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DESCRIPCION
Método para modular el apetito
Campo de la invencion

La invencién se relaciona con un método para modular el apetito y/o peso corporal en un individuo. En particular, la
invencion se relaciona con mic-1 o un fragmento mic-1 activo para uso en el tratamiento de obesidad. También aqui
se describe un método para administrar a un sujeto que sufre de apetito reducido y/o pérdida de peso asociada con
tumores en estadios tardios (particularmente, canceres), una cantidad efectiva de un agente que es capaz de reducir
la cantidad de citoquina 1 de inhibidor de macréfago (mic-1) presente en el sujeto o que de otra forma inhibe la
actividad de mic-1 en el sujeto.

Antecedentes de la invencion
El control de peso corporal es un proceso complejo que en la actualidad se entiende de forma incompleta.

Es multifactorial y esta influenciado por el apetito, ingesta y eliminacién de alimentos, utilizacion y gasto de energia.
Se conoce una serie de mediadores solubles que estan implicados en la regulacion de diversos aspectos de este
proceso e incluyen hormonas y citoquinas tal como leptina, grelina, melanocortina, péptido relacionado con agouti, y
neuropéptido Y (NPY). El control de peso normal es importante para la buena salud y obesidad especialmente,
puede aumentar enormemente la morbilidad y mortalidad en individuos. También puede ser problematico el peso
inferior al peso promedio, y en sociedades desarrolladas, en donde esta disponible suficiente alimento, esto es mas
frecuente debido a enfermedades que incluyen algunos trastornos inflamatorios crénicos, trastornos alimenticios
tales como anorexia nerviosa, y cancer. Especialmente en los estadios tardios de cancer, la caquexia es comUn (que
ocurren en la mayoria de pacientes con cancer terminales), y es responsable de aproximadamente un cuarto de las
muerte relacionada con cancer.

Algunos afios atras, el actual solicitante clona y caracteriza una citoquina de la superfamilia de TGF-B humano
novedoso que se denomina la citoquina 1 inhibidora de macréfago (MIC-1) (1-7), pero desde entonces también se
conoce como factor derivado de préstata (PDF), proteina morfogenética 6sea placentaria (PLAB), y factor 15 de
crecimiento/diferenciacion (GDF-15) (7). Bajo condiciones de descanso, la placenta es solo el tejido que expresa
grandes cantidades de MIC-1 (7), pero las células epiteliales en una amplia variedad de otros drganos también
expresan normalmente cantidades pequefias de mARN MIC-1. Este nivel bajo de expresion normal MIC-1, sin
embargo, se aumenta dramaticamente en tumores malignos, inflamacién y lesién (7, 8-11), el aumento esta
inducido en una amplia variedad de tensiones celulares y factores de activacion, y estad mediado intracelularmente,
particularmente mediante el factor de transcripcion p53 y EGR-1 (12-15). En particular, el aumento en la expresion
MIC-1 se ligado fuertemente a canceres de mama, prostata, pancreatico y de colon (9-11, 17, 18), y en un estudio
recientemente publicado (20) de varios cientos de pacientes con pélipos colonicos o cancer de colon, el actual
solicitante muestra que la elevacién de los niveles de suero de MIC-1 ocurre en una forma en etapas progresiva, que
refleja la patogenia de cancer de colon, con evolucion de normal a benigno y luego para pélipos col6nicos
displasicos y finalmente cancer de colon. Esta observacion, junto con los resultados de otros estudios (15, 17, 19,
21), sugiere que el MIC-1 tiene una funcion importante en la evolucién del tumor, al inducir efectos paracrinos
significativos que modulan el ambiente del tumor.

Se sabe que las citoquinas estan implicada en caquexia (Rubin, H. PNAS (2003) Vol. 100 (9), pp 5384-5389).

Se conocen los trastornos inmunolégicos y proliferativos de células que estan asociados con MIC-1, como lo son los
métodos para detectarlos. Dichos trastornos han sido tratados al suprimir o mejorar la actividad de MIC-1
(documento W099/06445).

Adicionalmente, se conocen métodos para diagnosticar el riesgo de aborto espontaneo y/o nacimiento prematuro,
anormalidades fetales, enfermedad inflamatoria y cancer, que implican la determinacion de niveles anormales de
MIC-1 en una muestra (documento W001/81928).

También se ha encontrado que los niveles de suero de las proteinas MIC-1 son elevados en pacientes con cancer
metastasico (Welsh. J.et al. PNAS (2003) Vol. 100 (6), pp 3410-3415).

En trabajo que conduce a la presente invencion, se ha observa que los niveles de suero de MIC-1 de pacientes en
estadios tardios de uno de los canceres epiteliales mencionados anteriormente (por ejemplo niveles de suero de 10
a 50 ng/ml o mas), se correlaciona con niveles de suero en ratones que sobreexpresan MIC-1 y que muestran
pérdida de peso marcada. Por lo tanto se propone que la caquexia que se exhibe cominmente en pacientes con
cancer asociado con aumento de la expresién MIC-1, es debido a la sobreexpresion de MIC-1 y que al inhibir esa
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expresion (por ejemplo con anticuerpos anti-MIC-1), seria posible reversar o reducir la severidad de la pérdida de
peso.

Resumen de la invencién
La presente invencion proporciona MIC-1 o un fragmento MIC-1 activo para uso en el tratamiento de obesidad.

Adicionalmente, la presente invenciéon también proporciona MIC-1 o un fragmento MIC-1 activo para uso en el
tratamiento de obesidad, en donde dicho MIC-1 o un fragmento MIC-1 activo se mezcla con un portador
farmacologicamente aceptable y/o excipiente.

Aqui se describe un método para modular el apetito y/o peso corporal en un sujeto, dicho método comprende
administrar a dicho sujeto una cantidad efectiva de un agente que modula MIC-1, en donde dicho agente aumenta o
reduce la cantidad de MIC-1 presente en dicho sujeto, o inhibe 0 mejora la actividad biolégica de MIC-1 presente en
dicho sujeto.

Aqui se describe un método para aumentar el apetito y/o peso corporal en un sujeto, dicho método comprende
administrar a dicho sujeto una cantidad efectiva de un agente que inhibe MIC-1 opcionalmente en mezcla con un
portador farmacolégicamente aceptable y/o excipiente.

Aqui se describe un método para reducir el apetito y/o peso corporal en un sujeto, dicho método comprende
administrar a dicho sujeto una cantidad efectiva de un agente que mejora MIC-1 opcionalmente en mezcla con un
portador farmacoldgicamente aceptable y/o excipiente.

Breve descripcién de las figuras

La Figura 1 proporciona un diagrama esquematico del procesamiento del precursor MIC-1 a través de su forma
madura, 112 amino&cidos. La divisién del propéptido del dominio maduro ocurre en Arg*®.

La Figura 2 muestra graficamente la relacion entre el peso de ratones sin pelo y niveles de suero MIC-1 humanos en
la sangre recolectada cuando el tumor mas grande del raton ha alcanzado un didmetro de aproximadamente 1 cm.
Se xenoinjertan ratones sin pelo con células DU145 humanas construidas por ingenieria para sobreexpresar;

(i) el MIC-1 humano de longitud completa (que incluye el propéptido) (series 3),
(i) MIC-1 humano maduro (no propéptido) (serie 1),

(iii) MIC-1 humano que incluye el propéptido pero que tiene el sitio proconvertasa similar a furina eliminado (FURIN
DEL) (serie 2), y

(iv) vector solo de control negativo (serie 4).

La Figura 3 muestra graficamente la relacion entre el porcentaje de pérdida de peso de ratones sin pelo (comparado
con el peso al inicio del experimento) y niveles de suero de MIC-1 humano en sangre recolectada cuando el tumor
mas grande del ratén ha alcanzado un diametro de aproximadamente 1 cm. Los ratones sin pelo se xenoinjertan con
células DU145 humanas construidas mediante ingenieria para sobreexpresar;

(i) el MIC-1 humano de longitud completa (que incluye el propéptido) (serie 3),
(ii) MIC-1 humano maduro (no propéptido) (serie 1),

(iif) MIC-1 humano que incluye el propéptido pero tiene el sitio proconvertasa similar a furina eliminado (FURIN DEL)
(serie 2),y

(iv) vector solo de control negativo (serie 4).

La Figura 4 proporciona los resultados gréaficos del efecto de anticuerpos antiMIC-1 humanos de oveja en peso de
ratén (g). (A) En el dia 27, a dos ratones se les da 10mg (intraperitonealmente) de IgG purificado de ovejas
inmunizadas con MIC-1 recombinante altamente purificada para desarrollar anticuerpo de titulo alto al MIC-1
humano. (B) En el dia 27, a dos ratones se les da 10mg (intraperitonealmente) del IgG de control purificado de suero
de oveja normal. Las graficas A y B muestran los datos representativos de uno de cada uno de los ratones en los
dos grupos.
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La Figura 5 proporciona los resultados de una evaluacion de pérdida de peso con una estirpe de ratdn transgénico
gue sobreexpresa MIC-1 (TG) min 28. El peso corporal se reduce significativamente (P < 0.001) en ratones machos
y hembras min 28 comparado con compafieros de camada tipo natural congénicos (3 litros, 59 a 61 dias de edad).

La Figura 6 proporciona los resultados de una evaluacion de pérdida de peso con una estirpe de ratones
transgénicos que sobreexpresan MIC-1 (TG) min 75. El peso corporal se reduce significativamente (P < 0.001) en
ratones machos y hembra min 75 comparado con compafieros de camada tipo natural congénicos (WT) (3 litros, 59
a 61 dias de edad).

La Figura 7 muestra una comparacion de peso corporal (g), de ratones compafieros de camada tipo natural
(simbolos rellenos, WT) y transgénicos heterocigotos (TG, simbolos abiertos) de siete camadas. El nimero indica el
peso promedio de ratones heterocigotos comparados con sus compafieros de camada tipo natural dentro de cada
camada. Los ratones WT y TG recién nacidos (menos que los ratones de <48h de edad) no son significativamente
diferentes en pesos corporales.

La Figura 8 muestra que la administracion de un anticuerpo monoclonal (MAb26) al MIC-1 humano puede reversar la
pérdida de peso en los ratones sin pelo xenoinjertados con células DU145 humanas que se han traducido para
sobreexpresar MIC-1 utilizando una construccién de MIC-1 humano maduro (no propéptido). Los ratones inyectados
con células DU145 que sobreexpresan MIC-1 empiezan a perder peso rapidamente. La administracién una Unica
inyeccion de MAb26, en cantidades entre 0.1 y 1mg, en el dia 11, provoca un aumento en el peso, la magnitud de lo
cual, y la duracién de lo cual, aumenta con aumento en las cantidades de MAb26 (A-C). No se presenta efecto de
MAb26 en crecimiento de tumor (D-F). Los ratones no tratados (G) y los ratones tratados con regulador PBS solo (H)
rapidamente y continuamente pierden peso sobre el curso del experimento. El peso (g) esta sobre el eje vertical.

La Figura 9 muestra una comparacion de la absorcion de alimento, diariamente sobre 3 dias sucesivos, en ratones
sin pelo xenoinjertados con células DU145 humanas que se han transducido para sobreexpresar MIC-1 utilizando
una construccion de MIC-1 humano maduro (no propéptido) y ratones de control que reciben células DU145
transducidas con una construccion de control.

La Figura 10 muestra una comparacion de peso de musculo y la almohadilla de la pata en ratones sin pelo
xenoonjertados con células DU145 humanas que se han transducido para sobreexpresar MIC-1 utilizando una
construccion de MIC-1 humano maduro (no propéptido) y ratones de control que reciben células DU145 transducidas
con una construccion de control. Los MIC-1 que llevan tumores de expresion DU145 se representan por barras
sélidas y las barras abiertas representan ratones que tienen tumores de control. La comparacién estadistica se lleva
a cabo utilizando la prueba T y el nimero de estrellas indica el aumento de la significancia estadistica de p =0.003 a
p<0.0001. Se presenta una reduccion marcada en el peso de grasa corporal en grasa inguinal, grasas del epididimo
y grasa retroperitoneal. No se presenta diferencia significativa en el peso del masculo entre los dos grupos de
ratones. NS=no significativo **p<0.01 ***p<0.001.

La Figura 11 muestra la absorciéon de alimentos en ratones transgénicos MIC-1 comparado con controles tipo
natural. Los ratones 5 tipo natural (WT) y 6 transgénicos (TG) se alojan individualmente en jaulas, y se dejan durante
48 horas para que se ajusten al alojamiento Unico. El alimento puesto en la tolva se pesa en el punto de tiempo cero.
Cada 24 horas, se estima el alimento consumido al restar el alimento rechazado y los derrames el peso del alimento
pues en la tolva. La absorcién de alimento se mide durante cuatro, periodos separados de 24 horas. La absorcion de
alimento por ratén/dia es significativamente mayor en animales WT (p<0.03) (A). Sin embargo, esta diferencia
desaparece cuando la absorcion de alimento se corrige para el peso corporal del raton (B).

La Figura 12 muestra los pesos de los 6rganos de ratones MIC-1 transgénicos (TG) y ratones tipo natural (WT).
Abreviaturas: m=macho, f=hembra, epid=epididimo, ut=uterino, retroperit=retroperitoneal. **p<0.01 ***p<0.001.

La Figura 13 muestra los resultados de ensayos para MIC-1 que se unen a fetuina. El MIC-1 purificado recombinante
(en 0.1% de BSA) se incuba con glébulos de agarosa recubiertos con fetuina. Los glébulos luego se lavan y el
material unido se analiza mediante SDS-PAGE seguido por Western blot con anticuerpo anti-MIC-1. Linea 1, MIC-1
recombinante purificado; linea 2, MIC-1 unido a glébulos de fetuina; linea 3, solo glébulos de fetuina; linea 4, MIC-1
incubado con solo glébulo de agarosa. La flecha indica la bandas MIC-1.

La Figura 14 muestra las secciones del cerebro de ratones adultos normales en la region del hipotalamo y el tercer
ventriculo (V3) se cortan para ser sometido a (A) hibridacién in situ para MIC-1 utilizando la sonda de ARN marcada
35S y autoradiografia y (B) inmunohistoquimica utilizando anticuerpos policlonales purificados de afinidad en casa en
MIC-1 de murino recombinante. Las secciones muestran la expresiéon de mARN MIC-1 y proteinas en la region de
nucleo arqueado (AN) y la region paraventricular.

Descripcion detallada de la invencion
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Se ha encontrado previamente que muchos canceres, especialmente de origen epitelial, sobrexpresan MIC-1 y que
los niveles de MIC-1 en suero se elevan en pacientes con estos canceres en proporcion al estadio y grado de la
enfermedad. Especialmente en estadios tardios del cancer, estos niveles de suero pueden alcanzar 10 a 50 ng/ml o
mas, niveles que en ratones se asocian con pérdida de peso marcada. Al reducir los niveles MIC-1 o la actividad de
MIC-1 en pacientes con cancer, se espera que la pérdida de peso, y los efectos negativos posteriores en el
bienestar y autoestima del paciente, se pueden reversar o reducir. A su vez, esto puede ayudar en la capacidad del
paciente que se va a tratar para cancer y responde positivamente a la terapia, y por lo tanto reduce la morbilidad y
mortalidad.

Aqui se describe un método para modular el apetito y/o peso corporal en un sujeto, dicho método comprende
administrar a dicho sujeto una cantidad efectiva de un agente que modula MIC-1, en donde dicho agente aumenta o
reduce la cantidad de MIC-1 presente en dicho sujeto, o inhibe 0 mejora la actividad biolégica de MIC-1 presente en
dicho sujeto ("método 1").

Cuando el método funciona para reducir la cantidad de MIC-1 presente en el sujeto (particularmente, para reducir el
nivel de suero de MIC-1), o inhibe la actividad de MIC-1, el método puede aumentar el apetito y/o conducira un
aumento en el peso corporal o, por lo menos, una reduccion en cualquier pérdida de peso corporal en el sujeto. De
otra parte, cuando el método funciona para aumentar la cantidad de MIC-1 (particularmente, para aumentar el nivel
de suero de MIC- 1), o mejorar la actividad de MIC-1, el método puede reducir el apetito y/o conduce a una
reduccion en el peso corporal 0, por lo menos, una reduccién en cualquier ganancia de peso corporal en el sujeto.

Aqui se describe un método para aumentar el apetito y/o peso corporal en un sujeto, dicho método comprende
administrar a dicho sujeto una cantidad efectiva de un agente que inhibe MIC-1 opcionalmente en mezcla con un
portador farmacolégicamente aceptable y/o excipiente ("método 2").

El método 2 involucra la administracion de un agente que inhibe MIC-1. Dicho agente puede reducir la cantidad de
MIC-1 enddgeno en el sujeto (particularmente, el nivel de suero de MIC-1 enddgeno), y se puede seleccionar de
anticuerpos anti-MIC-1 o fragmentos de los mismos (por ejemplo fragmentos Fab o fragmentos scFv recombinantes
(22)), moléculas de oligonucleétidos inhibidora y cataliticas dirigidas contra el gen MIC-1 (por ejemplo ribozimas,
ADNzimas, ARN antisentido, y ARN inhibidor pequefio (siARN)), y inhibidores de transcripcién o traduccion de MIC-
1. Alternativamente, el agente que inhibe MIC-1 puede inhibir la actividad de MIC-1 enddgeno en el sujeto, y se
puede seleccionar de anticuerpos anti-MIC-1 o fragmentos de los mismos (por ejemplo fragmentos Fab o fragmentos
scFv recombinantes), dominios del receptor extra citoplasmico soluble de receptores MIC-1, otras moléculas
solubles o proteinas asociadas con matriz que se unen a MIC-1 (por ejemplo heparina, sulfato de heparan y fetuina),
y péptido, imitador de péptido, o inhibidores de molécula organica pequefa de, por ejemplo, unién de MIC-1 a su
receptor. Adicionalmente, péptido, imitador de péptido, o inhibidores de molécula organica pequefia pueden inhibir la
actividad de MIC-1 endégeno al inhibir la fosforilacion del receptor MIC-1, o transmision de informacion de
sefializacién del receptor MIC-1 al nlcleo de la célula, o accién de los factores de transcripcién relevantes en el
genoma celular. Adicionalmente, el agente que inhibe MIC-1 puede ser un inhibidor de la enzima proconvertasa
responsable de la division del propéptido del dominio de proteina MIC-1 madura. Como se muestra en el ejemplo 1
aqui adelante, el MIC-1 inmaduro (es decir proMIC-1) se asocia con la matriz extracelular, y al inhibir de esta forma
al inhibir la enzima de proconvertasa responsable del procesamiento de MIC-1, el MIC-1 se puede "bloquear" en la
matriz extracelular. La enzima proconvertasa se puede inhibir mediante, por ejemplo, (a) transfeccion de células con
un mutante alfa-1-antitripsina, alfa-1-antitripsina Portland, (b) péptidos poliarginina; y (c) péptidos con base en la
secuencia de la proteina objetivo para la proconvertasa, que abarca la secuencia de propéptidos y la secuencia de
proconvertasas de la proteina objetivo.

Preferiblemente, el agente que inhibe MIC-1 es un anticuerpo anti- MIC-1 o fragmento del mismo, y mas
preferiblemente, un anticuerpo monoclonal humanizado anti-MIC-1. Los anticuerpos humanizados anti-MIC-1 se
pueden producir de acuerdo con los métodos descritos en la Patente Estadounidense No. 5,225,539.

El método 2 es util para el tratamiento de un sujeto que sufre de apetito reducido y/o pérdida de peso asociada con
enfermedad inflamatoria (por ejemplo artritis reumatoide) y/o cancer (particularmente, un cancer epitelial tal como
cancer de mama, prostata, colonico, rectal, de vejiga y pancreatico). El método, sin embargo, también puede ser (til
para el tratamiento de apetito reducido y/o pérdida de peso asociada con cualquier otra enfermedad, afeccién o
tratamiento en donde el MIC-1 se sobreexpresa (por ejemplo lesién, inflamacion, tensién, y radioterapia y
quimioterapia). Los sujetos adecuados para tratamiento con el método 2 se puede restringir por aquellos que
muestran la sobreexpresion MIC-1 o, por lo menos, un nivel de suero MIC-1 consistentemente en el extremo alto del
nivel de suero normal de 200-1200 pg/ml. Dichos sujetos se pueden seleccionar mediante la deteccion de un alto
nivel de MIC-1 en suero (por ejemplo de una muestra de suero o sangre completa), utilizando un ensayo para MIC-1
(por ejemplo un ELISA MIC-1 (4)).

El método 2 se utiliza para el tratamiento de un sujeto que sufre de apetito reducido y/o pérdida de peso asociada
con cancer avanzado, en donde una masa de tumor total alta conduce frecuentemente a un alto nivel de suero de
MIC-1.
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Aqui también se describe un método para reducir el apetito y/o peso corporal en un sujeto, dicho método comprende
administrar a dicho sujeto una cantidad efectiva de un agente que mejora MIC-1 opcionalmente en mezcla con un
portador farmacoldgicamente aceptable y/o excipiente ("método 3").

El método 3 involucra la administracién de un agente que mejora MIC-1. Dicho agente puede aumentar la cantidad
de MIC-1 enddgeno en un sujeto (particularmente, el nivel de suero of MIC-1 enddgeno), y se puede seleccionar de
MIC-1, y agentes que mejoran la transcripcién o traduccién del gen MIC-1 (por ejemplo el factor de transcripcion p53,
que se observa frecuentemente en niveles elevados en enfermedades asociadas con la sobreexpresion de MIC-1, o
agentes que mejoran la expresion p53 o actividad tal como nutlina (23)). Alternativamente, el agente que mejora
MIC-1 puede mejorar la actividad de MIC-1 enddgeno en el sujeto. Como se utiliza aqui, el término agente que
mejora MIC-1 debe ser considerado como que incluye agentes que imitan la actividad de MIC-1 (por ejemplo
fragmentos MIC-1 activos, imitadores de péptidos de los dominios activos de MIC-1, y moléculas organicas
pequefias que imitan la actividad MIC-1).

El método 3 es Util para el tratamiento de un sujeto que sufre de obesidad o que puede desear de otra forma pérdida
de peso por razones de bienestar o vanidad.

Los agentes que modulan MIC-1 para uso en los métodos descritos aqui se pueden formular en cualquier forma de
dosificacion o composicién farmacéutica/veterinaria adecuada (por ejemplo composiciones para administracion oral,
bucal, nasal, intramuscular y intravenosa). Normalmente, dicha composicion se administrara al sujeto en una
cantidad que es efectiva para modular el apetito y/o peso corporal, y por lo tanto proporciona entre
aproximadamente 0.01 y aproximadamente 100 pg/kg peso corporal por dia del agente que modula MIC-1, y mas
preferiblemente proporciona de 0.05 y 25 pg/kg de peso corporal por dia del agente que modula MIC-1. Una
composicién adecuada que estd destinada para administracién diaria Unica, administracion diaria multiple, o
liberacién controlada o sostenida, segun se necesita para lograr los resultados mas efectivos.

Ademas de los agentes que modulan MIC-1 identificados anteriormente, otros agentes que modulan MIC-1 se
pueden identificar al detectar agentes candidatos o colecciones de agentes para un efecto sobre la cantidad de MIC-
1 presente en un sujeto y/o sobre la actividad de MIC-1. En forma similar, los agentes para el tratamiento de diversas
enfermedades y afecciones se pueden evaluar para efectos colaterales indeseados sobre el apetito y/o peso
corporal (por ejemplo supresion indeseable o mejora del apetito).

Por lo tanto la presente invencién proporciona MIC- 1 o un fragmento MIC-1 activo para uso en el tratamiento de
obesidad.

Adicionalmente, la presente invenciéon también proporciona MIC-1 o un fragmento MIC-1 activo para uso en el
tratamiento de obesidad, en donde dicho MIC-1 o un fragmento MIC-1 activo se mezcla con un portador
farmacologicamente aceptable y/o excipiente.

Aqui también se describe un método para evaluar el efecto de un agente sobre el apetito y/o peso corporal de un
sujeto, dicho método comprende administrar dicho agente a dicho sujeto o un modelo de animal adecuado del
mismo (por ejemplo un ratdn), y detectar cualquier aumento o reduccién en la cantidad de MIC-1 (particularmente, el
nivel de suero MIC-1) en dicho sujeto o modelo de animal ("método 4").

Cualquier aumento o reduccion en la cantidad de MIC- 1 en el sujeto o modelo de animal se puede identificar al
obtener muestras MIC-1 (por ejemplo muestras de suero o sangre completa) antes y después de la administracién
de dicho agente, y determinar la cantidad respectiva de MIC-1 en dichas muestras (por ejemplo con un ELISA MIC-
1).

Aqui se describe adicionalmente un método para evaluar el efecto de un agente sobre el apetito y/o peso corporal de
un sujeto, dicho método comprende formar una mezcla entre MIC-1 (o un fragmento funcional o imitador del mismo),
un socio de unién MIC-1 (preferiblemente, un receptor MIC-1 o fragmento funcional o imitador del mismo), y dicho
agente, y detectar cualquier aumento o reduccién en la unién entre el MIC-1 (o fragmento funcional o imitador del
mismo) y el socio de uniéon MIC-1 ("método 5").

Un aumento en la union puede indicar que es probable que el agente reduzca el apetito y/o peso corporal de un
sujeto. De otra parte, una reduccién en la unién puede indicar que es probable que el agente aumente el apetito y/o
peso corporal de un sujeto.

Aqui se describe un método para evaluar el efecto de un agente sobre el apetito y/o peso corporal de un sujeto,
dicho método comprende exponer un MIC-1 que expresa células a dicho agente y detectar cualquier aumento o
reduccion en el nivel de dicha expresion de MIC-1 ("método 6").
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Un aumento en la expresion de MIC-1 puede indicar que es probable que el agente reduzca el apetito y/o peso
corporal de un sujeto. De otra parte, una reduccion en la expresion de MIC-1 puede indicar que es probable que el
agente aumente el apetito y/o peso corporal de un sujeto.

Preferiblemente, este método se realiza in vitro utilizando una célula que expresa MIC-1 o estirpe celular
seleccionada de macrofagos, células epiteliales, células endoteliales y estirpes celulares de los mismos.

Aqui también se describe un método para evaluar el apetito en un sujeto, dicho método comprende determinar la
cantidad de MIC-1 (particularmente, el nivel en suero MIC-1) presente en dicho sujeto ("método 7").

Dicho método también puede ser predictivo de la masa corporal futura.

El hallazgo de que la sobreexpresion de MIC-1 parece reducir el apetito y/o peso corporal en un sujeto, sugiere que
los métodos de terapia génica que aumenta el nivel de MIC-1 en un sujeto puede proporcionar un tratamiento
efectivo de obesidad. Por lo tanto, también aqui se contemplan métodos de terapia génica, y agentes de terapia
génica, para reducir el apetito y/o peso corporal en un sujeto, que comprende genes recombinantes MIC-1 para
tener aproximadamente aumento en la expresién de endogeno MIC-1. Los vectores adecuados para la introduccion
de los genes MIC-1 incluyen vectores asociados adenoviricos o adenoviricos recombinantes, vectores retroviricos
recombinantes, vectores de lentivirus recombinantes, liposomas que incluyen ADN lineal, y blastocitos
transformados o transducidos.

De forma que la naturaleza de la presente invencion se puede entender mas claramente, las formas preferidas de la
misma ahora se describiran con referencia a los siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplo 1 Regulacion de los niveles en suero de MIC-1

El MIC-1, como otros miembros de la superfamilia TGF-B de proteinas, se sintetiza como un precursor que contiene
un propéptido de terminal N y un dominio MIC-1 maduro de terminal C. El precursor experimenta dimerizacion ligada
a disulfuro en el reticulo endoplasmico (ER) y, una vez dimerizado, deja el ER en el aparato de Golgi, en donde una
convertasa similar a furina se divide en un sitio conservado RXXR (aminoéacido 196) (SEQ ID No:1). Esta divisién
separa el propéptido del dominio de termina C maduro y el MIC-1 de esta forma se libera como un dimero de enlace
de disulfuro de 24.5 kD (1) (Figura 1).

Se ha encontrado previamente que las cantidades sustanciales de MIC-1 se secretan normalmente en una forma no
procesada. Por ejemplo, se ha encontrado que el proMIC-1 no procesado enddgeno se secreta de una variedad de
células que incluyen la estirpe celular de trofoblasto BeWo (4), las estirpes celulares de cancer de prostata LnCAP y
PC3, la estirpe celular pancreatica Panc 1y el estirpe celular monocitoide U937. En la estirpe de adenocarcinoma de
prostata, LnCAP, se ha encontrado que el proMIC-1 no procesado se asocia con la matriz extracelular (ECM),
mientras que el MIC-1 maduro se ubica en el medio condicionado (24). Los estudios preliminares con transfectantes
MDCK también se ha demostrado que la asociacion ECM también esta mediada por una region de terminal C del
propéptido en los aminoacidos 144-195. Adicionalmente, el propéptido recombinante purificado y proMIC-1
interactdan con heparina a través de la misma regién de terminal C del propéptido.

La asociacion de proMIC-1 con el ECM, sugiere que la asociacién ECM puede proporcionar almacenamiento local
del MIC-1 latente, en donde el procesamiento del proMIC- 1 almacenado resultaria en la liberacion rapida del MIC-1
maduro (que tiene poca afinidad para ECM) en la circulacion. Para probar este concepto, se realiza un modelo de
xenoinjerto de tumor en los ratones sin pelo (16).

Materiales y Métodos

Utilizando la estirpe de carcinoma de préstata DU145 humano (17), que no hace el MIC-1 endégeno (en gran parte
porque las células no producen p53 funcional) y por lo tanto es Gtil como un vehiculo para expresar diversas
construcciones MIC-1 humanas, se generan estirpes celulares DU145 permanentemente transfectadas y
subclonadas que se transducen con vectores de expresion eucarioticos (vector IRES Il EGFP, Clontech) que
contienen las secuencias que codifican ya sea;

(i) proMIC-1 humano de longitud completa (excepto utilizando un péptido lider FSH, a diferencia del lider natural) (1),
(ii)) MIC-1 humano maduro (no propéptido, pero que incluye un lider FSH),

(iii) proMIC-1 humano (que incluye un lider FSH) con una eliminacion de la secuencia de aminoacidos RGRRRAR
(SEQ ID No:2) que incluye el sitio proconvertasa similar a furina (mostrado en negrilla), evitando por lo tanto el
procesamiento y liberacién posterior del MIC-1 maduro del propéptido, y
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(iv) vector solo de control negativo (5).

Se seleccionan subclones de alta expresion con base en la expresion de EGFP. Estas células se inyectan
subcutaneamente en el flanco de ratones sin pelo BALB/c nu/nu inmunodeficientes. Los ratones se supervisan
regularmente y su peso se determina sobre una base diaria de 2-3. Los ratones se sacrifican aproximadamente 2
meses después de inyeccién o cuando el diametro del tumor alcanza 1.1cm. Se obtiene suero de estos ratones justo
antes de sacrificio, para estimacion del nivel de MIC-1 humano mediante ELISA (4, 16, 18). Este ELISA para el MIC-
1 humano no reacciona en forma cruzada con MIC-1 de murino, y se ha utilizado previamente para la medicion
exitosa y exclusiva de los niveles de tumor MIC-1 humano en ratones (16).

Resultados

Los resultados se muestran en las Figuras 2 y 3. Solo el MIC-1 maduro que expresa el tumor en ratones muestra un
nivel dramaticamente elevado del MIC-1 en suero. Los tumores de ratdon que expresan el mutante FURIN DEL de
MIC-1, que no se pueden procesar normalmente y de esta forma contener el propéptido, tiene niveles en suero de
MIC-1 marcadamente menores. Mediante extrapolacién de datos in vitro, parece que este resultado se debe a la
estrecha asociacién del mutante FURIN DEL con el ECM.

Discusién

Los resultados obtenidos en este ejemplo indican que el propéptido MIC-1 es importante en la regulacién de la
distribucién de MIC-1 entre tejidos y sangre. Como tal, cualesquiera sustancias que se unan al propéptido MIC-1 (por
ejemplo heparina y sulfato de heparan), o de otra forma compiten con los sitios de uniéon de matriz en el propéptido
(por ejemplo propéptido recombinante purificado) se esperaria que aumentar el nivel de MIC-1 en la circulacién.
Como una consecuencia, se modularian las funciones mediadas por MIC-1 en suero, que incluyen apetito.

Ejemplo 2 Modulacion del Apetito mediante MIC-1

Sobre el curso de la investigacion descrita en el ejemplo 1, se observa que en el modelo de xenoinjerto los ratones,
aquellos que llevan un MIC-1 que sobrexpresa el tumor, pierden peso, o ho ganan mucho peso como ratones de
control. Por lo tanto los estudios se realizan para determinar el grado y razén para el efecto observado en el peso de
ratones.

Materiales y Métodos

Los ratones se pesan justo antes de sacrificio y peso/% pérdida de peso se compara contra los niveles en suero de
MIC-1 medidos (es decir segun se determina por ELISA descrito en el ejemplo 1).

Para evaluar si los niveles en suero de MIC-1 son responsables de la pérdida de peso secundaria, se realiza un
segundo estudio en donde los ratones sin pelo se inyectan subcutaneamente con el clon DU145 que sobreexpresa
el MIC-1 humano maduro (y que hemos asociado previamente con los mayores niveles en suero de MIC-1) y en el
dia 27, después que los ratones han perdido peso sustancial, se inyectan intraperitonealmente con 1mg o 10mg del
IgG de oveja purificado de control o 1gG purificado de suero de oveja que se ha inmunizado con MIC-1 humano
recombinante y tiene anticuerpos de titulo alto para el MIC-1 humano. Este IgG anti-MIC-1 humano de oveja
reacciona con alta afinidad al MIC-1 humano y se ha utilizado previamente en un MIC-1 ELISA.

Para demostrar adicionalmente que la pérdida de peso observada esta mediada por MIC-1 y no otro producto
derivado de tumor, se hace una evaluacion de la pérdida de peso de dos estirpes de ratén transgénicas (min 28 y
min 75; ambas creadas en ratones C57B16) que sobreexpresan el MIC-1 de murino bajo el control del promotor
cfms especifico de macréfago.

Resultados

En los estudios realizados con IgG anti-MIC-1 humano de oveja, se encuentra que 1mg del IgG anti-MIC-1 humano
de oveja IgG no hace diferencia en el peso del ratén (datos no mostrados), sin embargo 10mg de IgG anti-MIC-1
(véase Figura 4A) induce una rapida ganancia de peso en ratones sin pelo que tienen tumor respectivo (cf los
resultados se muestran en la Figura 4B con 10mg del IgG de control). Esta ganancia de peso alcanza un pico 5 a 6
dias después de la administracion de los anticuerpos, y luego gradualmente los ratones empiezan a perder peso
durante los siguientes 7 a 10 dias.

Los resultados de la evaluacion de pérdida de peso en estirpes transgénicas de ratones min 28 y min 75 se
muestran en la Figures 5 a 7 e indican que estos ratones también son sustancialmente mas pequefios que sus
comparfieros de camada tipo natural congénicas. En estos ratones, el peso en el nacimiento es igual y las diferencias
en el peso aparecen después de las primeras pocas semanas de vida.
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Discusién

La pérdida de peso observada es muy dramatica en algunos ratones y se encuentra que se relaciona con el nivel de
suero del MIC-1 humano derivado de tumor. Los ratones transducidos con un clon DU145 que sobreexpresa el MIC-
1 humano maduro tienen como mucho los mas altos niveles de MIC- 1 en suero y estos ratones pierden peso a una
tasa dramatica. La observacién del comportamiento del animal, indican que una razoén principal para esto, es una
reducciéon dramatica en la ingesta de alimentos por estos ratones. El hallazgo de que la pérdida de peso se puede
reversar mediante administracion con IgG anti-MIC-1 de oveja (pero no el IgG de control) demuestra que la pérdida
de peso se debe a MIC-1. Esto se corrobora mediante la evaluacion de pérdida de peso con las estirpes
transgénicas de ratones min 28 y min 75. En estos ratones, que tienen niveles en suero de MIC-1 marcados incluso
la expresion de MIC-1 es especifica de macréfago, se observa un diferencial significativo en el peso cuando se
compara con ratones tipo natural congénicos. Esta pérdida de peso efectuada ocurre después del nacimiento,
debido a que las estirpes transgénicas de ratones y sus comparfieros de camada tipo natural congénicas tienen
pesos idénticos de nacimiento (es decir como se mide 24 horas después del nacimiento).

Ejemplo 3 Pérdida de peso asociada con tumor que secreta MIC-1 se reversa mediante la administracion de un
anticuerpo monoclonal anti-MIC-1

Resultados y Discusion

Se establece un modelo de xenoinjerto en ratones sin pelo (como se describié anteriormente) en cuyos flancos se
inyectan células DU145 construidas mediante ingenieria para sobreexpresar el MIC-1 maduro. Los ratones
inyectados con células DU145 que sobreexpresan MIC-1 empiezan a perder peso rapidamente. La administracién
de una Unica inyeccion de un anticuerpo monoclonal a MIC-1 (MAb26), en cantidades entre 0.1 y 1 mg, en el dia 11,
provoca un aumento en el peso, cuya magnitud, y cuya duracién aumenta con el aumento de las cantidades de
MAb26 (Figura 8A-C). A la dosis mas alta de aproximadamente 1mg, el peso se ha elevado a nivel de prexenoinjerto
y toma aproximadamente 17 dias para reducir de nuevo al mismo peso cuando primero se administra el anticuerpo.
No existe efecto de MAb26 sobre el crecimiento del tumor (Figura 8D-F) y los ratones no tratados (Figura 8G) y los
ratones tratados con solucion salina regulada con fosfato (Figura 8H) (PBS) solo, rapidamente y continuamente
pérdida de peso sobre la duracion del experimento.

Ejemplo 4 Efecto sobre la absorcion de alimento en modelo de xenoinjerto de ratén
Materiales y Métodos

Se establece un modelo de xenoinjerto en ratones sin pelo (como se describié anteriormente) en cuyos flancos se
inyectan células DU145 construidas mediante ingenieria para sobreexpresar el MIC-1 maduro, o llevar un plasmido
de control. En el dia 8 después de inyeccion de las células DU145 que sobreexpresan MIC-1, cuando el volumen
promedio del tumor es 56 mm? y la pérdida de peso promedio es 7%, la absorcion de alimento se mide durante 3
periodos consecutivos de 24 horas. Los ratones se dejan en grupos de 5 por jaula. El alimento se pone en la tolva y
la camada se pesa en el punto de tiempo 0. Después de 24 horas, se estima el alimento consumido al restar el
alimento que no se consumié y desechado del alimento puesto en la tolva. La absorcién de alimento para los ratones
de control de la misma forma, pero en el dia 21 después de inyeccion de tumor cuando el volumen del tumor ha
alcanzado un promedio de 70mms2,

Resultados

Los ratones inyectados con DU145 que sobreexpresan MIC- 1 comen significativamente menos alimento
(aproximadamente 30%) en el dia 1, 2 y 3 (p=0.01, 0.0001 y 0.02) que los ratones de control (Figura 9). Una
medicién directa de la masa de grasa en estos ratones indica que la sobreexpresion de MIC-1 se asocia con una
reduccion marcada en la masa de grasa en las areas de epididimo, inguinal, y retroperitoneal sin reduccién en la
masa en dos musculos representativos (Figura 10).

Ejemplo 5 Medicién de marcadores metabdlicos en suero en modelo de xenoinjerto de ratén
Materiales y Métodos

Se establece un modelo de xenoinjerto en ratones sin pelo (como se describié previamente) en cuyos flancos se
inyectan células DU145 construidas mediante ingenieria para sobreexpresar MIC-1 o células DU145 de control. En
11-16 dias después de inyeccion de las células neoplasicas DU145 que sobreexpresan MIC-1 y 21-30 dias después
de inyeccién del tumor de control, cuando los volimenes de tumor han alcanzado 100-200 mm3, y, o los ratones han
perdido aproximadamente 18 % de peso corporal, los ratones se sacrifican. A partir de experimentos previos se sabe
que los niveles de suero del MIC-1 humano derivado de tumor estan entre 15 y 58 ng/ml. Se recolecta suero
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mediante puncidn cardiaca y se evalla para los marcadores metabdlicos utilizando inmunoensayos comerciales. Se
realiza comparacion estadistica utilizando la prueba T de Student.

Resultados y Discusion

La medicion de un rango de marcadores metabdlicos en ratones demuestra una reduccion estadisticamente
significativa en MIC-1 que sobreexpresan ratones con tumor de triglicéridos y acidos grasos libres asi como también
glucagén y IGF-1 (datos no mostrados). También se presenta una reduccion en los niveles de leptina que es
consistente con la reduccién en la masa de grasa, una indicacion de que es muy probable que el MIC-1 reduce la
absorcion del alimento estd mediado por el estimulo MIC-1 de leptina. La diferencia para glucosa es muy corta en
significancia estadistica a p=.053. Estos hallazgos se mantienen en gran medida con inanicion y pérdida de masa de
grasa.

Ejemplo 6 Medicién de peso de musculo y almohadilla de la pata en modelo de xenoinjerto de raton
Materiales y Métodos

Se establece un modelo de xenoinjerto en ratones sin pelo macho (como se describié anteriormente). En los flancos
de 20 ratones se inyectan células DU145 construidas mediante ingenieria para sobreexpresar MIC-1 y en 20 ratones
se inyectan células DU145 transducidas con un plasmido de control. En 11-16 dias después de inyeccion de las
células neoplasicas DU145 que sobreexpresan MIC- 1 y 21-30 dia después de inyeccion del tumor de control,
cuando los volimenes de tumor han alcanzado 100-200 mm?3, y, o los ratones han perdido aproximadamente 18 %
de peso corporal, los ratones se sacrifican. El tejido adiposo marrén interescapular, inguinal, de epididimo, y la grasa
retroperitoneal y también el musculo tibial y gastrocnemio se cortan cuidadosamente, se retiran y se pesan y el peso
se corrige para peso corporal.

Resultados y Discusion

No se presenta reduccion en la grasa marron pero existe una reduccion marcada en el peso de grasa corporal en la
grasa inguinal, grasa de epididimo y grasa retroperitoneal (Figura 10). No se presenta diferencia significativa en el
peso del musculo entre los dos grupos de ratones (Figura 10). Sin embargo, utilizando analisis de masa magra
corporal total mas sensible utilizando el formador de imagenes PIXImus (GE Lunar) indica que se presenta una
reduccion general en la masa magra corporal. También se confirma una reduccién mucho mayor en la masa de
grasa total y la masa de grasa abdominal.

Ejemplo 7 Ratones transgénicos MIC-1
Resultados y Discusion

Los ratones transgénicos se construyen mediante ingenieria para sobreexpresar MIC-1 de células monocitoides bajo
el control del promotor c-fms. Estos ratones tienen niveles MIC-1 sistémicamente elevados, parecen estar bien y se
reproducen normalmente. Estos se pueden distinguir de ratones tipo natural pero no muestran un retardo
significativo en el crecimiento partiendo en aproximadamente 3 semanas y en la edad adulta (Figura 5-7). Este
efecto se observa en dos estirpes transgénicas independientes denominadas min 75 y min 28.

Como los ratones de xenoinjerto de tumor, los ratones transgénicos que sobreexpresan MIC-1 comen
significativamente menos que sus contrapartes tipo natural, pero esta diferencia desaparece si la absorcion de
alimento se corrige para el peso del ratén (Figura 11). Se considera que el aumento en los niveles de MIC-1 desde el
nacimiento resulta en reducciéon de la absorcion de alimento que resulta en reducciéon del tamafio y alcanza un
equilibrio en que su tamafio sea apropiado para su absorcion de alimento reducida. La medicién de los mismos
marcadores metabdlicos en los animales transgénicos, como en los ratones xenoinjertados con tumor solo muestran
una diferencia significativa en los niveles de IGF-1, que se reducen en los ratones transgénicos MIC-1.

La medicion de la masa de grasa en las areas inguinal, de epididimo/uterina y retroperitoneal muestra una reduccion
en la masa de grasa en ratones transgénicos que sobreexpresan lo que es mas prominente en ratones hembra
comparado con ratones macho (Figura 12). A pesar de un bazo mas pequefio y un timo mas grande, todos lo tres
gue analizan las almohadillas de la pata tienen tamafio reducido. En términos absolutos, no se presenta diferencia
entre los pesos de WT versus el timo TG.

Ejemplo 8 Control de los niveles en suero de MIC-1 mediante fetuina

La presencia de MIC-1 en suero, a una concentracion media de 450pg/ml en todos los individuos, sugiere que como
algunas otras citoquinas de la superfamilia TGF-@, el MIC-1 se puede unir a uno o mas moduladores circulantes. La
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glucoprotedna, fetuina se expresa ampliamente en células y tejidos y esta presente en suero en sangre. La siguiente
investigacion se hace para determinar si el MIC-1 puede interactuar con esta glucoproteina.

Materiales y Métodos

El MIC-1 maduro recombinante, purificado (en 0.1% de BSA) se incuba con glébulos de agarosa recubiertos con
fetuina. Los glébulos luego se lavan y el material unido se analiza mediante SDS-PAGE seguido por Western blot
con anticuerpo anti-MIC-1: Linea 1, MIC- 1 recombinante purificado; Linea 2, MIC-1 unido a globulos de fetuina;
Linea 3, solo glébulos de fetuina; Linea 4, MIC-1 incubado solo con glébulo de agarosa.

Resultados
Los resultados, mostrados en la Figura 13, indican claramente que el MIC-1 maduro interactlia y se une con fetuina.
Discusion

Cuando el MIC-1 se une a fetuina, la fetuina puede ofrecer una alternativa a la administracion de anticuerpos anti-
MIC-1 para modular las funciones mediadas por MIC-1 en suero. Por ejemplo, para modular los efectos inhibidores
del MIC-1 en suero sobre el apetito, la fetuina se puede administrar a un sujeto (por ejemplo un sujeto que sufre de
cancer avanzado) mediante una ruta adecuada (por ejemplo administracién intravenosa) con el proposito de reducir
el nivel de MIC-1 "libre".

Ejemplo 9 Andlisis de la expresion MIC-1 en cerebro de raton normal
Resultados y Discusion

La absorcion de alimento y el apetito se controlan por una disposicion de complejo de mecanismos, muchos de los
cuales se ubican en el sistema nervioso central. El area dentro del sistema nervioso que controla muchas funciones
corporales basales tales como apetito y temperatura corporal se ubican dentro del area del hipotadlamo. En el caso
del apetito, se localizan muchos de los factores complejos que regulan este proceso en el nicleo arqueado del
hipotalamo y muchos de los mediadores y receptores para los mediadores tales como neuropéptido Y en esta area.
La barrera de cerebro en sangre en esta area también es defectuosa y es una de las areas muy limitadas del
cerebro en donde existe una oportunidad para que las moléculas sistémicas crucen la barrera de cerebro en sangre
y actian directamente en el cerebro. Se considera que el MIC-1 es capaz de ejercer un efecto directo sobre el
nicleo arqueado y el hipotdlamo mediante este mecanismo. Sin embargo. El MIC-1 también se expresa dentro de
esta region del cerebro de ratén normal (Figura 14). Esto no representa la difusién del MIC-1 circulante como se
indica por los estudios de hibridacién in situ que demuestra la colocalizacion del mMARN MIC-1 y la proteina en el
area del nucleo arqueado, area periventricular e hipotdlamo paraventricular. La localizacion de MIC-1 en aquellas
areas de cerebro normales, fuertemente asociadas con funciones tales como el control del apetito, proporciona un
fuerte argumento para la funcién del MIC-1, ambas de la circulacion periférica, y se produce endégenamente dentro
del cerebro, en el control de esta funcién importante.

A través de esta especificacion la palabra "comprenden”, o variaciones tales como "comprende” o "que comprende”,
se entendera que implica la inclusién de un elemento indicado, entero o etapa, o grupo de elementos, enteros o
etapas, pero no la exclusion de cualquier otro elemento, entero o etapa, o grupo de elementos, enteros o etapas.

Cualquier discusion de los documentos, actas, materiales, dispositivos, articulos o similares que se han incluido en la
presente especificacion son Unicamente para el propdésito de proporcionar un contexto para la presente invencion.
No se toma como una admisién que cualquiera o todas estas materias hacen parte de la base de la técnica anterior
o son de conocimiento general comun en el campo relevante de la presente invencién como existe en Australia o
cualquier parte antes de la fecha de prioridad de cada reivindicacién de esta solicitud.
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Listado de secuencias
[0074]
<110> St Vincent's Hospital Sydney Limited
<120> Método para modular el apetito
<130> 03 1382 1643
<160> 2
<170> Patentin version 3.3
<210>1
<211>4
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> secuencia consenso para proconvertasa
<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(3)
<223> X= cualquier aminoacido
<400> 1
Arg Xaa Xaa Arg
1
<210> 2
<211>7
<212> PRT
<213> artificial
<220>
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<223> secuencia que incluye el sitio de proconvertasa similar a furina

<400> 2

Arg Gly Arg Arg Arg Ala Arg
1 5
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REIVINDICACIONES

1. Citoquina 1 de inhibidor de macréfago (MIC-1) o un fragmento MIC-1 activo para uso en el tratamiento de
obesidad.

2. MIC-1 o un fragmento MIC-1 activo para uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde dicho MIC-1 o un
fragmento MIC-1 activo se mezcla con un portador farmacolégicamente aceptable y/o excipiente.
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FIGURA1
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FIGURA 2
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FIGURA 3

MIC-1 en Suero (pg/ml)
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FIGURA 4A
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FIGURA 5
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FIGURAG6
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FIGURA 7
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FIGURA 8A

Peso de ratén después de inyeccion de 0.1 mgde MAB  endia 11
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FIGURA 8B

Peso de ratén después de inyeccion de 0.3 mgde MAB  endia 11
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FIGURA 8C

Peso de ratdn después de inyeccion de 1 mgde MAB e ndia 11
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FIGURA 8D

Crecimiento de tumor en ratones inyectados con célu las Dul45
(recibido 0.1 mg Mab en dia 11)
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FIGURA 8E

Crecimiento de tumor en ratones inyectados con célu
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FIGURA 8F
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FIGURA 8G

Peso de raton después de inyeccion de PBS en dia 11
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FIGURA 9

Ingesta de alimentos en ratones inyectados con DU14 5 que sobreexpresan
MIC-1 células DU145 de control
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FIGURA 10
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FIGURA 11

Ingesta de alimento por ratdn (g/dia)
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FIGURA 13
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FIGURA 14A

FIGURA 14B
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