, p11-26) revisan los criterios de disefio para proteinas de fusién
que dan lugar a citoquinas basadas en Fc.

El posible papel de la IL-31 como un compuesto anti-cancerigeno no se investigé hasta la fecha. Existe la necesidad
de identificar un nuevo tratamiento para el cancer.

Resumen de la invencion

La presente invencion proporciona IL-31 o péptido que es al menos aproximadamente un 70% homologo a la
secuencia de la IL-31 como se expone en la SEQ ID N°. 1, una proteina de fusion que comprende IL-31 o péptido que
es al menos aproximadamente un 70% homadlogo a la secuencia de la IL-31 como se expone en la SEQ ID N°. 1, o un
complejo que comprende ya sea IL-31 o péptido que es al menos aproximadamente un 70% homdlogo a la secuencia
de la IL-31 como se expone en la SEQ ID N°. 1 o una proteina de fusién que comprende IL-31 o péptido que es al
menos aproximadamente un 70% homdlogo a la secuencia de la IL-31 como se expone en la SEQ ID N°. 1, para usar
en el tratamiento del cancer que expresa un receptor de IL-31.

En una realizacion de la invencion, el cancer es cancer renal, cancer biliar, cancer prostatico, cancer de tiroides, cancer
de paratiroides, cancer de mama, cancer de pulmon, cancer de cabeza y cuello, cancer de prostata, cancer de eso6fago,
cancer de traquea, cancer de piel, cancer de higado, cancer de vejiga, cancer de estémago, cancer de pancreas,
cancer de ovario, cancer uterino, cancer de cuello de Utero, cancer de testiculo, cancer de colon, cancer de recto o
cancer de piel.

En algunas realizaciones, el cancer es una neoplasia maligna hematolégica, como mieloma muiltiple, leucemia
linfocitica aguda (LLA), leucemia mieloide aguda (LMA) o leucemia mieloide cronica (LMC).
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La presente invencion también proporciona IL-31 o péptido que es al menos aproximadamente un 70% homdlogo a la
secuencia de la IL-31 como se expone en la SEQ ID N°. 1, una proteina de fusion que comprende IL-31 o péptido que
es al menos aproximadamente un 70% homodlogo a la secuencia de la IL-31 como se expone en la SEQ ID N°. 1, o un
complejo que comprende ya sea IL-31 o péptido que es al menos aproximadamente un 70% homdlogo a la secuencia
de la IL-31 como se expone en la SEQ ID N°. 1 o una proteina de fusién que comprende IL-31 o péptido que es al
menos aproximadamente un 70% homadlogo a la secuencia de la IL-31 como se expone en la SEQ ID N°. 1, para usar
en el tratamiento de un trastorno relacionado con la angiogénesis.

En una realizacién de la invencion, el trastorno relacionado con la angiogénesis es cancer, artritis, artritis reumatoide,
placas ateroescleroticas, neovascularizacion del injerto de cérnea, cicatrices hipertroficas o queloides, retinopatia
proliferativa, retinopatia diabética, degeneracion macular o degeneraciéon macular relacionada con la edad (AMD),
granulacion, glaucoma neovascular o uveitis. En algunas realizaciones, el trastorno relacionado con la angiogénesis
es “enfermedades relacionadas con la fibrosis”, p. €j., fibrosis hepatica y fibrosis pulmonar. En algunas realizaciones,
el trastorno relacionado con la angiogénesis es asma, Fibrosis Pulmonar Idiopatica (IPF), Mielofibrosis o Colangitis
Esclerosante Primaria.

Breve descripcion de los dibujos

El tema considerado como la invencion particularmente se sefiala y se reivindica claramente en la parte final de la
memoria descriptiva. La invencion, sin embargo, tanto en cuanto a la organizacion como al método de operacion, junto
con los objetivos, caracteristicas y ventajas de esta, se puede entender mejor haciendo referencia a la siguiente
descripcion detallada cuando se interpreta con los dibujos adjuntos en los que:

Figs. 1(A-E): La imagen superior de la Fig. 1A es una imagen de western blot que muestra el nivel de expresioén de IL-
31 en varias lineas de células tumorales y macréfagos. Debajo hay una imagen de western blot que muestra el nivel
del receptor de IL-31 (IL-31R) en varias lineas de células tumorales y macrofagos. Una estrella (*) representa las
células metastasicas. Un tipo de célula subrayado representa una célula no metastasica, otras lineas celulares son
lineas celulares hematoldgicas. Se puede observar una correlacion inversa entre la expresion de IL-31 y su receptor
y las propiedades metastasicas de las células tumorales. Las Figs. 1B, 1C, 1D y 1E presentan la viabilidad de células
MC38 (Fig. 1B), células 4T1 (Fig. 1C), células CT26 (Fig. 1D) y células HCT116 (Fig. 1E), respectivamente, en
presencia de dosis crecientes de |IL-31 recombinante (rIL-31) usando el ensayo Alamar-Blue; las Figs. 1D y 1E
presentan el nimero de células de MC38 (Fig. 1D) y 4T1 (Fig. 1E) en presencia de diferentes dosis de rIL-31 usando
azul tripan para excluir las células muertas;

Figs. 2 (A y B): La Fig. 2A es una imagen de Western Blot que compara la expresion de IL-31 en lisados de MC38
transfectadas con plasmido shlL-31 o con plasmido aleatorizada; la Fig. 2B es un grafico que muestra el porcentaje
de reduccion de la expresion de IL-31 en células MC38 transfectadas con plasmido shIL-31 o con plasmido
aleatorizado, como se evalué mediante densitometria;

Figs. 3 (A-C): la Fig. 3A compara el tamafio del tumor (mm?3) en ratones que se inyectaron subcutaneamente en los
costados con células MC38 transfectadas ya sea con plasmido shiL31 o aleatorizado; la Fig. 3B presenta la densidad
de microvasos (MVD) y de estructuras de grandes vasos en el tumor extraido de ratones inyectados con células MC38
transfectadas con plasmidos shiL-31 o aleatorizado; se contaron y se representaron graficamente el niumero de
estructuras de vasos o de células por campo. Las Figs. 3C y 3D presentan el nimero de macréfagos (células F4/80+)
(Fig. 3C) y de células endoteliales (Fig. 3D) en el tumor extraido de ratones inyectados con células MC38 transfectadas
con plasmidos shlL-31 o aleatorizado;

Figs. 4 (A-l): la Fig. 4A muestra el tamafio del tumor (mm?) en ratones implantados con células MC38 en el costado e
implantados con minibomba que contiene ya sea rlL-31 o PBS (control); la Fig. 4B muestra el tamafio del tumor (mm?)
en ratones implantados con células 4T1 en la almohadilla de grasa mamaria e infundidos con minibomba que contiene
ya sea rlL-31 o PBS (control); la Fig. 4C compara la densidad de microvasos (MVD) en tumores que se extrajeron de
los ratones implantados con MC38 e infundidos con rlL-31 o PBS (control). Los tumores se extrajeron, seccionaron y
se tifieron inmunolégicamente con CD31; la tincién nuclear se delimité por 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI); la Fig.
4D es un grafico que compara los niveles de MVD en tumores de ratones implantados con MC38 e infundidos con 0,7
pg/dia de rIL-31 o PBS (control). Las Figs. 4E y 4F comparan el nimero de lesiones metastasicas pulmonares usando
la tincion H&E de secciones pulmonares en tumores de ratones implantados con células 4T1 e infundidos con rlL-31
o PBS (control) (Fig. 4E); las flechas representan las lesiones metastasicas en la seccién pulmonar. Se proporciona
la cuantificacion del niumero de lesiones metastasicas por campo (Fig. 4F). La Fig. 4G muestra el crecimiento del tumor
(mm?3) en ratones NOD-SCID que fueron implantados con células HCT116 (2x108 células; n=5 ratones/grupo). Cuando
los tumores alcanzaron un tamafio de 50 mm?, se implantaron los ratones con bombas que contenian 150 pg de
proteina hiL31-1gG o se inyectaron intraperitonealmente dos veces a la semana con 50 ug de hiL-31-IgG. Se evalud
el crecimiento del tumor con el tiempo.

Figs. 4H y 4ll, los tumores presentados en la Fig. 4G se extrajeron en el punto final después de que los ratones se
trataran con hIL-31-IgG durante dos semanas ya sea mediante bomba o mediante inyecciones IP. (4H) los tumores
se seccionaron y tifieron para CD31 (un marcador de célula endotelial). (41) Se proporciona la cuantificacion del nimero
de vasos (MDV) por campo.
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Figs. 5 (A-C): la Fig. 5A es un grafico que compara el niumero de macrofagos de fenotipo M1 y macroéfagos de fenotipo
M2 en células J774 cultivadas en presencia y ausencia de rlL-31 (100 ng); las células se tifieron inmunolégicamente
con F4/80, CD206 y CD11c para evaluar el porcentaje de macréfagos M1 (CD11c+/CD206-) y M2 (CD11¢c-/CD206+).

La Fig. 5B es un grafico que compara el numero de macroéfagos de fenotipo M1 y macréfagos de fenotipo M2 en una
Unica suspension celular de tumores MC38 implantados en C57B16 que, ya expresen IL-31 (ev-aleatorizado) o no
(shIL-31), y se dejaron crecer hasta el punto final. Se analiz6 el porcentaje de macrofagos M1y M2 que colonizan los
tumores usando citometria de flujo. La Fig. 5C es un grafico que compara el nimero de macréfagos de fenotipo M1 y
macréfagos de fenotipo M2 en una Unica suspension celular de tumores MC38 que se implantaron en los costados de
ratones C57B1/6. Cuando los tumores alcanzaron 150-200 mm3, se les implantaron a los ratones minibombas que
contenian PBS (control) o IL-31 recombinante en una dosis de 0,7 pg/dia (rlL-31). Se analiz6 el porcentaje de
macrofagos M1y M2 que colonizan tumores usando citometria de flujo.

La Fig. 6 representa una evaluacion de la viabilidad celular MC38 usando el ensayo Alamar Blue. Las células se
cultivaron en presencia de dosis crecientes de mIL-31-1gG. Se observé una reduccion en la viabilidad celular con el
aumento de la concentracion de IL-31-IgG.

La Fig. 7 muestra un ejemplo de imagen de tincidn para la biopsia de cancer de mama P-12855/11. Se observa alta
intensidad de expresion de IL-31R en células de carcinoma de la biopsia de cancer de mama.

Figs. 8 (A-l): muestra que la IL-31-IgG se estabiliza durante al menos 72 horas en sangre periférica. Se transfectaron
células 293T con el constructo IL-31-1gG. (8A). El medio condicionado (CM) y los lisados se obtuvieron después de 48
horas y luego se detectaron para los varios componentes del constructo de IL-31 mediante Western Blot. (8B-E).
Deteccion de la parte miL-31 (8B), la parte mCH2-CH3-IgG (8C), la parte Myc (8D) y la parte His (8E) usando los
anticuerpos Cabra-a-Rata, G-a-m-IgG, G-a-m-ligera, G-a-m-ligera, respectivamente. La tincion de Azul Brillante de
Coomassie (CBB) de 20 mg de hIL-31-IgG y mlL-31-IgG purificados se muestra en 8F. (8G-H) Se ha probado la
proteina IL-31-IgG (tanto humana como de raton) que se genero y purificé para determinar su estabilidad en sangre
periférica de ratones. Se inyectaron ratones C57B16 con 30 ng de las proteinas IL-31 indicadas. Se extrajo la sangre
por el seno retro-orbital a diferentes puntos temporales y se separo el plasma. Se usé plasma (2 ul) para detectar las
diversas proteinas de IL-31 usando el anticuerpo conjugado anti-His-HRP por Western Blot. (8G) 30 ug de miL31-IgG
frente a 200 ug de miIL31. (8H) 30 ug de hiL31-IgG frente a 200 pg de hIL31.

Figs. 9 (A y B): se sembraron células endoteliales vasculares umbilicales humanas (HUVECs) en placas de cultivo de
tejido de 48 pocillos recubiertas con Matrigel (4 x 10* células/pocillo) y se incubaron en medio M-199 con FBS al 20%.
Los pocillos se cultivaron con 100 ng/ml de IL-31 recombinante humana o con 10 ug/ml de IL-31-IgG humana. Las
células se cultivaron y se tomaron imagenes de contraste de fase de los tubos de microvasos después de 200 minutos
a 100 aumentos usando el Leica CTR 6000 (Leica Microsystems). Las imagenes se analizaron usando el paquete
informatico ImageJ y se cuantificaron contando el nimero de uniones HUVEC (bifurcaciones) por campo. La Figura
9A muestra imagenes representativas de formacion de tubos de HUVECs en presencia de 100 ng/ml de IL-31
recombinante humana (rhIL31) o 10 ug/ml de IL-31-IgG que se proporcionan en un punto de tiempo de 200 minutos.
Se cuantificaron y presentaron el nimero de bifurcaciones por campo. *, p<0,05; ***, p<0,001 como se muestra en la
Figura 9B.

Descripcion detallada de la invencién

En la siguiente descripcion detallada, se exponen numerosos detalles especificos con el fin de proporcionar una
comprension completa de la invencién. Sin embargo, los expertos en la materia entenderan que la presente invencion
se puede poner en practica sin estos detalles especificos. En otros casos, no se han descrito en detalle métodos bien
conocidos, procedimientos y componentes para no eclipsar la presente invencion.

Como se muestra en la seccion de Ejemplos, se encontré que la IL-31 es altamente eficaz para inhibir la proliferacion
de células tumorales, el tamafio del tumor y la metastasis en células y tumores. Por lo tanto, se describe que el
beneficio de la IL-31 en el tratamiento de tumores puede depender de la presencia de la expresion de IL-31 o IL-31R
en el tumor. También se describe, como se ejemplifica en los Ejemplos 2 y 4, que la IL-31 puede tener un efecto
indirecto sobre cualquier célula tumoral, por ejemplo, a través de un efecto sobre las células de apoyo en el
microambiente tumoral, es decir, células endoteliales y macréfagos. Por lo tanto, se describe un método para tratar el
cancer que comprende la etapa de administrar IL-31, una proteina de fusién que comprende IL-31, o un complejo que
comprende ya sea IL-31 o una proteina de fusién que comprende IL-31 a un sujeto que lo necesita, por lo tanto, tratar
el cancer.

La presente invencion proporciona IL-31 o un péptido que es al menos aproximadamente un 70% homdlogo a la
secuencia de IL-31 como se expone en la SEQ ID N°. 1, una proteina de fusiéon que comprende IL-31 o un péptido
que es al menos aproximadamente un 70% homologo a la secuencia de IL-31 como se expone en la SEQ ID N°. 1,
un agonista del receptor de IL-31 o un complejo que comprende ya sea IL-31 o un péptido que es al menos
aproximadamente un 70% homologo a la secuencia de IL-31 como se expone en la SEQ ID N°. 1 o una proteina de
fusién que comprende IL-31 o un péptido que es al menos aproximadamente un 70% homologo a la secuencia de IL-
31 como se expone en la SEQ ID N°. 1 para usar en el tratamiento del cancer que expresa un receptor de IL-31.
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También se describe un método para tratar el cancer que comprende la etapa de poner en contacto las células
cancerosas del sujeto con una cantidad terapéuticamente eficaz de IL-31, una proteina de fusiéon que comprende IL-
31, o un complejo que comprende ya sea IL-31 o una proteina de fusién que comprende IL-31, por lo tanto, tratando
el cancer.

También se describe un método para tratar el cancer que comprende la etapa de poner en contacto células cancerosas
del sujeto con una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente capaz de regular al alza la IL-31 o un agente que
es agonista de los receptores de IL-31, por lo tanto, tratando el cancer.

De acuerdo con algunas realizaciones, el contacto se efectia in vivo. De acuerdo con algunas realizaciones, el
contacto se efectla ex vivo.

Se describe que el cancer a tratar puede ser un cancer oral, cancer de orofaringe, cancer nasofaringeo, cancer
respiratorio, un cancer urogenital, un cancer gastrointestinal, un cancer del tejido nervioso central o periférico, un
cancer endocrino o neuroendocrino o un cancer hematopoyético.

También se describe que el cancer a tratar puede ser un glioma, un sarcoma, un carcinoma, un linfoma, un melanoma,
un fibroma o un meningioma.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencioén, el cancer a tratar es cancer renal, cancer biliar, cancer
prostatico, cancer de tiroides, cancer de paratiroides, cancer de mama, cancer de pulmon, cancer de cabeza y cuello,
cancer de proéstata, cancer de eso6fago, cancer de traquea, cancer de higado, cancer de vejiga, cancer de estdmago,
cancer de pancreas, cancer de ovario, cancer de utero, cancer de cuello uterino, cancer de testiculo, cancer de colon,
cancer de recto o cancer de piel.

En algunas realizaciones de la invencion, el cancer a tratar es un cancer de mama, un cancer de pancreas o un cancer
de pulmon.

En algunas realizaciones de la invencion, el cancer a tratar es un tumor hematolégico maligno seleccionado de
mieloma multiple, leucemia linfocitica aguda (LLA), leucemia mieloide aguda (LMA) y leucemia mieloide crénica (LMC).

También se describe un método para prevenir o reducir la metastasis que comprende la etapa de administrar una
cantidad terapéuticamente eficaz de IL-31, una proteina de fusidon que comprende IL-31, un agente que regula al alza
IL-31 o un agente que es un agonista del receptor de IL-31 o un complejo que comprende ya sea IL-31 o una proteina
de fusién que comprende IL-31, a un sujeto que lo necesita previniendo, por lo tanto, la metastasis.

Como se usa en esta memoria, el término “tratar el cancer” se refiere a prevenir, curar, revertir, atenuar, aliviar,
minimizar o suprimir el cancer, asi como dar como resultado uno o mas de los siguientes parametros: reduccion en el
tamafio o la carga del tumor, bloqueo del crecimiento del tumor, cambio del fenotipo del macrofago de M2 a M1,
reduccion del dolor asociado con el tumor, no progresion a largo plazo, induccion de remisién, reduccion de la
metastasis o aumento de la supervivencia del paciente.

Como se usa en esta memoria, el término “cancer” se refiere a la presencia de células que poseen caracteristicas
tipicas de células que causan cancer, por ejemplo, proliferacion incontrolada, pérdida de funciones especializadas,
inmortalidad, potencial metastatico significativo, aumento significativo en la actividad antiapoptética, crecimiento y
velocidad de proliferacion rapidos y ciertos marcadores morfoldgicos y celulares caracteristicos. Tipicamente, las
células cancerigenas estan en forma de un tumor; que existe localmente dentro de un animal o circulando en el torrente
sanguineo como células independientes, por ejemplo, células leucémicas.

El tratamiento puede comprender ademas administrar una segunda terapia contra el cancer o una tercera terapia
contra el cancer al sujeto tratado. La segunda vy la tercera terapias contra el cancer pueden ser una o dos o mas de
quimioterapia, radioterapia, terapia hormonal, terapia con citoquinas, inmunoterapia, terapia dirigida, p. €j., bortezomib,
sunitinib, Herceptin, sorafenib y/o cirugia. La segunda y tercera terapias contra el cancer se pueden administrar al
sujeto antes o después del tratamiento con IL-31 o al mismo tiempo que el tratamiento con IL-31. Como se usa en
esta memoria, el tratamiento con IL-31 incluye tratamientos que usan IL-31, una proteina de fusiéon que comprende el
mismo, agonista del receptor de IL-31 o un agente que regula al alza la IL-31 o un complejo que comprende IL-31 o
una proteina de fusién de esta.

El tratamiento puede ademas comprender evaluar la eficacia del tratamiento realizando una exploraciéon PET en dicho
sujeto o midiendo el nivel de los marcadores bioldgicos relevantes.

La presente invencion también proporciona IL-31 o un péptido que es al menos aproximadamente un 70% homadlogo
a la secuencia de IL-31 como se expone en la SEQ ID N°. 1, una proteina de fusién que comprende IL-31 o un péptido
que es al menos aproximadamente un 70% homologo a la secuencia de IL-31 como se expone en la SEQ ID N°. 1,
un agonista del receptor de IL-31 o un complejo que comprende ya sea IL-31 o un péptido que es al menos
aproximadamente un 70% homologo a la secuencia de IL-31 como se expone en la SEQ ID N°. 1 o una proteina de
fusién que comprende IL-31 o un péptido que es al menos aproximadamente un 70% homologo a la secuencia de IL-
31 como se expone en la SEQ ID N°. 1 para usar en el tratamiento de un trastorno relacionado con la angiogénesis.
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Como se usa en esta memoria, el término “tratar los trastornos relacionados con la angiogénesis” se refiere a prevenir,
curar, revertir, atenuar, aliviar, minimizar o suprimir los trastornos relacionados con la angiogénesis, asi como dar
como resultado una disminucion de la angiogénesis anormal o patoldgica o aumentar la eficacia de la angiogénesis
funcional inhibiendo la permeabilizacion y, por tanto, aumentar la supervivencia del paciente o reducir los sintomas. El
tratamiento puede comprender ademas administrar una terapia adicional antes o después del tratamiento con IL-31 o
al mismo tiempo que el tratamiento con IL-31 al sujeto tratado, como, terapia hormonal, otra terapia anti-angiogénesis,
inmunoterapia o una terapia dirigida a la enfermedad relacionada con la angiogénesis anormal.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencion, el trastorno relacionado con la angiogénesis es cancer, artritis,
artritis reumatoide, placas ateroscleréticas, neovascularizacién del injerto de cérnea, cicatrices hipertréficas o
queloides, retinopatia proliferativa, retinopatia diabética, degeneracion macular o degeneracién macular relacionada
con la edad (AMD), granulacion, glaucoma neovascular o uveitis. En algunas realizaciones, el trastorno relacionado
con la angiogénesis es “enfermedades relacionadas con la fibrosis”, p. €j., fibrosis hepatica y fibrosis pulmonar. En
algunas realizaciones, el trastorno relacionado con la angiogénesis es asma. En algunas realizaciones, el trastorno
relacionado con la angiogénesis es Fibrosis Pulmonar Idiopatica (IPF), Mielofibrosis o Colangitis Esclerosante
Primaria.

Se describe que las enfermedades relacionadas con la angiogénesis que se pueden tratar con tratamiento incluyen,
pero no se limitan a, enfermedades inflamatorias, autoinmunes e infecciosas; cancer dependiente de la angiogénesis
que incluye, por ejemplo, tumores solidos, tumores transmitidos por la sangre como leucemias y metastasis tumorales;
tumores benignos, por ejemplo, hemangiomas, neuromas acusticos, neurofibromas, tracomas y granulomas
piogénicos; psoriasis; eczema; enfermedades angiogénicas oculares, por ejemplo, retinopatia diabética, retinopatia
del prematuro, rechazo del injerto de coérnea, fibroplasia retrolental, rubeosis; Sindrome de Osler-Webber;
angiogénesis miocardica; neovascularizacion de la placa; telangiectasia; articulaciones hemofilicas; angiofibroma y
granulacion de heridas.

Ademas, también se describe que las composiciones que comprenden el ingrediente activo como se define en esta
memoria se pueden usar para tratar enfermedades como, pero no se limitan a, adhesiones intestinales,
ateroesclerosis, esclerodermia, verrugas y cicatrices hipertréficas (es decir, queloides). Las composiciones de esta
invencion pueden ser utiles también en el tratamiento de enfermedades que tienen angiogénesis como una
consecuencia patoldgica, como la enfermedad por arafiazo de gato (Rochele minalia quintosa), tlceras (Helicobacter
pylori), tuberculosis y lepra. También se describe que las composiciones se pueden usar para tratar la inflamacion o
trastornos relacionados con la inflamacion.

Por ejemplo, la IL-31 humana (SEQ ID N°. 1 a continuacion) (Gene ID: 386653) esta codificada por la siguiente
secuencia de acido nucleico:

ATGGCCTCTCACTCAGGCCCCTCGACGTCTGTGCTCTTTCTGTTCTGCTGCCTGGGA
GGCTGGCTGGCCTCCCACACGTTGCCCGTCCGTTTACTACGACCAAGTGATGATGT
ACAGAAAATAGTCGAGGAATTACAGTCCCTCTCGAAGATGCTTTTGAAAGATGTGG

AGGAAGAGAAGGGCGTGCTCGTGTCCCAGAATTACACGCTGCCGTGTCTCAGCCCT
GACGCCCAGCCGCCAAACAACATCCACAGCCCAGCCATCCGGGCATATCTCAAGA

CAATCAGACAGCTAGACAACAAATCTGTTATTGATGAGATCATAGAGCACCTCGAC
AAACTCATATTTCAAGATGCACCAGAAACAAACATTTCTGTGCCAACAGACACCCA
TGAATGTAAACGCTTCATCCTGACTATTTCTCAACAGTTTTCAGAGTGCATGGACCT
CGCACTAAAATCATTGACCTCTGGAGCCCAACAGGCCACCACTTAA (SEQID NO: 2).

Secuencia de aminoacidos de la IL-31 humana:

MASHSGPSTSVLFLFCCLGGWLASHTLPVRLLRPSDDVQKIVEELQSLSKMLLKDVEEE
KGVLVSQNYTLPCLSPDAQPPNNIHSPAIRAYLKTIRQLDNKSVIDEIEHLDKLIFQDAP
ETNISVPTDTHECKRFILTISQQFSECMDLALKSLTSGAQQATT (SEQ ID N°. 1) (1-23: Péptido sefal; 24-164: IL-31)

Por ejemplo, la IL-31 de ratén (Mus musculus) (SEQ ID N°. 6 a continuacion) (Gene ID: 76399) esta codificada por la
siguiente secuencia de acido nucleico:
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ATGATCTTCCACACAGGAACAACGAAGCCTACCCTGGTGCTGCTTTGCTGTATAGG
AACCTGGCTGGCCACCTGCAGCTTGTCCTTCGGTGCCCCAATATCGAAGGAAGACT
TAAGAACTACAATTGACCTCTTGAAACAAGAGTCTCAGGATCTTTATAACAACTAT
AGCATAAAGCAGGCATCTGGGATGTCAGCAGACGAATCAATACAGCTGCCGTGTTT
CAGCCTGGACCGGGAAGCATTAACCAACATCTCGGTCATCATAGCACATCTGGAGA
AAGTCAAAGTGTTGAGCGAGAACACAGTAGATACTTCTTGGGTGATAAGATGGCT
AACAAACATCAGCTGTTTCAACCCACTGAATTTAAACATTTCTGTGCCTGGAAATA
CTGATGAATCCTATGATTGTAAAGTGTTCGTGCTTACGGTTTTAAAGCAGTTCTCAA
ACTGCATGGCAGAACTGCAGGCTAAGGACAATACTACATGCTGA (SEQ ID NO: 3).

Secuencia de aminoacidos de la IL-31 de ratén:

MIFHTGTTKPTLVLLCCIGTWLATCSLSFGAPISKEDLRTTIDLLKQESQDLYNNYSIKQ
ASGMSADESIQLPCFSLDREALTNISVIIAHLEKVKVLSENTVDTSWVIRWLTNISCFNPL
NLNISVPGNTDESYDCKVFVLTVLKQFSNCMAELQAKDNTTC (SEQ ID N°. 6) (1-23: Péptido sefial; 24-163: IL-31)

Especificamente, la IL-31 SEQ ID N°. 1 (Gene ID. N° 386653 (para seres humanos), Gene ID. N° 76399 (para Mus
musculus), Gene ID. N° 744097 (para Pan troglodytes (chimpanceé)), Gene ID. N° 102179123 (para Capra hircus
(cabra)), para usar en la invencion también se refiere a homologos (p. €j., polipéptidos), que son al menos
aproximadamente un 70%, al menos aproximadamente un 75%, al menos aproximadamente un 80%, al menos
aproximadamente un 85%, al menos aproximadamente un 87%, al menos aproximadamente un 89%, al menos
aproximadamente un 91%, al menos aproximadamente un 93%, al menos aproximadamente un 95%, al menos
aproximadamente un 97% o mas, homdlogos a la secuencia de IL-31 como se expone en la SEQ ID N°. 1 enumerada
en esta memoria, segun se determine usando cualquier método apropiado, que incluye paquete informatico BlastP del
Centro Nacional de Informacién de Biotecnologia (NCBI) usando parametros por defecto). EI homdélogo se puede
referir también a una variante de supresion, insercion o sustitucion, que incluye una sustitucion de aminoacido de esta
y fragmentos polipeptidicos biolégicamente activos de esta.

Como se usa en esta memoria, el término “aproximadamente” se refiere a £ 10%.

Como se usa en esta memoria, una “composicion farmacéutica” se refiere a una preparacion de uno o mas de los
ingredientes activos descritos en esta memoria con otros componentes quimicos como vehiculos y excipientes
fisiologica y farmacéuticamente adecuados. El propdsito de una composicion farmacéutica es facilitar la administracion
de un compuesto a un organismo.

En esta memoria, el término “ingrediente activo” se refiere a la IL-31 o una proteina de fusidon que comprende IL-31 o
a un complejo que comprende la IL-31 o la proteina de fusidon que comprende IL-31, o al agente capaz de regular al
alza la IL-31, o a un agonista del receptor de la IL-31, cualquiera de los cuales es responsable del efecto bioldgico
como se describe en esta memoria. Ademas, se incluyen constructos que incluyen acido nucleico que la codifica.

En lo sucesivo, las frases “vehiculo fisioldgicamente aceptable” y “vehiculo farmacéuticamente aceptable”, que se
pueden usar indistintamente, se refieren a un vehiculo o un diluyente que no cause irritacion significativa a un
organismo y que no anula la actividad biolégica y las propiedades del compuesto administrado. Se incluye un
adyuvante en estas frases.

En esta memoria, el término “excipiente” se refiere a una sustancia inerte afiadida a una composicién farmacéutica
para facilitar ain mas la administracion de un ingrediente activo. Ejemplos, sin limitacion, de excipientes incluyen
carbonato de calcio, fosfato de calcio, varios azucares y tipos de almidén, derivados de celulosa, gelatina, aceites
vegetales y polietilén glicoles.

En algunas realizaciones, se puede incluir la secuencia de la IL-31 o una proteina de fusién de esta en un complejo
donde esta unida a restos proteicos (p. €j., secuencia de aminoacidos heteréloga) o no proteicos (p. €j., PEG), cada
uno de los cuales es capaz de prolongar la vida media de la composicion mientras esta en circulacion.

Dicha molécula es altamente estable (resistente a la actividad proteolitica in vivo, probablemente debido a
impedimento estérico conferido por el resto no proteico) y se puede producir usando sintesis en fase sélida comun.
Todavia se pueden usar técnicas recombinantes, por las que el producto peptidico se somete a modificacién in vitro
(p. €j., PEGilacion como se describe mas adelante en esta memoria).
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La frase “resto no proteico”, como se usa en esta memoria, se refiere a una molécula que no incluye aminoacidos
unidos mediante enlace peptidico que esta unida a la secuencia de aminoacidos de la IL-31 descrita anteriormente.
De acuerdo con algunas realizaciones, el resto no proteico puede ser un polimero o un copolimero (sintético o natural).
Los ejemplos no limitantes del resto no proteico incluyen polietilén glicol (PEG) o derivado de este, Polivinil pirrolidona
(PVP), albumina, copolimero de éter divinilico y anhidrido maleico (DIVEMA); acido polisialico (PSA) y/o poli(anhidrido
comaleico de estireno) (SMA). Ademas, se pueden usar complejos que pueden proteger la IL-31 del entorno y asi
mantener su estabilidad, que incluyen, por ejemplo, liposomas o micelas que contienen IL-31, agonista del receptor
de IL-31, un agente que regula al alza la IL-31 o una proteina de fusidn que comprende la misma también se pueden
usar en la invencion.

Por “un agente que es agonista de los receptores de IL-31” o “agonista del receptor de IL-31" se entiende cualquier
agente que se une a un receptor de IL-31 y produce una respuesta biolégica como se define en esta memoria. Tal
agente puede ser una proteina, una pequefia molécula, un anticuerpo y similares.

De acuerdo con algunas realizaciones, la IL-31 o la proteina de fusién que comprende IL-31 esta unida a un resto no
proteico que puede actuar como un agente potenciador de liberacion sostenida. Los agentes potenciadores de
liberacion sostenida incluyen, pero no se limitan a, acido hialurénico (HA), acido alginico (AA), polihidroxietil metacrilato
(Poly-HEMA), glima y poliisopropilacrilamida.

La unién del componente de la secuencia de aminoacidos de la IL-31 o la proteina de fusién que comprende la misma
a otros agentes no aminoacidicos puede ser mediante enlace covalente o mediante acomplejamiento no covalente,
por ejemplo, por acomplejamiento con un polimero hidrofébico, que se puede degradar o escindir produciendo un
compuesto capaz de liberacion sostenida, mediante atrapamiento de la parte de aminoacidos de la IL-31 o de la
proteina de fusion que comprende esta en liposomas o micelas que producen un complejo que comprende la IL-31 o
la proteina de fusidon que comprende esta. La asociacion puede ser mediante el atrapamiento de la secuencia de
aminoacidos dentro del otro componente (liposoma, micela) o la introduccion de la secuencia de aminoacidos dentro
de un polimero para producir el péptido final.

En algunas realizaciones, el derivado de PEG son ésteres de N-hidrosuccinimida (NHS) de acidos carboxilicos de
PEG, también se puede usar éster succinimidilico de PEG carboximetilado (SCM-PEG), derivados carbonato de
benzotriazol de PEG, éteres de glicidilo de PEG, p-nitrofenil carbonatos de PEG (PEG-NPC, como metoxi PEG-NPC),
aldehidos de PEG, PEG-ortopiridil-disulfuro, PEGs activados con carbonildimidazol, PEG-tiol, PEG-maleimida, PEG-
vinilsulfona (VS), PEG-acrilato (AC) o PEG-ortopiridil disulfuro.

El resto no proteico se puede unir a la secuencia de aminoacidos de la IL-31 en cualquier posicion elegida, siempre
que se retenga la actividad terapéutica de la IL-31.

En algunas realizaciones, las moléculas conjugadas de IL-31 se separan, se purifican y se califican usando, p. €j.,
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

Las moléculas para usar en la presente invencién se pueden sintetizar bioquimicamente como usando técnicas de
fase solida estandar. Estos métodos incluyen la sintesis en fase sdlida exclusiva, los métodos de sintesis en fase
solida parcial, la condensacion de fragmentos y la sintesis en solucion clasica.

Los procedimientos de sintesis de péptidos en fase solida son bien conocidos en la técnica y se describen con mas
detalle por John Morrow Stewart y Janis Dillaha Young, Solid Phase Peptide Synthesis (22 ed., Pierce Chemical
Company, 1984).

En los casos en que se desean grandes cantidades de péptidos, se pueden producir usando técnicas recombinantes
como las descritas por Bitter et al., (1987) Methods in Enzymol. 153: 516-544; Studier et al., (1990) Methods in
Enzymol. 185: 60-89; Brisson et al., (1984) Nature 310: 511-514; Takamatsu et al., (1987) EMBO J. 6: 307-311; Coruzzi
et al., (1984) EMBO J. 3: 1671-1680; Brogli et al., (1984) Science 224: 838-843; Gurley et al., (1986) Mol. Cell Biol. 6:
559-565 y Weissbach & Weissbach, 1988&, Methods for Plant Molecular Biology, Academic Press, NY, Seccion VI,
pags. 421-463.

En algunas realizaciones, la proteina de fusion comprende la IL-31 como se define en esta memoria junto con una o
mas moléculas que alargan la vida media de la IL-31 en el plasma. En algunas realizaciones, la proteina de fusion
comprende ademas un enlazador. En algunas realizaciones, la proteina de fusién comprende la IL-31 y una proteina
que estabiliza la IL-31 o la protege en el torrente sanguineo o en el tejido. En algunas realizaciones, la proteina de
fusién comprende la IL-31 unida a una secuencia de aminoacidos heteréloga. En algunas realizaciones, la secuencia
heteréloga de aminoacidos comprende una secuencia de aminoacidos de inmunoglobulina.

En algunas realizaciones, la proteina de fusion comprende IL-31 e IgG. La IgG puede ser cualquiera de las subclases
o isotipos de esta, p. €j., IgG1, 1I9G2, 1IgG3, IgG4. Por ejemplo:

Cadena pesada gamma de inmunoglobulina de Mus musculus (cds parciales de DQ381548)
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GTGCCCAGGGATTGTGGTTGTAAGCCTTGCATATGTACAGTCCCAGAAGTATCATC
TGTCTTCATCTTCCCCCCAAAGCCCAAGGATGTGCTCACCATTACTCTGACTCCTAA
GGTCACGTGTGTTGTGGTAGACATCAGCAAGGATGATCCCGAGGTCCAGTTCAGCT
GGTTTGTAGATGATGTGGAGGTGCACACAGCTCAGACGCAACCCCGGGAGGAGCA
GTTCAACAGCACTTTCCGCTCAGTCAGTGAACTTCCCATCATGCACCAGGACTGGC
TCAATGGCAAGGAGTTCAAATGCAGGGTCAACAGTGCAGCTTTCCCTGCCCCCATC
GAGAAAACCATCTCCAAAACCAAAGGCAGACCGAAGGCTCCACAGGTGTACACCA
TTCCACCTCCCAAGGAGCAGATGGCCAAGGATAAAGTCAGTCTGACCTGCATGATA
ACAGACTTCTTCCCTGAAGACATTACTGTGGAGTGGCAGTGGAATGGGCAGCCAGC
GGAGAACTACAAGAACACTCAGCCCATCATGGACACAGATGGCTCTTACTTCGTCT
ACAGCAAGCTCAATGTGCAGAAGAGCAACTGGGAGGCAGGAAATACTTTCACCTG
CTCTGTGTTACATGAGGGCCTGCACAACCACCATACTGAGAAGAGCCTCTCCCACT
CTCCTGGTAAA (SEQ ID NO: 4).

ARNmM de la cadena H de la IgG de Homo sapiens, (cds parciales de AB776838)
GAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACT
CCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGA
TCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCT
GAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAA
AGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGT
CCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAA
GCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAG
AACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGT
CAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGG
AGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTC
CGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGC
AGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACG
CAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA (SEQ ID NQO: 5).

En algunas realizaciones, el término “anticuerpo” se refiere a la estructura que constituye la forma bioldgica natural de
) cansta d6 dos pares oénicos do dos cadonds de inmunoglobulna, cada par iene una cadena lgera y una cadena
pesada, cada una de las cuales comprende los dominios de inmunoglobulina Vi y Ci, y cada cadena pesada que
comprende los dominios de inmunoglobulina Vi, Cy1, Cy2 y Cy3. En cada par, las regiones variables de la cadena
ligera y la pesada (V. y Vi) son juntas responsables de la union a un antigeno, y las regiones constantes (Ci, Cy1,
Cy2 y Cy3, particularmente Cy2 y Cy3) son responsables de las funciones efectoras del anticuerpo. En algunos
mamiferos, por ejemplo, en camellos y llamas, los anticuerpos de longitud completa pueden consistir en solo dos
cadenas pesadas, cada una de las cuales comprende los dominios de inmunoglobulina Vi, Cy2 y Cy3. Por
“inmunoglobulina (Ig)” en esta memoria se entiende una proteina que consiste en uno o mas polipéptidos codificados

sustancialmente por genes de inmunoglobulina. Las inmunoglobulinas incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos. Las
inmunoglobulinas pueden tener varias formas estructurales que incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos de longitud
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completa, fragmentos de anticuerpos y dominios de inmunoglobulina individuales que incluyen, pero no se limitan a,
fragmentos Vu, Cy1, Cy2, Cy3, Vi, C, Faby Fc.

Dependiendo de la secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus cadenas pesadas, los anticuerpos intactos
se pueden asignar a diferentes “clases”. Hay cinco clases principales de anticuerpos intactos: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM
y varios de estos se pueden dividir en “subclases” (isotipos), p. €j., IgG1, 19G2, 1IgG3, 1gG4, IgA e IgA2. Los dominios
constantes de la cadena pesada que corresponden a las diferentes clases de anticuerpos se denominan alfa, delta,
épsilon, gamma y mu, respectivamente. Son bien conocidas las estructuras de las subunidades y las configuraciones
tridimensionales de diferentes clases de inmunoglobulinas.

En algunas realizaciones, un constructo que incluye una secuencia de acido nucleico para la IL-31 como se define en
esta memoria, por ejemplo, SEQ ID N°. 2 y una secuencia de acido nucleico de IgG, por ejemplo, SEQ ID N°. 5 se
pueden usar en el constructo. En algunas realizaciones, la IL-31 y la IgG se fusionan directamente entre si.

La albumina sérica también puede participar en el alargamiento de la vida media a través de moédulos con la capacidad
de interaccionar no covalentemente con la albumina. En estas estrategias, un resto de unién a albumina se conjuga o
se fusiona genéticamente con la proteina terapéutica. Se conocen proteinas con actividad de uniéon a la albumina de
ciertas bacterias. Por ejemplo, la proteina G estreptocdcica contiene varios dominios pequefios de unién a la albumina
(ABD) compuestos por aproximadamente 50 residuos de aminoacidos (6 kDa). La fusion de un ABD con una proteina
da como resultado una vida media muy larga (véase Roland E Kontermann, strategies for extended serum half-life of
protein therapeutics, Current Opinion in Biotechnology 2011, 22: 868-876.

En algunas realizaciones, la IL-31 y la IgG y/o cualquier otra proteina que se puede usar para prolongar la vida media
de la IL-31 en el suero estan unidas por un enlazador. En algunas realizaciones, el enlazador es una secuencia de
entre 2 y 20 aminoacidos.

En algunas realizaciones, el enlazador es una secuencia de entre 4-12 aminoacidos que forma un sitio de escision
para enzimas como MMP9/2, tripsina, PSA, catepsinas, calicreinas, serin proteasas, caspasas y otras. Se presentan
sitios adicionales posibles de escision en CHOI et al., “Protease-Activated Drug Development”, Theranostics, Vol. 2(2),
pags. 156-178 (se encuentran en http://www.thno.org/v02p0156.pdf). En algunas realizaciones, el enlazador esta entre
6-8 aminoacidos y en algunas realizaciones incluye un sitio de escision para enzimas como MMP9/2, tripsina, PSA,
catepsinas, calicreinas, serin proteasas, caspasas y/u otras.

En algunas realizaciones, el enlazador que comprende un sitio de escision de MMP-9/2, catepsina, tripsina,
calicreinas, serin proteasas, caspasas o cualquier otra enzima de escision que se pueda afadir entre la IL-31 y la IgG.
Por ejemplo, se puede proporcionar una secuencia de los siguientes aminoacidos entre la IL-31 y la IgG: -Gly-Pro-
Leu-Gly-lle-Ala-Gly-GIn- (SEQ ID N°. 7, para el sito de escision de MMP-9/2), -Lys-Lys-Phe-D-Ala-¢-acido
maleimidocaproico (SEQ ID N°. 8, para el sitio de escision de catepsina B); -Lys-Gly-Ala-Ser-D-Arg-Phe-Thr-Gly- (SEQ
ID N°. 9, para el sitio de escision de tripsina); o e-acido maleimidocaproico-Arg-Arg-Ser-Ser-Tyr-Tyr-Ser-Gly- (SEQ ID
N°. 10, para el sitio de escision de PSA).

En esta memoria también se describen acidos nucleicos que codifican las proteinas de fusion descritas en esta
memoria, asi como vectores que comprenden estos acidos nucleicos y células transformadas con estos vectores.

Brevemente, la proteina de fusion se prepara de la siguiente manera: se introduce en las células huésped un constructo
de expresion (es decir, vector de expresion), que incluye un polinucledtido aislado (es decir, aislado de una fuente
natural de este, p. ej., SEQ ID N°. 2 0 SEQ ID N°. 3 Gene ID: 386653 (para seres humanos) y 76399 (para raton) que
comprende una secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de la IL-31 (que incluye
opcionalmente un enlazador) fusionado en marco de lectura con una secuencia de acido nucleico que codifica la
secuencia de aminoacidos de la IgG p. ej., AB776838 (para seres humanos, base de datos de NCBI) o DQ38154 (para
raton, base de datos de NCBI) o la SEQ ID N°. 5 o la SEQ ID N°. 4, respectivamente, colocados bajo el control
transcripcional de un elemento regulador, como un promotor.

Por ejemplo, se liga en marco de lectura una secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos
de la IL-31 (p. €]., la SEQ ID N°. 1 o la SEQ ID N°. 6, Gene ID. 386653 (para seres humanos) o 76399 (para ratén) con
una secuencia de ADNc de la inmunoglobulina (p. ej., AB776838 (para seres humanos) y DQ38154 (para raton)).

En algunas realizaciones, cuando se requiere un sitio de escisidon para enzimas, se afiade al constructo una secuencia
de acido nucleico que codifica p. €j., una o0 mas de las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID Nos. 7-10.

Se apreciara que también se puede usar la ligacién de fragmentos gendémicos de inmunoglobulina. En este caso, la
fusion requiere la presencia de secuencias reguladoras de inmunoglobulina para la expresion. Se pueden aislar los
ADNCcs que codifican las regiones constantes de la cadena pesada de la IgG en base a las secuencias publicadas de
bibliotecas de ADNc, derivadas de linfocitos de bazo o de sangre periférica mediante técnicas de hibridacion o de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Se pueden ligar en tandem las secuencias de acido nucleico que codifican
la secuencia de aminoacidos de la IL-31 y de la inmunoglobulina dentro de un constructo de expresion (vector) que
dirige la expresion eficaz en las células huésped seleccionadas, que se describe mas adelante en esta memoria. Para
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la expresion en células de mamifero se pueden usar vectores basados en pRK5 [Schall et al., Cell, 61: 361-370 (1990)];
y vectores basados en CDM8 [Seed, Nature, 329: 840 (1989)]. Se puede crear la unidon exacta eliminando las
secuencias adicionales entre los codones de union disefiados usando mutagénesis de eliminacion dirigida por
oligonucledtidos [Zoller et al., Nucleic Acids Res., 10: 6487 (1982); Capon et al., Nature, 337: 525-531 (1989)]. Se
pueden usar oligonucleétidos sintéticos en los que cada mitad es complementaria a la secuencia en cualquier lado de
la unién deseada; de manera ideal, estos son de 11 a 48-mers. Alternativamente, se pueden usar técnicas de PCR
para unir las dos partes de la molécula en marco de lectura con un vector apropiado.

Los métodos para introducir el constructo de expresion en una célula huésped son bien conocidos en la técnica e
incluyen electroporacion, lipofeccion y transformacion quimica (p. ej., fosfato calcico). Véase también el Ejemplo 5 de
los Ejemplos, seccion a continuacion, asi como en la seccion de Procedimientos Experimentales en el mismo.

Las células “transformadas” se cultivan en condiciones adecuadas que permiten la expresion de la molécula quimérica
codificada por la secuencia de acido nucleico.

Después de un periodo de tiempo predeterminado, la molécula quimérica expresada se recupera de la célula o del
cultivo celular y se efectua la purificacion de acuerdo con el uso final del polipéptido recombinante.

Dependiendo del sistema huésped/vector utilizado, se pueden usar en el vector de expresion cualquiera de los
elementos de transcripcion y traduccion adecuados que incluyen promotores constitutivos e inducibles, elementos
potenciadores de la transcripcion, terminadores de la transcripcion y similares [véase, p. €j., Bitter et al., (1987)
Methods in Enzymol. 153: 516-544].

Ademas de contener los elementos necesarios para la transcripcion y traduccion de la secuencia codificadora
insertada (que codifica la quimera), el constructo de expresion también puede incluir secuencias disefiadas para
optimizar la estabilidad, produccion, purificacion, rendimiento o efectividad de la proteina de fusién expresada.

Se pueden usar una variedad de células procariotas y eucariotas como sistemas huésped de expresion para expresar
la secuencia que codifica la proteina de fusién. Estos incluyen, pero no se limitan a, microorganismos como bacterias
transformadas con un vector de expresion de ADN de bacteriéfago recombinante, ADN plasmidico o ADN de césmido
que contiene la secuencia que codifica la quimera; levaduras transformadas con vectores de expresion en levadura
que contienen la secuencia que codifica la quimera; sistemas celulares vegetales infectados con vectores de expresion
de virus recombinantes (p. ej., virus del mosaico de la coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV) o
transformadas con vectores de expresién plasmidicos recombinantes como el plasmido Ti que contiene la secuencia
que codifica la quimera. También se pueden usar para expresar la quimera sistemas de expresién en mamiferos.

La eleccion de la linea de la célula huésped para la expresion de las moléculas depende principalmente del vector de
expresion. Se prefieren los sistemas de expresion eucariodticos (p. ej., mamiferos e insectos) ya que permiten
modificaciones post traduccionales (p. €j., glicosilacion). Otra consideracion es la cantidad de proteina que se requiere.
A menudo se pueden producir cantidades de miligramos mediante transfecciones transitorias. Por ejemplo, la linea
celular humana de rifiédn embrionario 293 transformada con el adenovirus EIA se puede transfectar transitoriamente
con vectores basados en pRK5 mediante una modificacion del método de fosfato de calcio para permitir una expresion
eficiente. Se pueden usar vectores basados en CDM8 para transfectar células COS mediante el método del DEAE-
dextrano (Aruffo et al., Cell, 61: 1303-1313 (1990); Zettmeissl et al., DNA Cell Biol. US, 9: 347-353 (1990)]. Si se
desean mayores cantidades de proteina, se pueden expresar las moléculas después de la transfeccion estable de una
linea celular huésped (véase el Ejemplo 1 de la seccion de Ejemplos). Se apreciara que la presencia de una secuencia
lider hidrofébica en el extremo N-terminal de la molécula asegurara el procesamiento y la secrecion de la molécula
por las células transfectadas.

Se apreciara que puede ser preferible el uso de sistemas huésped de bacterias o levaduras para reducir el coste de
produccion. Sin embargo, ya que los sistemas huésped bacterianos estan desprovistos de mecanismos de
glicosilacion de proteinas, puede ser necesaria una glicosilacion de postproduccion.

De acuerdo con algunas realizaciones, las células transformadas se cultivan en condiciones eficaces que permiten la
expresion de altas cantidades de polipéptido recombinante. Las condiciones de cultivo eficaces incluyen, pero no se
limitan a, medios eficaces, biorreactor, temperatura, pH y condiciones de oxigeno que permiten la produccion de
proteinas. Un medio eficaz se refiere a cualquier medio en el que se cultiva una célula para producir la molécula
quimera recombinante. Dicho medio incluye tipicamente una solucién acuosa que tiene fuentes de carbono, nitrégeno
y fosfatos asimilables y sales minerales, metales y otros nutrientes apropiados, como las vitaminas. Las células se
pueden cultivar en biorreactores de fermentacion convencionales, matraces de agitacion, tubos de ensayo, placas de
microtitulacion y placas de Petri. El cultivo se puede llevar a cabo a una temperatura, pH y contenido de oxigeno
apropiados para una célula recombinante. Tales condiciones de cultivo estan dentro de la experiencia de un experto
en la técnica.

Dependiendo del vector y del sistema huésped usado para la produccion, las proteinas resultantes pueden permanecer
dentro de la célula recombinante, secretadas en el medio de fermentacién, secretadas en un espacio entre dos
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membranas celulares como el espacio periplasmico en E. coli; o retenidas en la superficie exterior de una membrana
celular o viral.

Después de un tiempo predeterminado en el cultivo, se ve afectada la recuperacion de la proteina recombinante. La
frase “recuperar la proteina recombinante” se refiere a recoger todo el medio de fermentaciéon que contiene la proteina
y no implica necesariamente etapas adicionales de separacion y purificacion. Las proteinas se pueden purificar usando
una variedad de técnicas de purificacion estandares de proteinas, como, pero no se limitan a, cromatografia de
afinidad, cromatografia de intercambio i6nico, filtracion, electroforesis, cromatografia de interaccion hidrofébica,
cromatografia de filtracion en gel, cromatografia en fase reversa, cromatografia de concanavilina A, electroenfoque y
solubilizacién diferencial.

Las moléculas para usar en la presente invencion se recuperan preferiblemente en forma “sustancialmente pura”.
Como se usa en esta memoria, “sustancialmente pura” se refiere a una pureza que permite el uso eficaz de la proteina
en las aplicaciones, descrita a continuacion en esta memoria.

Las moléculas recombinantes se pueden convenientemente purificar mediante cromatografia de afinidad. La idoneidad
de la Proteina A como un ligando de afinidad depende de las especies y del isotipo del dominio Fc de la
inmunoglobulina que se usa en la quimera. Se puede usar la Proteina A para purificar moléculas quiméricas que estan
basadas en las cadenas pesadas .gamma.1, .gamma.2 o .gamma.4 humanas [Lindmark et al., J. Immunol. Meth., 62:
1-13 (1983)]. La Proteina G se usa preferiblemente para todos los isotipos de ratén y para la gamma.3 humana [Guss
et al.,, EMBO J., 5: 1567-1575 (1986)]. El soporte sdlido al que se une el ligando de afinidad es con mayor frecuencia
agarosa, pero también hay otros soportes soélidos disponibles. Los soportes sélidos mecanicamente estables como el
vidrio de poro controlado o el poli(estirenodivinil)benceno permiten velocidades de flujo mas rapidas y tiempos de
procesamiento mas cortos que los que se pueden lograr con agarosa. Las condiciones para unir las moléculas
quiméricas a la columna de afinidad de proteina A o G vienen dictadas exclusivamente por las caracteristicas del
dominio Fc; es decir, su especie e isotipo. Generalmente, cuando se elige el ligando apropiado, la union eficaz se
produce directamente a partir del fluido de cultivo no condicionado. Una caracteristica distintiva de las moléculas
quiméricas es que, para las moléculas .gamma.1 humanas, la capacidad de unién para la proteina A esta algo
disminuida en relacién con un anticuerpo del mismo tipo Fc. Las moléculas quiméricas unidas se pueden eluir
eficazmente ya sea a pH acido (a o por encima de 3,0) o en un tampén de pH neutro que contiene una sal levemente
caotropica. Esta etapa de cromatografia de afinidad puede dar como resultado una preparacion de molécula quimérica
que es >95% pura. Es esencial la pureza de grado médico para aplicaciones terapéuticas.

Se pueden usar otros métodos conocidos en la técnica en lugar de, o ademas de, cromatografia de afinidad en proteina
A o G para purificar moléculas quiméricas que incluyen una porcion de inmunoglobulina. Dichas moléculas quiméricas
se comportan de manera similar a los anticuerpos en la cromatografia tiofilica en gel [Hutchens et al., Anal. Biochem.,
159: 217-226 (1986)] y cromatografia de quelatos metalicos inmovilizados [Al-Mashikhi et al., J. Dairy Sci., 71: 1756-
1763 (1988)]. Sin embargo, a diferencia de los anticuerpos, su comportamiento en las columnas de intercambio i6nico
viene dictado no solo por sus puntos isoeléctricos sino también por un dipolo de carga que puede existir en las
moléculas debido a su naturaleza quimérica.

Las moléculas descritas anteriormente son preferiblemente no inmunogénicas para maximizar la eficacia terapéutica.

Como se usa en esta memoria , el término “no inmunogénico” se refiere a una sustancia que es sustancialmente
incapaz de producir una respuesta inmune en un sujeto administrado con este. Por ejemplo, no inmunogénico en un
ser humano significa que tras poner en contacto la molécula quimérica con el tejido apropiado de un ser humano no
se demuestra ningun estado de sensibilidad o resistencia a la molécula quimérica tras la segunda administracion de
la molécula quimérica después de un periodo latente apropiado (p. €j., 8 a 14 dias).

Las técnicas para la formulacion y administracion de farmacos se pueden encontrar en “Remington’s Pharmaceutical
Sciences”, Mack Publishing Co., Easton, Pa., Ultima edicion.

Las rutas adecuadas de administracion pueden, por ejemplo, incluir administracion oral, rectal, transmucosa,
especialmente transnasal, intestinal o parenteral, que incluye inyecciones intramusculares, subcutaneas e
intramedulares, asi como intratecales, intraventriculares directas, intracardiacas, p. €j., inyecciones en la cavidad
ventricular derecha o izquierda, en la arteria coronaria comun, intravenosas, intraperitoneales, intranasales o
intraoculares.

Alternativamente, se puede administrar la composicion farmacéutica de una manera local en lugar de sistémica, por
ejemplo, a través de la inyeccion de la composicion farmacéutica directamente en una region tisular especifica de un
paciente.

Las composiciones farmacéuticas se pueden fabricar mediante procesos bien conocidos en la técnica, p. €j., por medio
de procesos convencionales de mezcla, disolucién, granulacion, fabricacion de grageas, levigacion, emulsificacion,
encapsulacion, atrapamiento o liofilizacion.
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Las composiciones farmacéuticas para usar de acuerdo con la presente invencién se pueden formular de manera
convencional usando uno o mas vehiculos fisiolégicamente aceptables que comprenden excipientes y auxiliares que
facilitan el procesamiento de los ingredientes activos en preparaciones que se pueden usar farmacéuticamente. La
formulaciéon adecuada depende de la via de administracion elegida.

Para inyeccion, los ingredientes activos de la composicion farmacéutica se pueden formular en soluciones acuosas,
preferiblemente en tampones fisiolégicamente compatibles como solucién de Hank, soluciéon de Ringer o tampén salino
fisiolégico. Para la administracién transmucosa, se usan en la formulacion los penetrantes apropiados para permear
la barrera. Dichos penetrantes son generalmente conocidos en la técnica.

Para la administracion oral, la composicion farmacéutica se puede formular facilmente combinando los compuestos
activos con vehiculos farmacéuticamente aceptables bien conocidos en la técnica. Dichos vehiculos permiten que la
composicion farmacéutica se formule como comprimidos, pildoras, grageas, capsulas, liquidos, geles, jarabes,
suspensiones espesas, suspensiones y similares para la ingestion oral por un paciente. Las preparaciones
farmacolodgicas para uso oral se pueden preparar usando un excipiente sélido, opcionalmente moliendo la mezcla
resultante y procesando la mezcla de granulos después de agregar los auxiliares adecuados si se desea, para obtener
tabletas o nucleos de grageas. Los excipientes adecuados son, en particular, rellenos tales como azucares, que
incluyen lactosa, sacarosa, manitol o sorbitol; preparaciones de celulosa como, por ejemplo, almidén de maiz, almidén
de trigo, almidén de arroz, almidén de patata, gelatina, goma de tragacanto, metil celulosa, hidroxipropilmetil celulosa,
carboximetil celulosa sédica y/o polimeros fisiolégicamente aceptables como polivinilpirrolidona (PVP). Si se desea,
se pueden afiadir agentes desintegrantes como polivinilpirrolidona entrecruzada, agar o acido alginico o una sal de
este, como alginato de sodio.

Los nucleos de grageas estan provistos de recubrimientos adecuados. Para este propdsito, se pueden usar soluciones
concentradas de azucar que opcionalmente pueden contener goma arabiga, talco, polivinilpirrolidona, gel de carbopol,
polietilén glicol, diéxido de titanio, soluciones de laca y disolventes organicos adecuados o mezclas de disolventes. Se
pueden afadir colorantes o pigmentos a los recubrimientos de las tabletas o grageas para la identificacion o para
caracterizar diferentes combinaciones de dosis de compuesto activo.

Las composiciones farmacéuticas que se pueden usar por via oral incluyen capsulas de ajuste hechas de gelatina, asi
como capsulas blandas, capsulas selladas hechas de gelatina y un plastificante como glicerol o sorbitol. Las capsulas
de ajuste pueden contener los ingredientes activos mezclados con rellenos como lactosa, aglutinantes como
almidones, lubricantes como talco o estearato de magnesio y, opcionalmente, estabilizantes. En capsulas blandas, los
ingredientes activos se pueden disolver o suspender en liquidos adecuados como aceites grasos, parafina liquida o
polietilén glicoles liquidos. Ademas, se pueden afadir estabilizantes. Todas las formulaciones para administracion oral
deben estar en dosis adecuadas para la ruta de administracion elegida.

Para la administracion bucal, las composiciones pueden tomar la forma de tabletas o pastillas o formuladas de manera
convencional.

Para la administracion por inhalacién nasal, los ingredientes activos se distribuyen convenientemente en forma de una
presentacion en espray aerosol de un envase presurizado o un nebulizador con el uso de un propelente adecuado, p.
€j., diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano o diéxido de carbono. En el caso de un aerosol
presurizado, se puede determinar la unidad de dosificacién proporcionando una valvula para distribuir una cantidad
medida. Las capsulas y cartuchos de, p. €j., gelatina para usar en un dispensador se puede formular que contenga
una mezcla en polvo del compuesto y una base en polvo adecuada como lactosa o almidén.

La composicién farmacéutica descrita en esta memoria se puede formular para administraciéon parenteral, p. €j.,
mediante inyeccion de bolo o infusion continua. Las formulaciones para inyeccion se pueden presentar en forma de
dosis unitaria, p. €j., en ampollas o en recipientes multidosis con un conservante convencional afiadido opcionalmente.
Las formulaciones pueden ser suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos grasos o acuosos y pueden
contener agentes de formulacion como agentes de suspension, estabilizantes y/o dispersantes.

Las composiciones farmacéuticas para administracion parenteral incluyen soluciones acuosas de la preparacion activa
en forma soluble en agua. Ademas, las suspensiones de los ingredientes activos se pueden preparar como
suspensiones de inyeccion apropiadas a base de agua o aceite. Los disolventes o vehiculos lipéfilos adecuados
incluyen aceites grasos como aceite de sésamo o ésteres de acidos grasos sintéticos como oleato de etilo, triglicéridos
o liposomas. Las soluciones acuosas para inyeccion pueden contener sustancias que aumentan la viscosidad de la
suspensién, como la carboximetil celulosa de sodio, sorbitol o dextrano. Opcionalmente, la suspension puede también
contener estabilizantes adecuados o agentes que aumentan la solubilidad de los ingredientes activos para permitir la
preparacion de soluciones altamente concentradas.

De acuerdo con algunas realizaciones, el ingrediente activo puede estar en forma de polvo para la constitucion con un
vehiculo adecuado, p.ej., solucién a base de agua estéril libre de pirégenos antes del uso.

La composiciéon farmacéutica también se pude formular en composiciones rectales como supositorios o enemas de
retencion, que usan, p. €j., bases de supositorio convencional como manteca de cacao u otros glicéridos.
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Las composiciones farmacéuticas adecuadas para usar en el contexto de la presente invencidon incluyen
composiciones en donde los ingredientes activos estan contenidos en una cantidad eficaz para lograr el propdsito
pretendido. Mas especificamente, una cantidad terapéuticamente eficaz significa una cantidad de ingredientes activos
(IL-31) eficaz para prevenir, aliviar o mejorar los sintomas de un trastorno (enfermedad o cancer relacionado con la
angiogénesis) o prolongar la supervivencia del sujeto que se esta tratando.

La determinacion de una cantidad terapéuticamente eficaz esta dentro de la capacidad de los expertos en la técnica
y depende de la gravedad de la enfermedad, su tipo, el modo de administracién y similares.

Para cualquier preparacion para usar en la invencion, se puede estimar la cantidad o dosis terapéuticamente eficaz
inicialmente a partir de ensayos de cultivo celular e in vitro. Por ejemplo, se puede formular una dosis en modelos
animales para lograr una concentracion o titulo deseado. Dicha informacion se puede usar para determinar con mayor
precision las dosis utiles en seres humanos.

La toxicidad y la eficacia de los ingredientes activos descritos en esta memoria se pueden determinar mediante
procedimientos farmacéuticos estandar in vitro, en cultivos celulares o animales experimentales. Los datos obtenidos
de estos ensayos in vitro y de cultivos celulares y de estudios en animales se pueden usar para formular un intervalo
de dosificaciéon para usar en seres humanos. Las dosificacion puede variar dependiendo de la forma de dosificacion
empleada y de la ruta de administracion utilizada. La formulacion exacta, ruta de administracion y dosificacion se
pueden elegir por el médico individual en vista del estado del paciente. (Véase p. €j., Fingl, et al., 1975, en “The
Pharmacological Basis of Therapeutics”, Cap. 1 pag. 1).

Se pueden ajustar la cantidad y el intervalo de dosificacion de forma individual para asegurar los niveles del ingrediente
activo suficientes para inducir o suprimir el efecto bioldgico (concentracion minima eficaz, MEC). La MEC variara para
cada preparacion, pero se puede estimar a partir de los datos in vitro. Las dosificaciones necesarias para lograr la
MEC dependeran de las caracteristicas individuales y de la ruta de administracion. Se pueden usar ensayos de
deteccién para determinar las concentraciones plasmaticas.

Dependiendo de la gravedad y de la capacidad de respuesta de la afeccion a tratar, la dosificacion puede ser una sola
0 una pluralidad de administraciones con un plan de tratamiento que puede durar desde varios dias hasta varias
semanas o hasta que se lleve a cabo la cura o se logre una disminucion del estado de la enfermedad.

La cantidad de una composicion a administrar sera, por supuesto, dependiente del sujeto a tratar, de la gravedad de
la afliccién, de la forma de administracién, del criterio del médico que prescribe, etc.

Las composiciones de la presente invencion pueden, si se desea, presentarse en un envase o dispositivo dispensador,
como un kit aprobado por la FDA que puede contener una o mas formas de dosificacién unitaria que contiene el
ingrediente activo. El envase puede, por ejemplo, comprender una lamina de metal o plastico como un envase blister.
El envase o dispositivo dispensador puede ir acompafado por instrucciones para la administracién. El envase o
dispensador también se puede admitir una notificacion asociada con el envase en una forma prescrita por una agencia
gubernamental que regula la fabricacion, uso o venta de productos farmacéuticos, cuya notificacion refleja la
aprobacion por parte de la agencia de la forma de las composiciones de administracion a seres humanos o en
veterinaria. Dicha notificacion, por ejemplo, puede ser del etiquetado aprobado por la Administracion de Medicamentos
y Alimentos de EE.UU. para la prescripcion de medicamentos o de un prospecto de producto aprobado. También se
pueden preparar composiciones que comprenden una preparacion de la invencién formulada en una vehiculo
farmacéutico compatible, colocado en un envase apropiado y etiquetado para el tratamiento de una afeccién indicada,
como se detalla con mas detalle anteriormente.

Ejemplos
Procedimientos experimentales usados en los ejemplos
Cultivo celular

Se usaron las lineas celulares MC38 de carcinoma de colon murino y 4T1 de carcinoma de mama murino (ATCC,
Manassas, VA, EE.UU.) y dentro de los 6 meses de la reanimacion. Las lineas celulares se crecieron en medio de
Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado con suero de ternera fetal al 10%, L-glutamina al 1%, piruvato
sadico al 1% y estreptomicina, penicilina y neomicina en solucion al 1% (10 mg/ml, Biological Industries, Israel).

Ensayo de viabilidad celular Alamar Blue™

Se evaluo la viabilidad celular de manera cuantitativa con el colorante metabdlico indicador AlamarBlue™ (Serotec
Ltd., Oxford, Reino Unido) que determina la actividad metabdlica de las células y se usa para la viabilidad y la
proliferacion celular como se describié anteriormente en Voloshin T, Gingis-Velitski S, Bril R, Benayoun L, Munster M,
Milsom C, Man S, Kerbel RS, Shaked Y (2011) G-CSF supplementation with chemotherapy can promote
revascularization and subsequent tumor regrowth: prevention by a CXCR4 antagonist (Blood 118 (12): 3426-3435). Se
recogieron las células de cultivos sub-confluentes y se volvieron a sembrar en placas (500-1000 células/pocillo en una
placa de 96 pocillos) en su medio designado y solucién de Alamar Blue™ (AB) al 10%. En algunos experimentos se
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afnadio IL-31 recombinante humana o de raton (Peprotek, Israel) en concentraciones crecientes (generalmente 0,5 ng-
20 ng/ml). Los resultados se corrigieron con los valores de fondo de los controles negativos. Los resultados se
presentan como un porcentaje de reduccion de AB calculados mediante la ecuacion apropiada. Todos los
experimentos se realizaron por triplicado y los datos se presentaron como medias + error estandar.

Transferencia de Western (Western Blot)

Se analizaron cincuenta pg de proteinas mediante un gel de SDS/PAGE al 10%, transferido a una membrana de
nitrocelulosa y posteriormente hibridado con anticuerpo de IL-31 de ratén (5 pg/ml, Abcam) o anticuerpo IL-31 humano
(5 pg/ml, Abcam) y normalizado con anticuerpo monoclonal de actina de ratén (1:5.000, MP Biomedicals).

Regulacion a la baja de IL-31 por shARN

Se construyeron cuatro clones de shRNA de secuencia especificos para la IL-31 murina o control de shRNA (vector
aleatorizado vacio) por Applied Biological Materials (Canada). Se transfectaron las células a una confluencia del 60%.
Se logré la transfeccion usando FUGENEV R 6 (Roche, Penzberg, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. 48 horas después de la transfeccion, se incubaron las células en medio de crecimiento que contenia
puromicina (1 pl/ml) para seleccionar transfectantes estables. Después de dos semanas de seleccion, se evalud el
silenciamiento génico mediado por shRNA de IL-31 para cada clon usando analisis de Western blot.

Citometria de flujo

Se tifieron inmunoldgicamente células tumorales, macréfagos o células obtenidas a partir de tumores seguido de un
procedimiento de suspension de células individuales como se describié anteriormente en Adini A, Fainaru O, Udagawa
T, Connor KM, Folkman J, D’Amato RJ (2009) Matrigel cytometry: a novel method for quantifying angiogénesis in vivo.
J. Immunol. Methods 342 (1-2): 78-81, con las siguientes mezclas de anticuerpos: Para el analisis de células
endoteliales : CD45-/CD31+/VEGFR2+; para MDSCs: Gr-1+, CD11b+; para macrofagos M1 (F4/80+CD11¢c+CD206-)
y para macréfagos M2 (F4/80+CD11c-CD206+). Todos los anticuerpos se adquirieron en BD Biosciences o BioLegend
(San Diego, CA). Los experimentos se realizaron en un citometro de flujo Cyan-ADP (Beckman Coulter, Suiza) y se
analizaron con la version Summit 4.3 (Beckman Coulter).

Procesamiento de tejido y tincién inmunoldgica

Los tumores (se incluyeron en OCT y se seccionaron posteriormente. Se usaron crio secciones de 10 um para el
analisis de densidad de microvasos (MVD) y la colonizacién de macréfagos en el tejido. Para células endoteliales, se
uso el anticuerpo anti-CD31 como marcador endotelial especifico (1:200, BD Biosciences) junto con un anticuerpo
secundario conjugado Cy3 (1:500, Jackson immunoresearch laboratories). Para macrofagos, se usé anticuerpo anti-
F4/80 conjugado con FITC como marcador especifico de macréfagos (1:200, BD Biosciences). Se contaron el nimero
de estructuras de vasos o células por campo y se representaron (al menos 5 campos por tumor, n>20 campos por

grupo).
Modelos de tumor

Se inyectaron células MC38 de carcinoma colorectal murino (2 X 10°) por via subcutanea en el costado de ratones
hembra BALB/c de 5 a 6 semanas de edad (Harlan, Israel). Se inyectaron ortotopicamente células 4T1 de carcinoma
de mama murino (5 X 10°) en la almohadilla de grasa mamaria de ratones BALB/c hembra de 6 semanas de edad. Se
evaluo el tamafio del tumor regularmente con calibradores Vernier usando la férmula ancho? X longitud X 0,5. Todos
los estudios en animales se realizaron de acuerdo con el Comité de Cuidado y Uso de Animales del Instituto de
Tecnologia Technion-Israel.

Bombas osmoéticas

Se usaron minibombas osméticas in vivo para permitir la administracion continua de IL-31 recombinante a ratones
durante un periodo de dos semanas, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Brevemente, cuando los tumores
alcanzaron 150-200 mm? se inicio6 el tratamiento mediante la implantacion subcutanea de minibomba osmatica (#1002,
Alzet, Cupertino, CA) cargada con IL-31 recombinante de ratén (en una concentracion total de 0,7 ug por dia) o PBS
como un control de vehiculo. El procedimiento se realizé en condiciones estériles. Los ratones se sacrificaron 14 dias
después de la implantacion de la bomba y se evaluaron adicionalmente como se describe en el texto.

Constructo IL-31-IgG

Se sintetizé la secuencia de ADN correspondiente a la proteina IL-31 madura con su péptido sefal para la secrecion
en base a la tecnologia gBlocks Gene Fragment de IDT y se insert6 en el vector de expresion NSPI. La cadena pesada
de laIgG1 de ratén (bisagra-CH2-CH3) se cloné corriente abajo de la IL-31 y corriente arriba a myc-His6. Brevemente,
se aislé ARN total de bazo de ratén usando el Mini Kit RNeasy (Qiagen). Se sintetiz6 ADNc monocatenario usando
transcriptasa inversa M-MLV (Promega) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se amplificd la cadena
pesada IgG1 de ratén (bisagra-CH2-CH3) usando PCR. Los cebadores usados fueron: sentido (5-
TACCGCTCGAGGTGCCCAGGGATTGTGGTTG-3) (SEQ ID Ne. 11) y antisentido (5-
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CGTTCGAATTTACCAGGAGAGTGGG-3) (SEQ ID N°. 12). El fragmento de PCR proporciona un tamafio de ~700 Kb.
El plasmido resultante, NSPI-IL-31-mIgG-myc-His, se verificd6 mediante mapeo de restriccion y secuenciacion. Los
plasmidos se transfectaron en células de ovario de hamster chino (CHO) usando FUGENEV R 6 (Roche, Penzberg,
Alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Después de 48 horas, las células se incubaron en un medio
de crecimiento que contenia puromicina (1 pl/ml) para seleccionar los transfectantes estables. Se probd el medio
condicionado de células transfectadas con CHO para determinar la inhibicién de la viabilidad celular.

Analisis estadistico

Los datos se presentan como desviacion media estandar (DE). Las diferencias estadisticamente significativas se
determinaron mediante la prueba t de Student de dos colas o0 ANOVA de una via como se describe en el texto. La
significacion se establecio en valores de *, 0,05 >p>0,01; **, 0,01>p>0,001; y *** p<0,001.

Ejemplo 1:
La IL-31 afecta a la proliferacion y viabilidad celular del tumor

Se analizaron los lisados celulares de lineas celulares tumorales que incluyen EMT6, P3, MPC, CT26, B16, LLC,
K7M2, 4T1 y MC38 para la expresion de IL-31 asi como para el receptor de IL-31 (IL-31R) usando western blot.

Como se detalla en esta memoria y como se presenta en la Figura 1 (A-G), la IL-31 inhibe la proliferacion de células
tumorales de manera dependiente de la IL-31. La Figura 1A muestra lisados celulares de lineas de células tumorales
que se analizaron para determinar la expresion del receptor de IL-31 asi como del de IL-30 (IL-31R) usando analisis
de western blot. Particularmente, los resultados en la Figura 1A muestran que mientras la IL-31 se expreso fuertemente
en lineas celulares MC38 y K7M2, se expresdé minimamente en células P3, MPC, B16 y 4T1. Ademas, el IL31R
muestra patrones de expresion elevados en la mayoria de las células no metastasicas cuando se compara con las
células altamente metastasicas, lo que demuestra un patron de expresion bajo.

A continuacion se usaron lineas celulares MC38 y 4T1 como dos células representativas que expresan ya sea IL-31 o
no, respectivamente, para evaluar adicionalmente el posible efecto de la IL-31 sobre la proliferacion y viabilidad de las
células tumorales. La viabilidad celular se evalu6 en presencia de IL-31 recombinante (rlL-31) mediante Alamar Blue.
Los resultados en las Figuras 1B-E demuestran que la adicion de rlL-31 inhibié fuerte y significativamente la
proliferacion celular en MC38, CT26 y HCT116 cuando se compardé con el control, un efecto que estuvo ausente en el
caso de células 4T1 (Figura 1C). Ademas, se realiz6 el recuento de células en estas células y revel6 que el nimero
de células viables se redujo significativamente en MC38 en presencia de IL-31, pero no en células tumorales 4T1
cultivadas con IL-31 (Figuras 1F y 1G). Estos resultados sugieren que la IL-31 afecta a la viabilidad celular al inhibir la
proliferacion celular pero solo en algunas lineas de células tumorales, lo que sugiere una distinta dependencia de las
células tumorales en la expresion de IL-31 y/o IL-31R.

Ejemplo 2:
La falta de IL-31 en células tumorales promueve el crecimiento tumoral y la angiogénesis

Para confirmar ain mas la actividad de la IL-31 en células tumorales in vivo, se silencié la IL-31 en células MC38
usando la técnica de ARNi.

Como se refiere en detalle en esta memoria, la Figura 2 presenta que el shARN para la IL-31 inhibe la expresién de la
IL-31 en células tumorales. La Figura 2A muestra que los lisados de células MC38 de carcinoma de colon murino
después de que se transfectaron de manera estable con plasmidos aleatorizados o plasmidos que contienen shARN
para la IL-31 se evaluaron para la expresion de IL-31 usando analisis de western blot. El grafico en la Figura 2B
muestra el porcentaje de reduccién en la expresion de IL31 en MC38 shiIL-31 después de que se normalizé a su
expresion en el control MC-38 aleatorizado, segun lo evaluado mediante densitometria.

Como se puede ver en la Figura 2B, el nivel de expresion de la IL-31 en células MC38 shiL-31 se redujo en mas del
60% en comparacion con las células MC38 control.

Como se detalla adicionalmente en esta memoria, la Figura 3 presenta que la falta de expresion de IL-31 promueve el
crecimiento tumoral, la angiogénesis y los TAMs. Dos millones de células MC38 aleatorizadas control, o sus
homalogas shilL-31 MC38 se inyectaron subcutaneamente en los costados de ratones C57B1/6. En la Figura 3A, se
evaluo el crecimiento tumoral con regularidad usando un calibrador. En el punto final, los tumores se extrajeron, se
seccionaron y, a continuacion, se tifieron inmunolégicamente con CD31, como un marcador de células endoteliales
(Figura 3B). La tincion nuclear se determina mediante DAPI. En un experimento en paralelo, los tumores se extrajeron
en el punto final y se prepararon como suspension de células individuales para la evaluacion de células endoteliales
(células CD31+) y macrofagos (células F4/80+) usando citometria de flujo. Se presenta el porcentaje de células CD31+
(C) y de células F4/80+ (3D). **, 0,05<p<0,01 (Figuras 3 C-D).

Los resultados en la Figura 3A muestran que el crecimiento tumoral se mejoré significativamente en los tumores MC38
shlL-31 cuando se compara con sus homadlogos de MC-38 aleatorizados. En el punto final, los tumores se extrajeron
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y se analizaron para determinar la densidad de microvasos (MVD). Se observé un aumento significativo en la MVD en
tumores de células MC38 silL-31 cuando se compararon con tumores control (Figura 3B). Ademas, se detectaron
estructuras de vasos grandes en tumores de tumores MC38 silL-31 cuando se compararon con los homoélogos MC38
control (Figura 3B). Estos resultados se confirmaron ain mas cuando los tumores se prepararon como suspension de
células individuales y se analizaron mediante citometria de flujo de CD31.

Estudios recientes indican que las células derivadas de médula ésea (BMDC) que colonizan tumores pueden afectar
a la angiogénesis. Se ha encontrado que los macréfagos asociados a tumores (TAMs), por ejemplo, contribuyen
significativamente a la angiogénesis tumoral y, posteriormente, promueven el crecimiento del tumor. Por consiguiente,
se compard la colonizaciéon por macréfagos de tumores de células MC38 shiL-31 con tumores control. El numero de
macrofagos (células F4/80+) y de células endoteliales (células CD31+) fue significativamente mayor en los tumores
shlL-31 cuando se compardé con los tumores control ev-aleatorizados (Figuras 3C y 3D). En conjunto, estos resultados
sugieren que la falta de IL-31 en tumores que previamente expresaban IL-31 promovié el crecimiento tumoral, aumenté
la angiogénesis y ayudo a la colonizacion de tumores por macréfagos.

Ejemplo 3:
La IL-31 induce actividad anti-tumoral en ambos tumores MC38 y 4T1

Como se detalla en esta memoria, la Figura 4 presenta la inhibicion del crecimiento tumoral, la angiogénesis y la
metastasis por IL-31. Dos millones de células MC38 se implantaron en los costados de ratones C57B1/6 y medio
millén de células 4T1 se implantaron en la almohadilla de grasa mamaria de ratones BALB/c y se dejaron crecer hasta
que alcanzaron los 150-200 mm?3, momento en el que se les implantaron a los ratones minibombas que contenian PBS
(control) o 0,7 pg/dia de IL-31 recombinante (rlL-31). Se evalu6 el crecimiento del tumor regularmente para (Figura
4A) MC-38 y (Figura 4B) 4T1. Para probar si la adicion de IL-31 recombinante puede inhibir el crecimiento de tumores,
se usaron tanto células MC38, que se sabe que expresan IL-31, como células 4T1, que no expresan IL-31. Con este
fin, se implantaron subcutaneamente dos millones de células MC38 en los costados de ratones C57/Black (n=5/grupo)
y se implantaron ortotdpicamente medio millén de células 4T1 en la almohadilla de grasa mamaria de ratones BALB/c
(n=5/grupo). Cuando los tumores alcanzaron un tamafio de ~150 mm?3, se infundi® de manera continua IL-31
recombinante de ratén en los ratones usando bombas osméticas como se explicd anteriormente (n=5/grupo). Las
minibombas osmoéticas implantadas subcutaneamente se cargaron con IL-31 recombinante que se liberd a una dosis
de 0,7 pg por dia. Se usaron minibombas cargadas con control de vehiculo (PBS) en ratones control (n=5). El
crecimiento tumoral se evalu6 de forma regular o en el punto final. En ambos grupos de ratones, la infusion continua
de IL-31 dio como resultado una reduccion significativa en el tamafio del tumor cuando se compard con los tumores
control (Figura 4A y 4B). Ademas, en el punto final, se extrajeron los tumores MC38, se seccionaron y luego (Figura
4C) se tifieron inmunoldégicamente con CD31, como un marcador de célula endotelial. La tincion nuclear se determina
por DAPI. La Figura 4D muestra la cuantificacion del nimero de microvasos que se presenta en el grafico.

Cuando se extrajeron los tumores MC38 y se evalud la densidad de microvasos (MVD) se observé una disminucion
de la MVD en los tumores de ratones que se sometieron a infusién de IL-31 en comparacion con los controles que se
les inyectd control de vehiculo (véase Figuras 4C y 4D). Es importante destacar que, como se sabe que el modelo de
tumor 4T1 metastatiza agresivamente en los pulmones de los ratones, se extrajeron en el punto final los tumores de
todos los grupos (n=5 ratones/grupo) y se analizaron los pulmones para detectar lesiones metastasicas. En el caso de
los tumores 4T1, se extrajeron en el punto final los pulmones de los ratones y se evaluaron las lesiones metastasicas
usando tincion H&E de secciones de pulmodn (Figura 4E). Como se muestra en la Figura 4E, se observé un nimero
significativamente menor de lesiones metastasicas pulmonares en ratones infundidos con IL-31 recombinante cuando
se compararon con los pulmones de ratones infundidos con PBS. En conjunto, estos resultados sugieren que la
infusion continua de IL-31 de ratén tiene numerosas actividades antitumorales en el tumor y sus sitios metastasicos.

En la Figura 4F se proporciona la cuantificacion del nimero de lesiones metastasicas por campo. ***, p<0,001. En la
Figura 4G se les implantaron células HCT116 de carcinoma de colon humano (2 x 10° células; n=5 ratones/grupo) a
los ratones NOD-SCID. Cuando los tumores alcanzaron un tamafio de 50 mm?3, a los ratones se les implantaron
bombas que contenian 150 pg de proteina hiL31-IgG o se inyectaron ip dos veces a la semana con 50 pg de hlL-31-
IgG. El crecimiento del tumor se evalud a lo largo del tiempo. Los resultados muestran que ambas metodologias de
tratamiento dieron como resultado una inhibicién significativa en el crecimiento del tumor. Después de 2 semanas de
tratamiento, se extrajeron y se seccionaron los tumores. Las secciones del tumor se tifieron para CD31, un marcador
de célula endotelial, y se evalu6 la densidad de microvasos contando el numero de vasos por campo. Como se muestra
en la figura, el numero de microvasos en los tumores tratados fue significativamente menor que en los tumores control.
(4H-1) Los tumores HCT116 se extrajeron en el punto final después de que los ratones se trataran con hiL-31-IgG
durante 2 semanas ya sea por bomba o por inyecciones IP. Los tumores se seccionaron y se tifieron para CD31 (un
marcador de célula endotelial — en rojo) Figura 4H. En la Figura 4l se proporciona la cuantificacion del nimero de
vasos — densidad de microvasos (MVD) por campo. Como se observa en 4H-I, los tumores de ratén tratados con IL31-
IgG (ya sea por inyeccidon o en bomba) tienen una densidad de microvasos mas baja que los tumores de control, lo
que sugiere una actividad antiangiogénica de IL-31.

Ejemplo 4:
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Los macrofagos se inclinan hacia un fenotipo M1 en presencia de IL-31

Los resultados in vivo sugirieron ademas que la IL-31, ademas de sus efectos sobre la vasculatura del tumor y la
inhibicién de la viabilidad de las células tumorales, como se muestra in vitro, puede actuar también como un factor que
puede alterar la colonizacion de los tumores por los macrofagos. Para evaluar si la IL-31 puede alterar las propiedades
fenotipicas de los macrofagos, se llevé a cabo un experimento centrado en dos fenotipos de macréfagos especificos,
conocido como fenotipo proinflamatorio M1 (CD206-/CD11c+) y fenotipo antiinflamatorio M2 (CD206+/CD11c-). Con
este fin, se cultivaron lineas celulares de macréfagos murinos J774 en presencia o ausencia de IL-31 recombinante
durante 48 horas. Posteriormente se analizaron mediante citometria de flujo para la expresién de macrofagos M1 y
M2.

Como se detalla en esta memoria, la Figura 5 presenta: la IL-31 promueve la polarizacion de macréfagos hacia el
fenotipo M1. (A) Se cultivaron lineas de macréfagos murinos J774 en medio libre de suero en presencia o ausencia
de 100 ng de IL-31 recombinante durante 24 horas. Después de 48 horas, las células se tifieron inmunolégicamente
con F4/80, CD206 y CD11c para evaluar el porcentaje de macréfagos M1 (CD11c+/CD206-) y M2 (CD11c-/CD206+).
Se proporcionan los graficos. (B) Los tumores MC38 implantados en C57B16 que, ya expresen IL-31 (ev-
aleatorizados) o no (shiL-31), se dejaron crecer hasta el punto final. Luego se extrajeron los tumores y se prepararon
como una suspension de células individuales, y se analizé el porcentaje de macréfagos M1 y M2 colonizadores de
tumores usando citometria de flujo. (C) Se implantaron dos millones de células MC38 en los costados de ratones
C57B1/6. Cuando los tumores alcanzaron 150-200 mm?, se les implantaron a los ratones minibombas que contenian
PBS (control) o IL-31 recombinante en una dosis de 0,7 ug/dia (rlL-31). En el punto final, los tumores se extrajeron y
se prepararon como suspension de células individuales. El porcentaje de macréfagos colonizadores de tumores M1 y
M2 se analizé mediante citometria de flujo. **, 0,05<p<0,01; ***, p<0,001.

Los resultados en la Figura 5A revelaron un aumento significativo en el fenotipo M1 y una disminucién en el fenotipo
M2 en células J774 cultivadas en presencia de IL-31 en comparacién con células control.

A continuacion, se volvié a examinar la colonizacién de macrofagos en ratones con tumores MC-38 (n=5/grupo), que
no expresan IL-31 (tumores shlL31) o que se implantaron en ratones infundidos con IL-31 recombinante (n=5/grupo),
ambos comparados con los ratones control (n=5). Los resultados en la Figura 5B muestran un fenotipo invertido de
los macréfagos M1 y M2 que colonizan tumores shiL-31 y control, es decir, el porcentaje de macréfagos M1 se redujo
significativamente y el porcentaje de macréfagos M2 se incremento significativamente en el microentorno de los
tumores que carecen de la expresion de IL-31 (shiL-31) cuando se comparan con tumores control. Ademas, los
tumores de ratones infundidos con IL-31 recombinante revelaron que el porcentaje de macréfagos M2, pero no de los
macrofagos M1, colonizadores de MC38 se redujo significativamente en ratones infundidos con IL-31 recombinante
en comparacion con ratones infundidos con vehiculo control (Figura 5C). Tomados en conjunto, los resultados sugieren
que tanto in vivo como in vitro la IL-31 reduce el fenotipo de los macréfagos antiinflamatorios en los tumores.

Ejemplo 5:
El constructo IL-31-1gG inhibe la proliferacion de células tumorales

Dado que la infusion continua de IL-31 revel6 actividades antitumorales, se evalud un constructo en el que se conjugd
la IL-31 con inmunoglobulina para aumentar la vida media de la citoquina conjugada. La IL-31-1gG se preparé clonando
un plasmido que contiene IL-31 conjugada con la cadena pesada de IgG1 de ratdn (bisagra-CH2-CH3) para dar un
producto de IL-31-mIgG-myc-His. El plasmido se transfecté en células de ovario de hamster chino (CHO). El medio
condicionado de las células CHO transfectadas se colocé después en las células MC38 y luego se probd su actividad
usando el ensayo Alamar Blue como se detalla en el Ejemplo 1.

Como se detalla en esta memoria, la Figura 6 presenta la viabilidad celular de MC38 que se evalué usando el ensayo
de Alamar Blue. Las células se cultivaron en presencia de dosis crecientes de mIL-31-1gG. Se observé una reduccion
en la viabilidad celular con el aumento de la concentracion de IL-31-1gG.

Ejemplo 6:
Los tumores se pueden ver afectados por el tratamiento con el ligando de IL-31, que inhibe la viabilidad celular tumoral

Los niveles de expresion de IL-31R (receptor) en varios carcinomas de colon y mama humanos de pacientes con
cancer revelaron que muchos, pero no todos los tumores, expresan IL-31R. Por lo tanto, tales tumores se pueden ver
afectados por el tratamiento con el ligando IL-31 que inhibe la viabilidad de las células tumorales como se muestra in
vitro.

La Tabla 1 es un resumen de las biopsias de pacientes con cancer de colon y de mama que se tifieron
inmunolégicamente para IL-31R . La tabla muestra que la mayoria de las biopsias tienen tincién positiva (P) para IL-
31R (N se refiere a tincion negativa). La intensidad de la tincion se representa por el nimero de signos “+” en cada
muestra. La Figura 7 proporciona un ejemplo de tinciéon de una de las biopsias, que indica la alta expresion de IL-31R
(en negro) en tejido carcinogénico. La Tabla 2 proporciona una serie de tejidos de tejido humano normal y tumoral de
diversos origenes, que indica los niveles de expresion de IL-31R en cada tejido. Se presenta la alta expresion de IL31R
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en tejidos carcinogénicos de todos los origenes. Sin embargo, en algunos tejidos normales también se presenta una
alta expresion de IL31R. “T” significa tejido tumoral. “N” significa tejido normal.

Tabla 1. Biopsias de pacientes con cancer de colon y de mama que se tifieron inmunolégicamente para IL-31R

‘Tipo de tejido/ Numero de paciente |Tincién (P/N) |Intensidad de tincion
‘ Biopsias de cancer de colon | 12/15 Positivos |
114-09085 P -+
114-07461 E et
114-05245 P |+
114-05087 P |+
114-04018 E et
114-03717 N |
114-02841 P [+
114-01064 N |
114-00670 P -+
114-00154 P -+
114-09531 P L
114-09428 N e
114-09434 P Lo
114-09431 P Lo
114-09087 P Lo
‘Céncer de mama |6/1O positivos |Intensidad de tincion
68482/10 N -
119197/11 P [+
114994/14 N |
132530/10 N |
5378/10 P -+
8603/13 N |
122782/14 P o
149549/12 P [+t
20788/11 P s
975713 P +
‘Biopsias de cancer de mama |4/5 positivos |Intensidad de tincion
134735/12 P Lo
48685/09 P Lo
28176/10 P |+
11637/10 N |
112855/11 P [
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Tabla 2. IL-31R en tejido humano normal y tumoral de varios origenes

Serie de tejidos de cancer de la Comentario
valoracion
Tipo de tejido Tumoral |Normal

(T) (N)
Mama 4/6 1/2 La mayoria de los T son leves
Colon 6/7 2/3 La mayoria de los T son leves
Pulmon 8/8 3/3 Diferentes intensidades en T tincion

leve en N

Rifion 8/8 5/5 N también esta fuerte
Ovario 8/9 1/4 Diferente intensidad en T
Endometrio 5/5 2/3 T estan intensos
Estdbmago 5/8* 0/0 *2 nucleos T son tejido conectivo
Piel 6/6 1/2
Higado 5/6* 5/5 *1 nacleo T es tejido conectivo

Los niveles de expresion de IL-31R en varios carcinomas de colon y mama humanos de pacientes con cancer
revelaron que muchos, pero no todos, los tumores expresan IL-31R. Por lo tanto, tales tumores se pueden ver
afectados por el tratamiento con el ligando IL-31 que inhibe la viabilidad de las células tumorales como se muestra in
vitro.

Ejemplo 7:
El IL-31-IgG esta estabilizado durante al menos 72 horas en sangre periférica

Se probo la estabilidad de la proteina IL-31-IgG mediante la inyeccion a ratones C57B16 de 30 ug de las proteinas de
IL-31 indicadas (tanto humanas como de ratén). Se extrajo la sangre por el seno retro-orbital en diferentes puntos
temporales y se separd el plasma. Se usé plasma (2 pl) para detectar las diversas proteinas de IL-31 usando
anticuerpos anti-His conjugados con HRP mediante Western Blot. A partir de las figuras 9G-9I se puede ver que las
diferentes proteinas de IL-31-IgG se estabilizan durante al menos 72 horas en sangre periférica. Se observa ademas
que la Figura 8 muestra que la IL-31-1gG se estabiliza durante al menos 72 horas en sangre periférica. Se transfectaron
células 293T con el constructo IL-31-Ig (Figura 8A). Se obtuvieron el medio condicionado (CM) y los lisados después
de 48 horas y después se detectaron para los diversos componentes del constructo de IL-31 mediante Western Blot.
(Figura 8B-E). Deteccion de la parte miL-31 (Figura 8B), la parte mCH2-CH3-IgG (Figura 8C), la parte Myc (Figura 8D)
y la parte His (Figura 8E) usando anticuerpos Cabra-a-Rata, C-a-m-IgG, C-a-m-ligera, C-a-m-ligera, respectivamente.
Se muestra la tincion con Azul Brillante de Coomassie (CBB) de 20 mg de hIL-31-lgG y mIL-31-IgG purificadas en la
Figura 8 F. La proteina IL-31-IgG (humana y de ratén), que se generd y purificd, se ha probado para determinar su
estabilidad en sangre periférica de ratones. Se inyectaron ratones C57B16 con 30 pg de las proteinas IL-31 indicadas.
La sangre se extrajo por el seno retro-orbital en diferentes puntos temporales y se separé el plasma. Se us6 plasma
(2 pl) para detectar las diversas proteinas de IL-31 usando anticuerpos anti-His conjugados con HRP mediante
Western Blot. (Figura 9G) 30 pg de miIL31-IgG vs. 200 ug de mIL31. (Figura 8H) 30 ug de hIL31-IgG vs. 200 ug de
hIL31. (Figura 9l) 30 pg de hIL31-1gG vs. 200 ug de hiL31-PEG. hIL-31-PEG representa la proteina IL-31 purificada
después de la PEGilacion. La Figura 8G-H representa la farmacocinética de IL31-IgG en la sangre periférica de
ratones. Muestra que, aunque la IL-31 esta en su forma nativa, se elimina del sistema en 15 minutos, la IL31-IgG esta
presente de manera estable en la sangre periférica durante las primeras 72 horas.

Ejemplo 8:
La IL-31 inhibe directamente la angiogénesis
La IL-31 inhibe directamente la angiogénesis segun se evalu6 mediante un ensayo de formacién de tubos:

Se sembraron células endoteliales vasculares umbilicales humanas (HUVECSs) en placas de cultivo de tejidos de 48
pocillos recubiertas con Matrigel (4 x 10* células/pocillo) y se incubaron en medio M-199 con FBS al 20%. Los pocillos
se cultivaron con 100 ng/ml de IL-31 recombinante humana o 10 ug/ml de IL-31-IgG humana. Las células se cultivaron
y se capturaron las imagenes de contraste de fase de los tubos de microvasos después de 200 minutos a 100
aumentos con el Leica CTR 6000 (Leica Microsystems). Las imagenes se analizaron usando el paquete informatico
ImagedJ y se cuantificaron por recuento del niumero de uniones HUVEC (bifurcaciones) por campo.
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La Figura 9A muestra imagenes representativas de la formacion de tubos de HUVECs en presencia de 100 ng/ml de
IL-31 recombinante humana (rhIL31) o 10 ug/ml de IL-31-IgG que se proporcionan en un punto de tiempo de 200
minutos. Se cuantificd y presentd el nimero de bifurcaciones por campo. *, p<0,05; ***, p<0,001 como se muestra en
la Figura 9B. Como se puede ver, la IL31 o la IL31IgG inhiben significativamente la formacién de tubos.
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REIVINDICACIONES

1. La IL-31 o péptido que es al menos aproximadamente un 70% homologo a la secuencia de la IL-31 como se expone
en la SEQ ID N°. 1, una proteina de fusién que comprende IL-31 o péptido que es al menos aproximadamente un 70%
homologo a la secuencia de la IL-31 como se expone en la SEQ ID N°. 1, o un complejo que comprende IL-31 o
péptido que es al menos aproximadamente un 70% homadlogo a la secuencia de la IL-31 como se expone en la SEQ
ID N° 1 o una proteina de fusién que comprende la IL-31 o péptido que es al menos aproximadamente un 70%
homologo a la secuencia de IL-31 como se expone en la SEQ ID N°. 1 para usar en el tratamiento del cancer que
expresa un receptor de I1L-31.

2. El compuesto para usar de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el cancer es cancer renal, cancer biliar, cancer
prostatico, cancer de tiroides, cancer de paratiroides, cancer de mama, cancer de pulmon, cancer de cabeza y cuello,
cancer de proéstata, cancer de eso6fago, cancer de traquea, cancer de higado, cancer de vejiga, cancer de estdmago,
cancer de pancreas, cancer de ovario, cancer de Utero, cancer de cuello uterino, cancer de testiculo, cancer de colon,
cancer de recto o cancer de piel.

3. El compuesto para usar de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde el cancer es cancer de mama o cancer de
colon.

4. El compuesto para usar de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el cancer es una neoplasia maligna
hematoldgica seleccionada de mieloma multiple, leucemia linfocitica aguda (LLA), leucemia mieloide aguda (LMA),
leucemia mieloide crénica (LMC).

5. La IL-31 o péptido que es al menos aproximadamente un 70% homologo a la secuencia de la IL-31 como se expone
en la SEQ ID N°. 1, una proteina de fusién que comprende la IL-31 o péptido que es al menos aproximadamente un
70% homadlogo a la secuencia de la IL-31 como se expone en la SEQ ID N°. 1, o un complejo que comprende la IL-31
o péptido que es al menos aproximadamente un 70% homadlogo a la secuencia de la IL-31 como se expone en la SEQ
ID N°. 1 o una proteina de fusiéon que comprende la IL-31 o un péptido que es al menos aproximadamente un 70%
homalogo a la secuencia de la IL-31 como se expone en la SEQ ID N°. 1 para usar en el tratamiento de un trastorno
relacionado con la angiogénesis.

6. El compuesto para usar de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde el trastorno relacionado con la angiogénesis
es cancer, artritis, artritis reumatoide, placas ateroescleroticas, neovascularizacion del injerto de cérnea, cicatrices
hipertroficas o queloides, retinopatia proliferativa, retinopatia diabética, degeneraciéon macular, degeneracion macular
relacionada con la edad (AMD), granulacion, glaucoma neovascular, uveitis, fibrosis hepatica, fibrosis pulmonar, asma,
Fibrosis Pulmonar Idiopatica (IPF), Mielofibrosis o Colangitis Primaria Esclerosante.
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