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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para "ANA-
LOGOS DE GDF15 E METODOS PARA USO NA DIMINUIGAO DO
PESO CORPORAL E/OU NA REDUGAO DA INGESTAO DE ALI-
MENTOS".
CAMPO DA INVENCAO

[001] A presente invencao refere-se a proteinas de fusdo com

GDF15. Em particular, a invencéo refere-se a uma proteina de fusao
que compreende uma proteina de extensao de meia-vida, um conector
("linker") e uma proteina GDF15, acidos nucleicos e vetores de ex-
pressao que codificam as proteinas de fusdo, células recombinantes
das mesmas e composicdes farmacéuticas que compreendem as pro-
teinas de fusdo. Sao apresentados métodos de uso das proteinas de

fusdo para diminuir o peso corporal e/ou reduzir a ingestdo de alimen-

tos.
ANTECEDENTES DA INVENCAO
[002] A GDF15, um membro da familia TGFB, € uma proteina

secretada que circula no plasma como um homodimero de 25 kDa. Os
niveis plasmaticos de GDF15 situam-se na faixa entre 150 e 1.150
pg/ml na maioria dos individuos (Tsai et al., J Cachexia Sarcopenia
Muscle. 2012, 3: 239-243). Altos niveis plasmaticos de GDF15 estao
associados a perda de peso devido a anorexia e caquexia causadas
pelo cancer, e pela insuficiéncia renal e cardiaca. Em um teste clinico,
os niveis de GDF15 foram um preditor independente da resisténcia a
insulina em individuos obesos nao diabéticos (Kempf et al., Eur. J. En-
do. 2012, 167: 671-678). Um estudo com gémeos mostrou que as dife-
rengas nos niveis de GDF15 dentro dos pares de gémeos tinham cor-
relacdo com as diferengas de IMC dentro daquele par, sugerindo que a
GDF15 serve como um regulador de longo prazo da homeostase de
energia (Tsai et al., PLoS One. 2015,10(7):e0133362).

[003] Numerosos relatos demonstraram a melhora da sensibili-
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dade a insulina e da tolerancia a glicose em modelos de camundongo
mediante o tratamento com a proteina GDF15. Duas cepas indepen-
dentes de camundongos transgénicos, que expressam excessiva-
mente a GDF15, tiveram o peso corporal e a massa gorda diminui-
dos, bem como a tolerancia a glicose melhorada (Johnen et al., Nat.
Med. 2007, 13:1333-1340; Macia et al., PLoS One. 2012, 7:e34868;
Chrysovergis et al., Int. J. Obesity. 2014, 38: 1555-1564). Aumentos
no gasto de energia corporal total e no metabolismo oxidativo foram
relatados em camundongos transgénicos com GDF15 (Chrysovergis
et al., 2014, Id.). Estes foram acompanhados por um aumento na ex-
pressdo de genes termogénicos no tecido adiposo marrom e por um
aumento na expressao de genes lipoliticos no tecido adiposo branco.
Os camundongos desprovidos do gene GDF15 tém peso corporal e
massa gorda aumentados (Tsai et al., PLoS One. 2013, 8(2):e55174).
Uma fusdo Fc de GDF15 mostrou diminuir o peso corporal e melho-
rou a tolerancia a glicose bem como a sensibilidade a insulina em um
modelo de macaco cynomolgus obeso quando administrada sema-
nalmente durante um periodo de seis semanas (WO 2013/113008).
[004] Acredita-se que os efeitos da GDF15 sobre o peso corporal
sejam mediados através da redugao da ingestao de alimento e do au-
mento do gasto de energia. A GDF15 pode melhorar o controle glicémico
através de mecanismos dependentes e possivelmente independentes do
peso corporal.

[005] Juntas, essas observagbes sugerem que niveis crescentes
de GDF15 podem ser benéficos como uma terapia para doencas me-
tabdlicas. Existe uma necessidade na técnica de composicdes a base
de GDF15 que podem ser utilizadas para tratar ou evitar doencas,
condi¢cdes ou disturbios metabdlicos.

[006] Os tratamentos atuais para obesidade incluem intervengdes

dietarias e comportamentais, farmacoterapia e cirurgia bariatrica. Inter-
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vencoes de estilo de vida, inclusive dieta e atividade fisica aumentada,
formam a base de quaisquer esfor¢os para perda de peso e podem ser
eficazes na obteng¢ao de perda de peso a curto prazo (3 a 6 meses). En-
tretanto, na maioria dos casos, a perda de peso obtida com intervencdes
de estilo de vida ndo é mantida a longo prazo, e apenas 5 a 10% dos in-
dividuos séo capazes de sustentar uma redugao de peso significativa ao
longo do tempo (Fisher BL e Schauer P., Am J Surg. 2002; 184:9S-16S,
Rueda-Claussen CF et al., Annu. Rev. Nutr. 2015; 35:475-516). A farma-
coterapia é recomendada como terapia de segunda linha quando as alte-
ragcdes de estilo de vida sdo ineficazes na obtencdo de perda de peso
significativa. Os medicamentos aprovados nos EUA e na UE para o ma-
nejo de peso crénico incluem orlistat (inibidor de lipase gastrointestinal),
naltrexona/bupropiona (combinagdo de um antagonista opioide e um ini-
bidor de reabsor¢cao de dopamina e norepinefrina), e liraglutida (agonista
do receptor de peptideo-1 similar a glucagon); nos EUA, lorcaserina (um
agonista seletivo do receptor 5-HT>C) e fentermina/topiramato (combina-
¢ao de uma amina simpatomimética e um antiepiléptico) também estéo
disponiveis. Além disso, fentermina, bem como alguns outros agentes
anoréxicos (inclusive dietilpropiona, benzofetamina e fendimetrazina),
estdo registrados nos EUA para uso de curto prazo (até 12 semanas).
Em combinacdo com intervengdes comportamentais, esses agentes far-
macologicos tém eficacia variavel, resultando em uma perda de peso
adicional na faixa entre 2% e 10% do peso corporal inicial. Além disso, o
uso de agentes farmacoldgicos pode ser limitado por efeitos colaterais,
inclusive efeitos gastrointestinais (isto €, nausea, vomito, inchago, diar-
reia), efeitos neuropsiquiatricos (isto €, comprometimento cognitivo, per-
turbagdes do sono) e elevagdes na frequéncia cardiaca (dependendo do
agente especifico). Devido a essas limitacdes inerentes das abordagens
farmacoldgicas disponiveis (eficacia limitada, perfil de seguranca e pro-

por¢cao de ndo responsivos que varia de 30 a 65%), ainda ha uma clara
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necessidade médica ndo atendida por terapias farmacoldgicas para obe-
sidade mais eficazes, seguras e bem toleradas, que também possam
melhorar as comorbidades relacionadas a obesidade, como doenca car-
diovascular, diabetes mellitus tipo 2 e hipertensdo. Embora a cirurgia ba-
riatrica (banda gastrica, gastrectomia em manga e derivagdo gastrica de
Roux-en-Y) possa levar a uma perda de peso maior e mais duravel do
que a terapia médica, variando de aproximadamente 15% a 30% de per-
da apos 10 anos, e possa produzir melhorias notaveis na saude e reduzir
a mortalidade para pacientes com obesidade grave, podem ocorrer com-
plicagdes perioperatorias (por exemplo, tromboembolismo venoso) e pos-
operatorias (por exemplo, nausea, sindrome de esvaziamento, ma ab-
sorgao de vitaminas lipossoluveis). Além disso, dadas as limitacdes tanto
de custo como de capacidade cirurgica na maioria dos sistemas de sau-
de, a cirurgia bariatrica pode acomodar apenas uma pequena fracdo de
pacientes elegiveis (Rueda-Claussen CF et al., Annu. Rev. Nutr. 2015;
35:475-516). Portanto, existe uma necessidade por terapias de manejo
de peso crdnico mais eficazes e bem toleradas, que possam também
afetar positivamente as comorbidades relacionadas a obesidade, como
hipertensao, dislipidemia e diabetes mellitus tipo 2.

BREVE SUMARIO DA INVENCAO

[007] A invencéo satisfaz essa necessidade fornecendo um agonis-

ta de GDF15, FP2, que representa um novo mecanismo de acéo para a
reducao da ingestdo de alimento e para a obtencdo de perda de peso.
Em estudos de farmacologia e seguranga nao clinicos, foi demonstrado
que a FP2 tem efeitos farmacoldgicos favoraveis e caracteristicas de se-
guranga promissoras para se qualificar como um candidato a transicéo
para o desenvolvimento clinico.

[008] Em um aspecto, a invengao apresenta um método para di-
minuicdo do peso corporal em um individuo, compreendendo adminis-

trar uma composicdo que compreende uma proteina de fusdo compre-
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endendo SEQ ID NO: 92 e ao menos um veiculo ou diluente farmaceu-
ticamente aceitavel, sendo que a dita proteina de fusdo € administrada
em uma dose na faixa de cerca de 0,8 mg a cerca de 90 mg, e sendo
que o peso do individuo é de cerca de 80 kg ou mais. Em um aspecto
da invencéao, o individuo estda com sobrepeso. Em um aspecto da in-
vengao, o individuo tem um IMC de cerca de 25 kg/m? ou mais. Em um
aspecto da invengéo, o individuo tem um IMC na faixa de 25 kg/m? a
29,9 kg/m?. Em um aspecto da invengao, a proteina de fusdo é admi-
nistrada em uma dose selecionada do grupo que consiste em: cerca
de 0,8 mg, cerca de 2,5 mg, cerca de 7,5 mg, cerca de 15 mg, cerca
de 30 mg, cerca de 60 mg e cerca de 90 mg. Em um aspecto da in-
vencao, a proteina de fusdo € administrada em uma faixa de dosagem
de cerca de 0,01 mg/kg a cerca de 1,08 mg/kg. Em um aspecto da in-
vengao, a proteina de fusdo € administrada em uma dose selecionada
do grupo que consiste em: cerca de 0,01 mg/kg, cerca de 0,03 mg/kg,
cerca de 0,09 mg/kg, cerca de 0,18 mg/kg, cerca de 0,36 mg/kg, cerca
de 0,72 mg/kg e cerca de 1,08 mg/kg.

[009] Em um aspecto da invengédo, a proteina de fusdo € admi-
nistrada por meio de inje¢cado subcutanea.

[0010] Em um aspecto da invencao, a proteina de fusao é adminis-
trada ao individuo uma vez por semana.

[0011] Em um aspecto, a invengao apresenta um meétodo para di-
minui¢do da ingestdo de alimentos em um individuo, compreendendo
administrar uma composicdo que compreende uma proteina de fusao
compreendendo SEQ ID NO: 92 e ao menos um veiculo ou diluente
farmaceuticamente aceitavel, sendo que a dita proteina de fusédo é ad-
ministrada em uma dose na faixa de cerca de 0,8 mg a cerca de 90 mg,
e sendo que o peso do individuo é de 80 kg ou mais. Em um aspecto da
invencao, o individuo esta com sobrepeso. Em um aspecto da invengao,

o individuo tem um IMC de 25 kg/m? ou mais. Em um aspecto da inven-
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¢&o, o individuo tem um IMC na faixa de 25 kg/m? a 29,9 kg/m?. Em um
aspecto da invencéo, a proteina de fusao € administrada em uma dose
selecionada do grupo que consiste em: cerca de 0,8 mg, cerca de 2,5
mg, cerca de 7,5 mg, cerca de 15 mg, cerca de 30 mg, cerca de 60 mg
e cerca de 90 mg. Em um aspecto da invencédo, a proteina de fuséo é
administrada em uma faixa de dosagem de cerca de 0,01 mg/kg a cerca
de 1,08 mg/kg. Em um aspecto da invencéao, a proteina de fusédo é ad-
ministrada em uma dose selecionada do grupo que consiste em: cerca
de 0,01 mg/kg, cerca de 0,03 mg/kg, cerca de 0,09 mg/kg, cerca de
0,18 mg/kg, cerca de 0,36 mg/kg, cerca de 0,72 mg/kg e cerca de 1,08
mg/kg.

[0012] Em um aspecto da invencéao, a proteina de fusdo é admi-
nistrada por meio de injegcado subcutanea.

[0013] Em um aspecto da invencéo, a proteina de fusao € adminis-
trada ao individuo uma vez por semana.

[0014] Outros aspectos, caracteristicas e vantagens da invencao
ficardo evidentes a partir da divulgacao a seguir, incluindo a descri-
cao detalhada da invencdo e suas modalidades preferenciais e as
reivindicacées em anexo.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[0015] O sumario anteriormente mencionado, bem como a se-

guinte descricao detalhada da invengao, serao mais bem compreen-
didos quando lidos em conjunto com os desenhos em anexo. Deve-
se compreender que a invencao nao se limita as modalidades preci-
sas mostradas nos desenhos.

[0016] Nos desenhos:

[0017] As Figuras 1A e 1B mostram a estrutura cristalina da
GDF15, em que o pareamento de dissulfeto do primeiro e do segundo
residuos de cisteina (C1-C2) formou uma lagada no amino-terminal da

proteina.
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[0018] A Figura 2 mostra os efeitos da administracdo subcutanea
de proteinas de fusdo de acordo com modalidades da invencgao, por
exemplo, proteinas de fusdo FP1 (SEQ ID NO: 60) e 6xHis-FP1 (SEQ
ID NO: 26 com uma etiqueta de 6xHis fixada no amino-terminal), sobre
a ingestao de alimento em camundongos C57BL/6, em que a ingestao
de alimento cumulativa em 24 horas apds a administracdo € mostrada.
Os valores mostrados dentro das barras sao a porcentagem de redu-
¢do em comparagao ao grupo de veiculo (PBS) £+ EPM; N=8 animais
por grupo para todos os grupos, exceto N=9 no grupo de FP1 16
nmol/kg. *-p<0,05 em comparagédo com o veiculo; os valores de p fo-
ram calculados usando o teste ANOVA de um fator e o teste de Tukey
para multiplas comparacdes.

[0019] A Figura 3 mostra os efeitos da administragcdo subcutanea
de FP1 e de 6xHis-FP1 (SEQ ID NO: 26 com uma etiqueta de 6xHis
fixada no amino-terminal) sobre a ingestdo de alimentos em ratos
Sprague-Dawley, sendo mostrada a ingestdo de alimento cumulativa
48 horas apo6s a administracao. Os valores mostrados dentro das bar-
ras sao a porcentagem de redu¢cdo em comparacao ao grupo de veicu-
lo (PBS) + EPM; N=8 animais por grupo. *-p<0,05 em comparagao
com o veiculo; os valores de p foram calculados usando o teste ANO-
VA de um fator e o teste de Tukey para multiplas comparacgdes.

[0020] A Figura 4 mostra a alteragado no peso corporal de camun-
dongos com obesidade induzida por dieta (DIO, de "diet induced obe-
se") durante o tratamento com FP1. As setas indicam o tempo (dias)
da administragdo subcutanea apds a dose inicial (Dia 0); N=8 animais
por grupo. *-p<0,05, para o grupo de FP1 1 nmol/kg, em comparacgao
com o veiculo; # -p<0,05, para o grupo de FP1 10 nmol/kg, em compa-
racado com o veiculo; os valores de p foram calculados usando o teste
RM ANOVA de dois fatores e de Tukey para multiplas comparacoes.

[0021] As Figuras 5A e 51B mostram os niveis de glicose sangui-
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nea em camundongos DIO durante um teste de tolerancia a glicose
oral (OGTT, de "oral glucose tolerance test") apos 14 dias de dosa-
gem de FP1 a cada 3 dias (q3d), os niveis sendo expressos como a
area sob a curva. N=8 animais por grupo. *-p<0,05, para o grupo de
FP1 1 nmol/kg, em comparagao com o veiculo; os valores de p foram
calculados usando o teste ANOVA de um fator e o teste de Tukey pa-
ra multiplas comparacgdes.

[0022] A Figura 6 mostra os niveis de glicose sanguinea pos-
prandial em camundongos DIO durante o tratamento com FP1. N=8
animais por grupo. *-p<0,05 em comparagdo com o veiculo; os valores
de p foram calculados usando o teste RM ANOVA de dois fatores e de
Tukey para multiplas comparagdes.

[0023] A Figura 7 mostra a avaliagdo do modelo da homeostase
em jejum de 4 horas da resisténcia a insulina (HOMA-IR, de "ho-
meostatic model assessment of insulin resistance") em camundongos
DIO apo6s 14 dias de tratamento com FP1. N=8 animais por grupo. *-
p<0,05 em comparagdo com o veiculo; os valores de p foram calcula-
dos usando o teste ANOVA de um fator e o teste de Tukey para mul-
tiplas comparacdes.

[0024] A Figura 8 mostra a alteragdo no peso corporal em camun-
dongos ob/ob durante o tratamento com FP1 a cada 3 dias (qd3). As
setas indicam o tempo (dias) da administragdo subcutédnea apds a do-
se inicial (Dia 0); N=9 animais por grupo. *-p<0,05, para o grupo de
FP1 10 nmol/kg, em comparagdo com o veiculo; # - p<0,05, para o
grupo de FP1 1 nmol/kg, em comparacédo com o veiculo; os valores de
p foram calculados usando o teste RM ANOVA de dois fatores e de
Tukey para multiplas comparagdes.

[0025] A Figura 9 mostra os niveis de glicose sanguinea em ca-
mundongos ob/ob durante o tratamento com FP1. As setas indicam o

tempo (dias) da administracdo subcutanea apos a dose inicial (Dia 0);

Peticdo 870210058179, de 28/06/2021, pag. 17/258



9/200

N=9 animais por grupo. *-p<0,05, para o grupo de FP1 10 nmol/kg,
em comparagido com o veiculo; # - p<0,05, para o grupo de FP1 1
nmol/kg, em comparagédo com o veiculo; os valores de p foram calcu-
lados usando o teste RM ANOVA de dois fatores e de Tukey para
multiplas comparacoes.

[0026] A Figura 10 mostra a média (+ desvio padrao, DP) do perfil da
concentracao sérica de farmaco ao longo do tempo de FP1 apds a admi-
nistragcao intravenosa (IV) e subcutanea (SC) de 2 mg/kg, em camun-
dongos C57BI/6.

[0027] A Figura 11 mostra a média (x DP) do perfil da concentra-
¢cao sérica de farmaco ao longo do tempo de FP1 apds a administra-
¢ao IV e SC de 2 mg/kg em ratos Sprague-Dawley.

[0028] A Figura 12 mostra a média (x DP) do perfil da concentra-
cao sérica de farmaco ao longo do tempo de FP1 ap6s administracao
IV e SC de 1 mg/kg em macacos cynomolgus, conforme determinado
por imunoensaios.

[0029] A Figura 13 mostra a concentragao sérica (ng/ml) de FP1
sob a forma de um dimero intacto ao longo do tempo, ap6és uma uni-
ca administragcdo IV em macacos cynomolgus, conforme determinado
mediante analise de captura por imunoafinidade (IA) e LCMS.

[0030] A Figura 14 mostra a concentracao sérica (ng/ml) de FP1
sob a forma de um dimero intacto ao longo do tempo, apdés uma uni-
ca administracao IV em macacos cynomolgus, conforme determinado
mediante analise de captura por imunoafinidade e LCMS.

[0031] A Figura 15 mostra a concentragdo de FP1, representado
como uma porcentagem da concentragao inicial, apds 0, 4, 24 e 48
horas de incubacao ex vivo no plasma obtido a partir de dois pacientes
humanos (Sub), conforme determinado por imunoensaio.

[0032] A Figura 16 mostra a concentracao média de FP1, repre-

sentada como uma porcentagem de tempo 0, sob a forma de um di-
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mero intacto depois de 0, 4, 24 e 48 horas de incubagao ex vivo em
plasma obtido de dois pacientes humanos (Sub), conforme determi-
nado mediante analise de captura por imunoafinidade e LCMS de
massa intacta.

[0033] A Figura 17 mostra a ingestdo aguda de alimento em ca-
mundongos machos C57BL6N magros, antes e depois da administra-
¢do de diversas variantes de GDF15 com delegdo amino-terminal.
(SEQ ID NOs: 92, 111 e 112, em comparagao com a fusdo de tipo sel-
vagem sem nenhuma delecdo (SEQ ID 26 com uma etiqueta 6xHis
fixada no amino-terminal). N=8 animais por grupo; *-p<0,05 em com-
paracao com o veiculo; os valores de p foram calculados usando o tes-
te RM ANOVA de dois fatores e de Tukey para multiplas comparacgoes.
[0034] A Figura 18 mostra o efeito de uma dose unica de FP2 sobre
a ingestao de alimento em camundongos C57BL/6; especificamente, é
mostrada a ingestao cumulativa de alimento 24 horas apos a administra-
cdo. Os valores mostrados dentro das barras sao a porcentagem de re-
dugcdo em comparagéao ao grupo STF (média £ EPM); N=8 animais por
grupo para todos os grupos, exceto N=6 em 6xHis-FP1. **-p<0,01, ***-
p<0,001, ****-p<0,0001; os valores de p foram calculados usando o teste
ANOVA de dois fatores e o teste de Dunnett para multiplas comparacoes.
[0035] A Figura 19 mostra a ingestdo cumulativa de alimento me-
dida em ratos Sprague-Dawley 24 horas apds a administragdo de
uma dose unica de FP2. Os valores mostrados dentro das barras sao
a porcentagem de reducdo em comparagédo ao grupo STF (média +
EPM); N=8 animais por grupo. **-p<0,01, sendo os valores de p cal-
culados usando os testes ANOVA de dois fatores e de Tukey para
multiplas comparacgoes.

[0036] A Figura 20 mostra a porcentagem de alteracdo no peso
corporal durante o tratamento com FP2 g3d em camundongos DIO.

As setas indicam o momento das inje¢cdes subcutaneas de FP2; N=6
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animais por grupo; *-p,0,05, em comparagao com o veiculo, usando
os testes de ANOVA de dois fatores e de Tukey para multiplas com-
paracoes;

[0037] As Figuras 21A e 21B mostram a area sob a curva (ASC)
para os niveis de concentragédo de glicose sanguinea durante um tes-
te de OGTT ap6s 14 dias de dosagem de FP2 q3d em camundongos
DIO. *-p<0,05, com o uso dos testes de comparacbes multiplas
ANOVA de um fator e de Tukey, usando n=8 animais por grupo.
[0038] A Figura 22A mostra os niveis plasmaticos de insulina du-
rante um OGTT apds 8 dias de dosagem de FP2 q3d em camundon-
gos DIO. *-p<0,05, veiculo x FP2 (0,3 nmol/Kg), FP2 (10 nmol/Kg) e
rosiglitazona. # -p<0,05, em comparagdo com a rosiglitazona (10
mg/kg), com o uso dos testes de comparagdes multiplas de ANOVA
RM de dois fatores e de Tukey.

[0039] A Figura 22B mostra a ASC para os niveis plasmaticos de
insulina durante um OGTT apds 8 dias de dosagem de FP2 gq3d em ca-
mundongos DIO. *-p<0,05, em comparag¢ao com o veiculo; # -p<0,05, em
comparagao com a rosiglitazona.

[0040] A Figura 23 mostra os niveis de glicose sanguinea pos-
prandial apos 8 dias de dosagem de FP2 q3d em camundongos DIO.
*-p<0,05, em comparagdo com o veiculo, com o uso dos testes de
comparagdes multiplas ANOVA RM de dois fatores e de Tukey, n=8
animais por grupo.

[0041] A Figura 24 mostra o0 HOMA-IR de jejum apo6s 14 dias de
tratamento com FP2 g3d, seguido de 5 horas de jejum no Dia 14, em
camundongos DIO. *-p<0,05, em comparagdo com o veiculo, com o
uso dos testes de comparacgdes multiplas de ANOVA de um fator e de
Tukey, para n=8 animais por grupo.

[0042] A Figura 25 mostra as concentragdes séricas de FP2 apods

a administracado de 2 mg/kg por via intravenosa (IV) e de 2 mg/kg por
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via subcutanea (SC) em camundongos C57BI/6. Os valores represen-
tam a média £ DP (n=5 amostras por ponto no tempo).

[0043] A Figura 26 mostra as concentragdes séricas de FP2 apods
a administracado de 2 mg/kg por via intravenosa (IV) e de 2 mg/kg por
via subcutanea (SC) em ratos Sprague-Dawley. N=5 amostras por
ponto no tempo.

[0044] A Figura 27 mostra as concentracdes plasmaticas de FP2 em
macacos cynomolgus analisadas por imunoensaio. Os valores represen-
tam a média £ DP de n=3, exceto n=2 para IV no Dia 22 (528 horas). IV -
intravenosa, SC - subcutanea.

[0045] A Figura 28 mostra as concentracdes plasmaticas de FP2
sob a forma de dimero intacto em macacos cynomolgus, analisadas
por LCMS. Os valores representam a média + EPM de n=3, exceto
n=2 para subcutanea (SC) em 168 horas, n=1 para SC em 120 horas e
432 horas, € n=1 para |V - intravenosa em 168 horas e 432 horas.
[0046] A Figura 29 mostra a estabilidade de FP2 ex vivo (porcenta-
gem de recuperagdo normalizada) ao longo de 48 horas no plasma hu-
mano medida por imunoensaio.

[0047] A Figura 30 mostra a estabilidade de FP2 ex vivo (porcen-
tagem normalizada de recuperacgéo) ao longo de 48 horas no plasma
humano medida por LC/MS intacta.

[0048] A Figura 31 mostra a ingestdo diaria de alimento (g) antes
e depois de uma dose unica de FP1 em macacos cynomolgus. *-
p<0,05 para 10 mg/kg de FP1 em comparagao com o veiculo.

[0049] A Figura 32 mostra a porcentagem de alteracdo no peso
corporal antes e depois de uma dose unica de FP1 em macacos
cynomolgus. *-p<0,05 para 10 mg/kg de FP1 em comparagédo com o
veiculo; # -p<0,05 para 3 mg/kg em comparagdo com o veiculo com o
uso dos testes de comparacées multiplas ANOVA RM de dois fatores

e de Tukey, para n=8 animais por grupo.
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[0050] A Figura 33 mostra a ingestado diaria de alimento (g) antes
e depois de uma dose unica de FP2 em macacos cynomolgus. *-
p<0,05, em comparagcdo com o veiculo, com o uso dos testes de
comparagdes multiplas ANOVA RM de dois fatores e de Tukey, para
n=8 animais por grupo.

[0051] A Figura 34 mostra a porcentagem de alteragédo no peso
corporal antes e depois de uma dose unica de FP2 em macacos
cynomolgus. *-p<0,05, para 10 nmol/kg de FP2 em comparagao com
o veiculo, # -p<0,05, para 3 nmol/kg de FP2 em comparagdo com o
veiculo, e -p<0,05, para 1 nmol/kg de FP2 em comparagao com o ve-
iculo, com o uso dos testes de comparagdes multiplas ANOVA RM de
dois fatores e de Tukey, para n=8 animais por grupo.

[0052] A Figura 35 mostra a ingestao de alimentos em macacos
cynomolgus espontaneamente obesos durante um periodo de 12 se-
manas de administracdo subcutanea de FP2 uma vez por semana,
normalizada como porcentagem de reducdo em relagcdo a linha de
base, calculada como ingestao diaria média de alimento durante a
semana anterior a dosagem. Os dados representaram a média *
EPM, com o numero N de animais abaixo do grafico; as barras de
erro foram % faixa para N=2.

[0053] A Figura 36 mostra o peso corporal (porcentagem de alte-
racao em relagdo a linha de base) em macacos cynomolgus esponta-
neamente obesos durante um periodo de 12 semanas de administra-
cao subcutanea de FP2 uma vez por semana. Os dados representa-
ram a meédia £+ EPM, com o numero N de animais abaixo do grafico; as
barras de erro foram % faixa para N=2.

[0054] A Figura 37 mostra a concentragao sérica (nM) de FP2 medi-
da por imunoensaio em macacos cynomolgus espontaneamente obesos
durante um periodo de 12 semanas de administragao subcutédnea de

FP2 uma vez por semana. Os dados representaram a média + EPM, com
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o numero N de animais com exposi¢cao detectavel abaixo do grafico; as
barras de erro foram + faixa para N=2.

[0055] A Figura 38 mostra uma visao geral esquematica do estu-
do. GD - grupo de dosagem.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[0056] Varias publicagdes, artigos e patentes sao citados ou des-

critos em segundo plano e ao longo do relatorio descritivo; cada uma
dessas referéncias esta aqui incorporada por referéncia em sua tota-
lidade. A discussao de documentos, atos, materiais, dispositivos, arti-
gos ou similares que tenha sido incluida no presente relatério descri-
tivo tem o proposito de fornecer contexto para a invengéo. Tal discus-
sao nao é uma admissao de que qualquer um ou todos esses assun-
tos facam parte da técnica anterior no que diz respeito a quaisquer
invengdes divulgadas ou reivindicadas.

[0057] Exceto onde definido em contrario, todos os termos técnicos e
cientificos utilizados na presente invencdo tém o mesmo significado co-
mumente compreendido pelo versado na técnica a qual essa invengao
pertence. De outro modo, certos termos utilizados na presente invengao
tém os significados conforme definidos no relatério descritivo. Todas as
patentes, pedidos de patente publicados e publicacdes aqui citadas estao
aqui incorporados por referéncia como se aqui fossem apresentados to-
talmente. Deve-se observar que, conforme usado na presente invencao e
nas reivindicagbes em anexo, as formas no singular "um/uma" e "o/a"
incluem a referéncia no plural, salvo se o contexto claramente indicar o
contrario.

[0058] A invencao refere-se a uma proteina de fusdo que compre-
ende: (a) uma proteina de extensdo de meia-vida, (b) um conector, e
(c) uma proteina GDF15, sendo que a proteina de fuséo € disposta do
amino-terminal para o C-terminal na ordem (a)-(b)-(c).

[0059] Descobriu-se que uma proteina de fusdo, de acordo com
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uma modalidade da inveng¢ao, que compreende uma proteina de ex-
tensao de meia-vida, um conector e uma proteina GDF15, resulta em
uma meia-vida aumentada da proteina GDF15, e que as proteinas de
fusdo da invengédo exibem efeitos metabdlicos que demonstram sua
adequacao como produtos terapéuticos para tratamento e prevencao
de doencas, condi¢des ou disturbios metabdlicos. Tais efeitos inclu-
em, mas nao se limitam a, diminuir o peso corporal, aumentar a tole-
rancia a glicose e melhorar a sensibilidade a insulina dos animais aos
quais foram administradas as proteinas de fusao.

[0060] Como usado aqui, o termo "proteina de fusao" refere-se a
uma proteina que tem duas ou mais porcdes ligadas covalentemente
em conjunto, sendo que cada uma das porg¢des € derivada de diferen-
tes proteinas.

[0061] As proteinas de fusao de acordo com modalidades da inven-
cao podem incluir qualquer proteina GDF15. Como usado aqui, o termo
"proteina GDF15" refere-se a qualquer proteina do fator de diferencia-
¢ao de crescimento 15 selvagem de ocorréncia natural ou uma variante
funcional da mesma. A proteina GDF15 pode ser proveniente de qual-
quer mamifero, como um ser humano ou outro mamifero adequado,
como um camundongo, coelho, rato, porco, cao ou um primata. Em mo-
dalidades especificas, a proteina GDF15 € uma proteina GDF15 huma-
na ou uma variante funcional da mesma. Em modalidades preferenciais,
a proteina GDF15 € uma proteina GDF15 madura ou uma variante fun-
cional da mesma.

[0062] Como usado aqui, o termo "proteina GDF15 madura" refe-
re-se a porcao da pré-pré-proteina de GDF15 que é liberada da prote-
ina de comprimento total apos a clivagem intracelular no sitio de cliva-
gem do tipo furina RXXR. As proteinas GDF15 maduras s&o secreta-
das como homodimeros ligados por ligagdes dissulfeto. Em uma mo-

dalidade da invencao, uma proteina GDF15 madura, abreviada como
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GDF15(197-308) (SEQ ID NO: 6), contém os aminoacidos 197 a 308
de uma proteina GDF15 humana de comprimento total.

[0063] Como usado aqui, "variante funcional" refere-se a uma va-
riante de uma proteina original que tem uma identidade de sequéncia
substancial ou significativa em relagéo a proteina original e retém ao
menos uma das atividades bioloégicas da proteina original. Uma varian-
te funcional de uma proteina original pode ser preparada por meios
conhecidos na técnica tendo em vista a presente divulgagao. Uma va-
riante funcional pode incluir uma ou mais modificacbes na sequéncia
de aminoacidos da proteina original. As modificagbes podem alterar as
propriedades fisico-quimicas do polipeptideo, por exemplo, por meio
da melhora da estabilidade térmica do polipeptideo, alteragcdo da es-
pecificidade de substrato, alteracdo do nivel 6timo de pH e similares.
As modificagbes podem, também, alterar as atividades biologicas da
proteina original, contanto que elas ndo destruam ou eliminem todas
as atividades biolégicas da proteina original. As modificagées também
podem ser dele¢des ou insergdes de um ou mais aminoacidos.

[0064] De acordo com outras modalidades da inveng¢ao, uma vari-
ante funcional de uma proteina original compreende uma delegao e/ou
insergdo de um ou mais aminoacidos na proteina original. Por exem-
plo, uma variante funcional de uma proteina GDF15 madura pode in-
cluir uma delecao e/ou insercao de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 ou
mais aminoacidos na proteina GDF15 madura, de preferéncia, uma
delecédo de 1 a 30 aminoacidos no amino-terminal da proteina GDF15
madura.

[0065] De acordo com modalidades da invencao, uma proteina de
fusdo da invencdo compreende uma proteina GDF15 que tem uma
sequéncia de aminoacidos ao menos 90% idéntica a sequéncia de
aminoacidos de um GDF15 maduro, como GDF15(197-308) (SEQ ID
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NO: 6); ou uma sequéncia de aminoacidos ao menos 90% idéntica a
sequéncia de aminoacidos de um GDF15 maduro truncado no amino-
terminal, como GDF15(200-308) (SEQ ID NO: 7), GDF15(201-308)
(SEQ ID NO: 8), GDF15(202-308) (SEQ ID NO: 9), GDF15(203-308)
(SEQ ID NO: 10) ou GDF15(211-308) (SEQ ID NO: 11). A proteina
GDF15 pode ter ao menos uma dentre substitui¢cdes, insercdes e dele-
¢bes na SEQ ID NO: 6, 7, 8, 9, 10 ou 11, contanto que se mantenha
ao menos uma dentre as atividades biolégicas da proteina GDF15,
como seus efeitos sobre a ingestdo de alimento, niveis de glicose san-
guinea, resisténcia a insulina e peso corporal etc.

[0066] Em modalidades especificas, uma proteina de fusdo da in-
vencao compreende uma proteina GDF15 que tem a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO: 11, incluindo, mas nao se limitando a se-
quéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 6, 7, 8, 9, 10 ou 11.

[0067] Qualquer proteina de extensao de meia-vida adequada po-
de ser utilizada em proteinas de fusdo de acordo com modalidades da
invencdo. Como usado aqui, o termo "proteina de extensdo de meia-
vida" pode ser qualquer proteina, ou fragmento da mesma, que seja
conhecida por estender a meia-vida das proteinas as quais ela é fun-
dida. Exemplos de tais proteinas de extensao de meia-vida incluem,
mas nao se limitam a albumina sérica humana (HSA, de "human se-
rum albumin"), ao dominio de fragmento constante (Fc) de uma imu-
noglobulina (lg) ou a transferrina (Tf). Em modalidades da invengao, a
proteina de extensao de meia-vida compreende HSA ou uma variante
funcional da mesma. Em modalidades especificas da invencéao, a pro-
teina de extensdo de meia-vida compreende uma sequéncia de ami-
noacidos que € ao menos 90% idéntica a SEQ ID NO: 1. Em modali-
dades preferenciais da invencao, a proteina de extensido de meia-vida
compreende HSA ou uma variante funcional da mesma, sendo que o

residuo de cisteina na posicdo 34 da HSA foi substituido por serina ou
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alanina.

[0068] Em modalidades especificas, a proteina de fusdo da invengao
compreende uma proteina de extensao de meia-vida que tem uma se-
quéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste nas SEQ ID
NOs: 1 a 3.

[0069] Qualquer conector adequado pode ser utilizado em proteinas
de fusao de acordo com as modalidades da invengcdo. Como usado aqui,
o termo "conector" refere-se a uma porg¢ao de ligagdo que compreende
um conector peptidico. De preferéncia, o conector ajuda a assegurar a
flexdo correta, minimiza o impedimento estérico e nao interfere significa-
tivamente com a estrutura de cada componente funcional dentro da pro-
teina de fusdo. Em algumas modalidades da invengéo, o conector pepti-
dico compreende de 2 a 120 aminoacidos. Por exemplo, o conector pep-
tidico compreende 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37,
38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56,
57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75,
76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94,
95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110,
111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119 ou 120 aminoacidos.

[0070] Em modalidades da invengao, o conector aumenta a flexibi-
lidade dos componentes da proteina de fusdo. Em modalidades espe-
cificas da invencdo, o conector pode ser um conector flexivel que
compreende a sequéncia (GGGGS)n, incluindo, mas néo se limitando
a, GS-(GGGGS)n ou AS-(GGGGS)N-GT, em que n é de 2 a 20, como
2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12,13, 14 ou 15.

[0071] Em outras modalidades da invencéo, o conector é estrutu-
rado. Em modalidades especificas da invencéo, o conector pode ser
um conector estruturado que compreende a sequéncia (AP)n ou
(EAAAK)N, incluindo, mas nao se limitando a, AS-(AP)n-GT ou AS-
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(EAAAK)N-GT, em que n é de 2 a 20, como 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14 ou 15. Em outras modalidades da invencgao, o conector
compreende as sequéncias (GGGGA),, (PGGGS),, (AGGGS), ou
GGS-(EGKSSGSGSESKST)s-GGS, em que n é de 2 a 20.

[0072] Em modalidades da invencdo, a proteina de fusdo com-
preende uma sequéncia de aminoacidos que tem ao menos 90% de
identidade de sequéncia com as SEQ ID NOs: 5, 25 a 30, 36 e 37,
40, 48, 55 e 56, 59 e 60 ou 64 a 75. Em modalidades especificas da
invengao, a proteina de fusdo compreende uma sequéncia de amino-
acidos selecionada do grupo que consiste nas SEQ ID NOs: 5, 25 a
30, 36 e 37, 40, 48, 55 e 56, 59 e 60 e 64 a 75. Em modalidades mais
especificas da invengao, a proteina de fusdo compreende uma se-
guéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste nas SEQ
ID NOs: 5, 25 a 30, 40, 55 e 56, 55 e 56, 59 e 60 e 70. Em modalida-
des adicionais mais especificas da invencao, a proteina de fusao
compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 92, SEQ ID
NO: 60 ou SEQ ID NO: 26. A proteina de fusédo pode incluir também
pequenas extensdes na extremidade amino ou carbdxi-terminal da
proteina, como uma etiqueta que facilita a purificacdo, como uma eti-
queta de poli-histidina, um epitopo antigénico ou um dominio de liga-
cao.

[0073] As proteinas de fusdo divulgadas na presente invengao po-
dem ser caracterizadas ou avaliadas quanto as atividades biologicas
de GDF15 incluindo, mas nao se limitando a, efeitos sobre a ingestéao
de alimento, testes de tolerancia a glicose oral, medi¢cdes dos niveis de
glicose sanguinea, analise de resisténcia a insulina, alteragdes no pe-
so corporal, analise farmacocinética, analise toxicocinética, imunoen-
saios e analise por espectrometria de massa do nivel e da estabilidade
das proteinas de fusdo de comprimento total, e analise da estabilidade

no plasma humano ex vivo.
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[0074] A invencgao fornece também uma molécula de acido nucleico
isolada que codifica uma proteina de fusdo da invencdo. Em modalida-
des da invencdo, a molécula de acido nucleico isolada codifica uma pro-
teina de fusdo que compreende uma sequéncia de aminoacidos que tem
ao menos 90% de identidade de sequéncia com as SEQ ID NOs: 5, 25 a
30, 36 e 37, 40, 48, 55 e 56, 59 e 60, 64 a 75 ou 92. Em modalidades
especificas, a molécula de acido nucleico isolada codifica uma proteina
de fusdo que compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada
do grupo que consiste nas SEQ ID NOs: 5, 25 a 31, 36 € 37,40, 48,55 ¢
56, 59 e 60, 64 a 75 e 92. Em modalidades mais especificas, a molécula
de acido nucleico isolada codifica uma proteina de fusdo que compreen-
de uma sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste
nas SEQ ID NOs: 5, 25 a 30, 40, 55 e 56, 59 e 60, 70 e 92. Em modali-
dades mais especificas, a molécula de acido nucleico isolada compreen-
de a sequéncia de nucleotideos das SEQ ID NOs: 76 a 91, 95 e 110.

[0075] De acordo com outras modalidades da invencdo, a molécula
de acido nucleico que codifica a proteina de fusao pode estar em um ve-
tor de expressdo. Os vetores de expressdo incluem, mas nio se limitam
a, vetores para expressao de proteina recombinante e vetores para a
aplicacdo de acidos nucleicos em um individuo para expressao em um
tecido do individuo, como vetores virais. Exemplos de vetores virais ade-
quados ao uso com a invencgao incluem, mas nao se limitam a, vetores
adenovirais, vetores virais adeno-associados, vetores lentivirais, etc. O
vetor pode, também, ser um vetor ndo viral. Exemplos de vetores nao
virais incluem, mas nao se limitam a, plasmidios, cromossomos artificiais
bacterianos, cromossomos artificiais de levedura, bacteriéfagos, etc. O
vetor pode incluir qualquer elemento para estabelecer uma fungao con-
vencional de um vetor de expresséo, por exemplo, um promotor, um
elemento de ligagdo a ribossomo, um terminador, um intensificador, um

marcador de sele¢cdo ou uma origem de replicacao.
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[0076] De acordo com outras modalidades da invencédo, a molé-
cula de acido nucleico que codifica a proteina de fusdo pode ter co-
dons otimizados para uma expressao recombinante aprimorada a
partir de uma célula hospedeira desejada, como células embrionarias
de rim humano (HEK, de "human embryonic kidney") ou de ovaério de
hamster chinés (CHO, de "chinese hamster ovary"), com o uso de
meétodos conhecidos na técnica tendo em vista a presente divulga-
cao.

[0077] A invencdo fornece também uma célula hospedeira que
compreende uma molécula de acido nucleico que codifica uma protei-
na de fusdo da invencado. As células hospedeiras incluem, mas nao se
limitam a, células hospedeiras para expressao de proteina recombi-
nante e células hospedeiras para a aplicagdo do acido nucleico em um
individuo para expressdo em um tecido do individuo. Exemplos de cé-
lulas hospedeiras adequadas ao uso com a invencao incluem, mas
nao se limitam a, células HEK ou CHO.

[0078] Em um outro aspecto geral, a invencao refere-se a um mé-
todo para a obtengdo de uma proteina de fusado da invencdo. Em um
aspecto geral, 0 método compreende: (1) cultivar uma célula hospedei-
ra que compreende uma molécula de acido nucleico que codifica uma
proteina de fusdo sob uma condicdo em que a proteina de fuséo é
produzida, e (2) recuperar a proteina de fusdo produzida pela célula
hospedeira. A proteina de fusdo pode ser purificada adicionalmente
com o uso de métodos conhecidos na técnica.

[0079] Em algumas modalidades, a proteina de fusdo é expressa em
células hospedeiras e purificada a partir das mesmas com o uso de uma
combinacdo de uma ou mais técnicas de purificagdo padrdo, incluindo,
mas néo se limitando a, cromatografia de afinidade, cromatografia de ex-
clusdo de tamanho, ultrafiltragao e dialise. De preferéncia, a proteina de

fusao é purificada a fim de ser isenta de quaisquer proteases.
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[0080] A invencgao fornece também uma composicao farmacéutica
que compreende uma proteina de fusdo da invencdo e um veiculo
farmaceuticamente aceitavel.

[0081] A invencao fornece adicionalmente uma composi¢ao que
compreende uma molécula de acido nucleico que codifica uma protei-
na de fusdo da invencao e um veiculo farmaceuticamente aceitavel. As
composi¢gdes que compreendem uma molécula de acido nucleico que
codifica uma proteina de fusdo da invencdo podem compreender um
veiculo de aplicagédo para a introdugdo da molécula de acido nucleico
em uma célula para a expressao da proteina de fusdo. Exemplos de
veiculos de aplicacdo de acido nucleico incluem lipossomas, polimeros
biocompativeis, incluindo polimeros naturais e polimeros sintéticos,
lipoproteinas, polipeptideos, polissacarideos, lipopolissacarideos, en-
velopes virais artificiais, particulas de metal, e bactérias, virus, como
baculovirus, adenovirus e retrovirus, bacteriéfagos, cosmideos, plas-
mideos, vetores fungicos e outros veiculos de recombinagao tipica-
mente utilizados na técnica que foram descritos para expressao em
uma variedade de hospedeiros eucariodticos.

[0082] A invencao refere-se também a kits que compreendem a
composicao farmacéutica da invencédo. Os kits podem conter um pri-
meiro recipiente com uma proteina de fusdo seca da invencdo e um
segundo recipiente com uma solugdo aquosa a ser misturada com a
proteina de fusao seca antes da administracdo a um individuo, ou um
unico recipiente contendo uma composi¢cao farmacéutica liquida da
invengdo. O kit pode conter uma unidade de administragdo de dose
unica ou unidades de administracao de multiplas doses de uma com-
posicao farmacéutica da invencgao. O kit pode incluir também uma ou
mais seringas pré-carregadas (por exemplo, seringas para liquido e
seringas Lyo). Um kit pode compreender também instrugcées para o

uso do mesmo. As instrugcdes podem descrever o uso e a natureza dos
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materiais fornecidos no kit, e podem ser adaptadas ao disturbio meta-
badlico preciso a ser tratado.

[0083] A invencao refere-se também ao uso das composigdes far-
macéuticas aqui descritas para tratar ou evitar uma doenca, condicéo
ou disturbio metabdlico, como diabetes tipo 2, niveis elevados de gli-
cose, niveis elevados de insulina, obesidade, dislipidemia, nefropatia
diabética, lesdo isquémica do miocardio, ataque cardiaco congestivo
ou artrite reumatoide. De acordo com modalidades da invengao, um
meétodo para tratamento ou prevencdo de uma doencga, condi¢gao ou
disturbio metabdlico em um individuo que esteja precisando do trata-
mento compreende administrar ao individuo uma quantidade terapéu-
tica ou profilaticamente eficaz de uma composicdo farmacéutica da
invengdo. Qualquer uma das composi¢des farmacéuticas aqui descri-
tas pode ser utilizada em um método da invengéo, incluindo composi-
cdes farmacéuticas que compreendem uma proteina de fusdo da in-
vengao ou composicdes farmacéuticas que compreendem um acido
nucleico que codifica a proteina de fusao.

[0084] Sao fornecidos aqui métodos para diminuigdo do peso
corporal em um individuo, compreendendo administrar uma composi-
cao que compreende uma proteina de fusdo compreendendo SEQ ID
NO: 92 e ao menos um veiculo ou diluente farmaceuticamente acei-
tavel, sendo que a dita proteina de fusao € administrada em uma do-
se na faixa de cerca de 0,8 mg a cerca de 90 mg, e sendo que 0 peso
do individuo é de 80 kg ou mais.

[0085] De acordo com certas modalidades, o individuo esta com so-
brepeso. Em certas modalidades da invengao, o individuo tem um IMC
de 25 kg/m? ou mais e, em certas modalidades, o individuo tem um IMC
na faixa de 25 kg/m? a 29,9 kg/m>.

[0086] De acordo com certas modalidades, a proteina de fusdo é

administrada em uma dose selecionada do grupo que consiste em:
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cerca de 0,8 mg, cerca de 2,5 mg, cerca de 7,5 mg, cerca de 15 mg,
cerca de 30 mg, cerca de 60 mg e cerca de 90 mg. Em certas moda-
lidades, a proteina de fusdo € administrada em uma dose de cerca de
0,8 mg. Em outras modalidades, a proteina de fusdo é administrada
em uma dose de cerca de 2,5 mg. Em outras modalidades, a proteina
de fusdo é administrada em uma dose de cerca de 7,5 mg. Em outras
modalidades, a proteina de fusdo é administrada em uma dose de
cerca de 15 mg. Em outras modalidades, a proteina de fusdo é admi-
nistrada em uma dose de cerca de 30 mg. Em outras modalidades, a
proteina de fusdo é administrada em uma dose de cerca de 60 mg.
Em outras modalidades, a proteina de fusdo é administrada em uma
dose de cerca de 90 mg.

[0087] De acordo com certas modalidades, a proteina de fuséo é
administrada em uma faixa de dosagem de cerca de 0,01 mg/kg a cerca
de 1,08 mg/kg. Em certas dessas modalidades, a proteina de fusao é
administrada em uma dose selecionada do grupo que consiste em: cerca
de 0,01 mg/kg, cerca de 0,03 mg/kg, cerca de 0,09 mg/kg, cerca de 0,18
mg/kg, cerca de 0,36 mg/kg, cerca de 0,72 mg/kg e cerca de 1,08 mg/kg.
Em certas modalidades, a proteina de fusdo € administrada em uma do-
se de cerca de 0,01 mg/kg. Em outras modalidades, a proteina de fuséo
€ administrada em uma dose de cerca de 0,03 mg/kg. Em outras modali-
dades, a proteina de fusdo é administrada em uma dose de cerca de
0,09 mg/kg. Em outras modalidades, a proteina de fusdo é administrada
em uma dose de cerca de 0,18 mg/kg. Em outras modalidades, a protei-
na de fusdo € administrada em uma dose de cerca de 0,36 mg/kg. Em
outras modalidades, a proteina de fusdo € administrada em uma dose de
cerca de 0,72 mg/kg. Em outras modalidades, a proteina de fusado € ad-
ministrada em uma dose de cerca de 1,08 mg/kg.

[0088] De acordo com certas modalidades da presente invencao, a

proteina de fusdo é administrada por meio de injegao subcutanea.
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[0089] De acordo com certas modalidades da presente invencao, a
proteina de fusdo é administrada ao individuo uma vez por semana.
[0090] Séao fornecidos aqui métodos para diminui¢do da ingestao
de alimentos em um individuo, compreendendo administrar uma
composicao que compreende uma proteina de fusdo compreendendo
SEQ ID NO: 92 e ao menos um veiculo ou diluente farmaceuticamen-
te aceitavel, sendo que a dita composi¢cao € administrada em uma
dose na faixa de cerca de 0,8 mg a cerca de 90 mg, e sendo que o
peso do individuo é de 80 kg ou mais.

[0091] De acordo com certas modalidades, o individuo esta com so-
brepeso. Em certas modalidades da invengao, o individuo tem um IMC
de 25 kg/m? ou mais e, em certas modalidades, o individuo tem um IMC
na faixa de 25 kg/m? a 29,9 kg/m?.

[0092] De acordo com certas modalidades, a proteina de fusdo é
administrada em uma dose selecionada do grupo que consiste em:
cerca de 0,8 mg, cerca de 2,5 mg, cerca de 7,5 mg, cerca de 15 mg,
cerca de 30 mg, cerca de 60 mg e cerca de 90 mg. Em certas moda-
lidades, a proteina de fusdo é administrada em uma dose de cerca de
0,8 mg. Em outras modalidades, a proteina de fusdo é administrada
em uma dose de cerca de 2,5 mg. Em outras modalidades, a proteina
de fusédo € administrada em uma dose de cerca de 7,5 mg. Em outras
modalidades, a proteina de fusdo é administrada em uma dose de
cerca de 15 mg. Em outras modalidades, a proteina de fusdo € admi-
nistrada em uma dose de cerca de 30 mg. Em outras modalidades, a
proteina de fusdo é administrada em uma dose de cerca de 60 mg.
Em outras modalidades, a proteina de fusao é administrada em uma
dose de cerca de 90 mg.

[0093] De acordo com certas modalidades, a proteina de fusédo é
administrada em uma faixa de dosagem de cerca de 0,01 mg/kg a cerca

de 1,08 mg/kg. Em certas dessas modalidades, a proteina de fusédo é
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administrada em uma dose selecionada do grupo que consiste em: cerca
de 0,01 mg/kg, cerca de 0,03 mg/kg, cerca de 0,09 mg/kg, cerca de 0,18
mg/kg, cerca de 0,36 mg/kg, cerca de 0,72 mg/kg e cerca de 1,08 mg/kg.
Em certas modalidades, a proteina de fusdo € administrada em uma do-
se de cerca de 0,01 mg/kg. Em outras modalidades, a proteina de fuséo
€ administrada em uma dose de cerca de 0,03 mg/kg. Em outras modali-
dades, a proteina de fusdo é administrada em uma dose de cerca de
0,09 mg/kg. Em outras modalidades, a proteina de fusdo é administrada
em uma dose de cerca de 0,18 mg/kg. Em outras modalidades, a protei-
na de fusdo € administrada em uma dose de cerca de 0,36 mg/kg. Em
outras modalidades, a proteina de fusdo € administrada em uma dose de
cerca de 0,72 mg/kg. Em outras modalidades, a proteina de fusao € ad-
ministrada em uma dose de cerca de 1,08 mg/kg.

[0094] De acordo com certas modalidades da presente invencgao, a
proteina de fusdo é administrada por meio de injegao subcutanea.
[0095] De acordo com certas modalidades da presente invencgao, a
proteina de fusdo € administrada ao individuo uma vez por semana.
[0096] O termo "cerca de", quando usado em referéncia a faixas
numeéricas, limites, ou valores especificos € usado para indicar que os
valores mencionados podem variar em até 10% do valor listado. Dessa
forma, o termo "cerca de" € usado para abranger variagdes de £10%
ou menos, variacdes de +5% ou menos, variacdes de 1% ou menos,
variagdes de +0,5% ou menos, variagdes de £5% ou menos, ou varia-
cbes de +0,1% ou menos em relagéo ao valor especificado.

[0097] Como usado aqui, o termo "individuo" significa qualquer
animal, particularmente, um mamifero, mais particularmente, um ser
humano, que sera ou foi tratado por um método de acordo com uma
modalidade da invencdo. O termo "mamifero", como usado aqui,
abrange qualquer mamifero. Exemplos de mamiferos incluem, mas

nao se limitam a, vacas, cavalos, ovelhas, porcos, gatos, caes, ca-
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mundongos, ratos, coelhos, porquinhos da india, primatas nao huma-
nos (NHPs, de "non-human primates") como macacos ou simios, se-
res humanos, etc., mais particularmente, um ser humano.

[0098] Como usado aqui, "sobrepeso" refere-se a peso corporal
excessivo. Varios parametros sido usados para determinar se um in-
dividuo esta com sobrepeso, em compara¢gao com um individuo sau-
davel de referéncia, incluindo idade, altura, sexo e estado de saude
do individuo. Por exemplo, um individuo pode ser considerado com
sobrepeso ou obeso mediante avaliacdo do indice de Massa Corporal
(IMC) do individuo, que € calculado dividindo-se o peso de um indivi-
duo em quilogramas pelo quadrado da altura do individuo em metros.
Um adulto que tenha um IMC na faixa de 18,5 a 24,9 kg/m? é consi-
derado como tendo um peso normal; um adulto que tenha um IMC
entre 25 e 29,9 kg/m? pode ser considerado com sobrepeso (pré-
obeso); um adulto que tenha um IMC de 30 kg/m? ou maior pode ser
considerado obeso. O apetite acentuado frequentemente contribui
para o excesso de peso corporal.

[0099] Uma "doencga, condi¢ao ou disturbio metabdlico" refere-se a
qualquer disturbio relacionado ao metabolismo anormal. Exemplos de
doencas, condi¢des ou disturbios metabdlicos que podem ser tratados
de acordo com um método da invencgao incluem, mas nao se limitam a,
diabetes tipo 2, niveis elevados de glicose, niveis elevados de insulina,
obesidade, estar com sobrepeso, dislipidemia, nefropatia diabética,
lesdo isquémica do miocardio, insuficiéncia cardiaca congestiva ou
artrite reumatoide.

[00100] Os termos "tratar", "tratando" e "tratamento"”, como usados
aqui, referem-se a administracdo de uma composicao a um individuo
a fim de obter um resultado terapéutico ou clinico desejado no indivi-
duo. Em uma modalidade, os termos "tratar," "tratando" e "tratamen-

to" referem-se a administracdo de uma composicdo farmacéutica da
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invengao para reduzir, aliviar ou retardar a progressao ou o desenvol-
vimento de um disturbio metabdlico, por exemplo, diabetes tipo 2, ni-
veis elevados de glicose, niveis elevados de insulina, obesidade, dis-
lipidemia, nefropatia diabética, leséo isquémica do miocardio, ataque
cardiaco congestivo ou artrite reumatoide.

[00101] De acordo com modalidades da invencao, uma composi-
cao farmacéutica da invengao pode ser administrada a um individuo
por meio de qualquer método conhecido pelos versados na técnica
tendo em vista a presente divulgacao, por exemplo, por via de admi-
nistragcao intramuscular, subcutanea, oral, intravenosa, cutanea, in-
tramucosa (por exemplo, trato gastrointestinal), intranasal ou intrape-
ritoneal. Em modalidades especificas, uma composicdo farmacéutica
da invengao é administrada a um individuo por injegao intravenosa ou
injecao subcuténea.

[00102] Como usado aqui, a administragcdo "uma vez por semana"
€ executada dentro de um unico dia. De preferéncia, a administragao
"uma vez por semana" € executada em uma unica etapa, como uma
unica injecgao.

[00103] Em certas modalidades, a presente invencdo fornece uma
dose clinicamente comprovada como segura e clinicamente comprovada
como eficaz de uma proteina de fusdo GDF15 tendo uma sequéncia que
compreende a SEQ ID NO: 92 para uso em um método para diminuir o
peso corporal em um individuo, sendo que a dita dose clinicamente com-
provada como segura e clinicamente comprovada como eficaz € uma
unica injegdo subcutanea (SC) administrada em uma dose na faixa de
0,8 mg a 90 mg a um individuo pesando 80 kg ou mais.

[00104] Em certas modalidades, a presente invencdo fornece uma
dose clinicamente comprovada como segura e clinicamente comprovada
como eficaz de uma proteina de fusdo GDF15 tendo uma sequéncia que

compreende a SEQ ID NO: 92 para uso em um método para diminuir a
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ingestao de alimentos em um individuo, sendo que a dita dose clinica-
mente comprovada como segura e clinicamente comprovada como efi-
caz € uma unica inje¢ao subcutanea (SC) administrada em uma dose na
faixa de 0,8 mg a 90 mg a um individuo pesando 80 kg ou mais.

[00105] De acordo com a invengao conforme aqui definida, o termo
"clinicamente comprovado como seguro”, no que refere-se a uma dose
ou um tratamento com a proteina de fusdo GDF15 tendo uma sequén-
cia que compreende SEQ ID NO: 92, refere-se a uma razao ris-
co:beneficio favoravel, com uma frequéncia relativamente baixa ou re-
duzida e/ou uma gravidade baixa ou reduzida de eventos adversos,
inclusive sinais vitais adversos (frequéncia cardiaca, pressao arterial
sistélica e diastdlica, temperatura corporal), testes clinicos laboratoriais
padrao adversos (hematologia, quimica clinica, urinalise, lipidios, coa-
gulagao), reagdes alérgicas/hipersensibilidade, reacdes adversas lo-
cais no sitio de inje¢céo, ou ECG adverso.

[00106] De acordo com a invencao conforme aqui definida, os ter-
mos "clinicamente comprovado como eficaz" ou "com eficacia clinica-
mente comprovada", no que refere-se a termos como dose, regime de
dosagem ou tratamento com a proteina de fusdao GDF15, que tem uma
sequéncia que compreende SEQ ID NO: 92, refere-se a reducédo na
ingestdo de alimentos, reducéo das classificacdes de apetite, reducao
da palatabilidade de alimentos avaliada mediante o uso de questiona-
rios, ou reducao do peso corporal.

[00107] Para uso na presente invencdo, uma diminuicdo no peso
corporal € uma diminuicdo de ao menos 3%, ao menos 4%, ao menos
5%, ao menos 6%, ao menos 7%, ao menos 8%, ao menos 9%, ao me-
nos 10%, ao menos 11%, ao menos 12%, ao menos 13%, ao menos
14%, ao menos 15%, ao menos 16%, ao menos 17%, ao menos 18%,
ao menos 19%, ao menos 20%, ou qualquer numero intermediario.

[00108] Como usado aqui, uma diminuicdo na ingestdo de alimento é
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uma diminuicao de ao menos 5%, ao menos 6%, ao menos 7%, ao me-
nos 8%, ao menos 9%, ao menos 10%, ao menos 11%, ao menos 12%,
ao menos 13%, ao menos 14%, ao menos 15%, ao menos 16%, ao
menos 17%, ao menos 18%, ao menos 19%, ao menos 20%, ao menos
21%, ao menos 22%, ao menos 23%, ao menos 24%, ao menos 25%,
ao menos 26%, ao menos 27%, ao menos 28%, ao menos 29%, ao
menos 30%, ou qualquer numero intermediario. A ingestao de alimentos
pode ser medida mediante a medicdo de calorias consumidas, estima-
das com base nos gramas consumidos de cada item alimenticio e em
seu conteudo nutricional.

[00109] Como usado aqui, exceto quando especificado em contra-
rio, o termo "clinicamente comprovado" (usado independentemente ou
para modificar os termos "seguro" e/ou "eficaz") deve significar que a
prova foi comprovada por um estudo clinico sendo que o estudo clinico
satisfaz aos padrdes da Agéncia de Administragcao de Alimentos e Me-
dicamentos dos EUA (FDA, "US Food and Drug Administration"), da
Agéncia Europeia de Avaliagdo de Medicamentos (EMEA, "European
Medicines Agency") ou um érgao fiscalizador nacional correspondente.
Por exemplo, o estudo clinico pode ser um estudo adequadamente
dimensionado, randomizado, duplo-cego usado para provar clinica-
mente os efeitos do farmaco. Em algumas modalidades, "clinicamente
comprovado" indica que foi comprovado por um teste clinico que aten-
deu aos padrdes da Agéncia de Administracdo Federal de Alimentos e
Medicamentos dos EUA, da EMEA ou de uma agéncia regulatoria na-
cional correspondente para um teste clinico de Fase |.

Modalidades

[00110] 1. Método para diminuicdo do peso corporal em um indivi-

duo, sendo o método caracterizado por compreender administrar uma
composi¢ao que compreende uma proteina de fusdo compreendendo

SEQ ID NO: 92 e ao menos um veiculo ou diluente farmaceuticamen-
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te aceitavel, sendo que a dita proteina de fusdo € administrada em
uma dose na faixa de 0,8 mg a 90 mg, e sendo que o peso do indivi-
duo é de 80 kg ou mais.

[00111] 2. O método da modalidade 1, sendo que o individuo esta
com sobrepeso.

[00112] 3. O método da modalidade 2, sendo que o individuo tem
um IMC de 25 kg/m2 ou mais.

[00113] 4. O método da modalidade 3, sendo que o individuo tem o
IMC na faixa de 25 kg/m2 a 29,9 kg/m2.

[00114] 5. O método da modalidade 1, sendo que a proteina de fu-
sao é administrada em uma dose selecionada do grupo que consiste
em: 0,8 mg, 2,5 mg, 7,5 mg, 15 mg, 30 mg, 60 mg e 90 mg.

[00115] 6. O método da modalidade 5, sendo que a proteina de fusao
€ administrada em uma dose de 0,8 mg.

[00116] 7. O método da modalidade 5, sendo que a proteina de fusao
€ administrada em uma dose de 2,5 mg.

[00117] 8. O método da modalidade 5, sendo que a proteina de fusao
€ administrada em uma dose de 7,5 mg.

[00118] 9. O método da modalidade 5, sendo que a proteina de fusao
€ administrada em uma dose de 15 mg.

[00119] 10. O método da modalidade 5, sendo que a proteina de fu-
sdo é administrada em uma dose de 30 mg.

[00120] 11. O método da modalidade 5, sendo que a proteina de fu-
sdo é administrada em uma dose de 60 mg.

[00121] 12. O método da modalidade 5, sendo que a proteina de fu-
sdo é administrada em uma dose de 90 mg.

[00122] 13. O método da modalidade 1, sendo que a proteina de fu-
sdo é administrada por meio de injecao subcutanea.

[00123] 14. Um método para diminuicdo do peso corporal em um

individuo, compreendendo administrar uma composicao que compre-
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ende uma proteina de fusdo compreendendo SEQ ID NO: 92 e ao
menos um veiculo ou diluente farmaceuticamente aceitavel, sendo
que a dita proteina de fusdo é administrada em uma dose em uma
faixa de 0,01 mg/kg a 1,08 mg/kg.

[00124] 15. O método da modalidade 14, sendo que a proteina de
fusédo € administrada em uma dose selecionada do grupo que consis-
te em: 0,01 mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,09 mg/kg, 0,18 mg/kg, 0,36 mg/kg,
0,72 mg/kg e 1,08 mg/kg.

[00125] 16. O método da modalidade 15, sendo que a proteina de
fusédo € administrada em uma dose de 0,01 mg/kg.

[00126] 17. O método da modalidade 15, sendo que a proteina de
fusédo € administrada em uma dose de 0,03 mg/kg.

[00127] 18. O método da modalidade 15, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 0,09 mg/kg.

[00128] 19. O método da modalidade 15, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 0,18 mg/kg.

[00129] 20. O método da modalidade 15, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 0,36 mg/kg.

[00130] 21. O método da modalidade 15, sendo que a proteina de
fusédo € administrada em uma dose de 0,72 mg/kg.

[00131] 22. O método da modalidade 15, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 1,08 mg/kg.

[00132] 23. O método da modalidade 14, sendo que a proteina de
fusédo € administrada por meio de injecao subcutanea.

[00133] 24. O método da modalidade 14, sendo que a composi¢ao
€ administrada ao individuo uma vez por semana.

[00134] 25. O método da modalidade 1, sendo que a composicao é
administrada ao individuo uma vez por semana.

[00135] 1A. Método para diminuicao da ingestdo de alimentos em

um individuo, sendo o método caracterizado por compreender admi-
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nistrar uma composicado que compreende uma proteina de fusédo
compreendendo SEQ ID NO: 92 e ao menos um veiculo ou diluente
farmaceuticamente aceitavel, sendo que a dita proteina de fusado é
administrada em uma dose na faixa de 0,8 mg a 90 mg, e sendo que
o peso do individuo & de 80 kg ou mais.

[00136] 2A. O método da modalidade 1A, sendo que o individuo esta
com sobrepeso.

[00137] 3A. O método da modalidade 2A, sendo que o individuo
tem um IMC de 25 kg/m2 ou mais.

[00138] 4A. O método da modalidade 3A, sendo que o individuo
tem o IMC na faixa de 25 kg/m2 a 29,9 kg/m2.

[00139] 5A. O método da modalidade 1A, sendo que a proteina de
fusdo é administrada em uma dose selecionada do grupo que consiste
em: 0,8 mg, 2,5 mg, 7,5 mg, 15 mg, 30 mg, 60 mg e 90 mg.

[00140] 6A. O método da modalidade 5A, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 0,8 mg.

[00141] 7A. O método da modalidade 5A, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 2,5 mg.

[00142] 8A. O método da modalidade 5A, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 7,5 mg.

[00143] 9A. O método da modalidade 5A, sendo que a proteina de
fusédo € administrada em uma dose de 15 mg.

[00144] 10A. O método da modalidade 5A, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 30 mg.

[00145] 11A. O método da modalidade 5A, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 60 mg.

[00146] 12A. O método da modalidade 5A, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 90 mg.

[00147] 13A. O método da modalidade 1A, sendo que a proteina de

fusdo € administrada por meio de injecdo subcutanea.
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[00148] 14A. Um método para diminuigao da ingestao de alimento em
um individuo, compreendendo administrar uma composi¢cdo que compre-
ende uma proteina de fusdo compreendendo SEQ ID NO: 92 e ao me-
nos um veiculo ou diluente farmaceuticamente aceitavel, sendo que a
dita proteina de fusdo é administrada em uma dose na faixa de 0,01
mg/kg a 1,08 mg/kg.

[00149] 15A. O método da modalidade 14A, sendo que a dita proteina
de fusédo é administrada em uma dose selecionada do grupo que consis-
te em: 0,01 mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,09 mg/kg, 0,18 mg/kg, 0,36 mg/kg, 0,72
mg/kg e 1,08 mg/kg.

[00150] 16A. O método da modalidade 15A, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 0,01 mg/kg.

[00151] 17A. O método da modalidade 15A, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 0,03 mg/kg.

[00152] 18A. O método da modalidade 15A, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 0,09 mg/kg.

[00153] 19A. O método da modalidade 15A, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 0,18 mg/kg.

[00154] 20A. O método da modalidade 15A, sendo que a proteina de
fusédo € administrada em uma dose de 0,36 mg/kg.

[00155] 21A. O método da modalidade 15A, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 0,72 mg/kg.

[00156] 22A. O método da modalidade 15A, sendo que a proteina de
fusédo € administrada em uma dose de 1,08 mg/kg.

[00157] 23A. O método da modalidade 15A, sendo que a proteina de
fusédo € administrada por meio de injecao subcutanea.

[00158] 24A. O método da modalidade 14A, sendo que a composi¢cao
€ administrada ao individuo uma vez por semana.

[00159] 25A. O método da modalidade 1A, sendo que a composi¢cao

€ administrada ao individuo uma vez por semana.
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[00160] 1B. Um método para diminuicdo do peso corporal em um
individuo, compreendendo administrar ao individuo, uma vez por se-
mana, uma composicdo que compreende uma proteina de fusédo
compreendendo SEQ ID NO: 92 e ao menos um veiculo ou diluente
farmaceuticamente aceitavel, sendo que a dita proteina de fusado é
administrada em uma dose na faixa de 0,8 mg a 90 mg, e sendo que
0 peso do individuo é de 80 kg ou mais.

[00161] 2B. O método da modalidade 1B, sendo que o individuo esta
com sobrepeso.

[00162] 3B. O método da modalidade 2B, sendo que o individuo
tem um IMC de 25 kg/m2 ou mais.

[00163] 4B. O método da modalidade 3B, sendo que o individuo
tem o IMC na faixa de 25 kg/m2 a 29,9 kg/m2.

[00164] 5B. O método da modalidade 1B, sendo que a proteina de
fusdo é administrada em uma dose selecionada do grupo que consiste
em: 0,8 mg, 2,5 mg, 7,5 mg, 15 mg, 30 mg, 60 mg e 90 mg.

[00165] 6B. O método da modalidade 5B, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 0,8 mg.

[00166] 7B. O método da modalidade 5B, sendo que a proteina de
fusédo € administrada em uma dose de 2,5 mg.

[00167] 8B. O método da modalidade 5B, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 7,5 mg.

[00168] 9B. O método da modalidade 5B, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 15 mg.

[00169] 10B. O método da modalidade 5B, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 30 mg.

[00170] 11B. O método da modalidade 5B, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 60 mg.

[00171] 12B. O método da modalidade 5B, sendo que a proteina de

fusdo € administrada em uma dose de 90 mg.
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[00172] 13B. O método da modalidade 1B, sendo que a proteina de
fus&do € administrada por meio de inje¢cao subcutanea.

[00173] 14B. Um método para diminuicdo do peso corporal em um
individuo, compreendendo administrar ao individuo, uma vez por sema-
na, uma composicao que compreende uma proteina de fusdo compreen-
dendo SEQ ID NO: 92 e ao menos um veiculo ou diluente farmaceutica-
mente aceitavel, sendo que a dita composicdo € administrada em uma
dose em uma faixa de 0,01 mg/kg a 1,08 mg/kg.

[00174] 15B. O método da modalidade 14B, sendo que a dita proteina
de fusédo é administrada em uma dose selecionada do grupo que consis-
te em: 0,01 mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,09 mg/kg, 0,18 mg/kg, 0,36 mg/kg, 0,72
mg/kg e 1,08 mg/kg.

[00175] 16B. O método da modalidade 15B, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 0,01 mg/kg.

[00176] 17B. O método da modalidade 15B, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 0,03 mg/kg.

[00177] 18B. O método da modalidade 15B, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 0,09 mg/kg.

[00178] 19B. O método da modalidade 15B, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 0,18 mg/kg.

[00179] 20B. O método da modalidade 15B, sendo que a proteina de
fusédo € administrada em uma dose de 0,36 mg/kg.

[00180] 21B. O método da modalidade 15B, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 0,72 mg/kg.

[00181] 22B. O método da modalidade 15B, sendo que a proteina de
fusédo € administrada em uma dose de 1,08 mg/kg.

[00182] 23B. O método da modalidade 22B, sendo que a proteina de
fus&do € administrada por meio de inje¢cao subcutanea.

[00183] 1C. Um método para diminuigdo da ingestdo de alimentos

em um individuo, compreendendo administrar ao individuo, uma vez
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por semana, uma composi¢cao que compreende uma proteina de fu-
sao compreendendo SEQ ID NO: 92 e ao menos um veiculo ou dilu-
ente farmaceuticamente aceitavel, sendo que a dita proteina de fusao
€ administrada em uma dose na faixa de 0,8 mg a 90 mg, e sendo
que o peso do individuo é de 80 kg ou mais.

[00184] 2C. O método da modalidade 1C, sendo que o individuo esta
com sobrepeso.

[00185] 3C. O método da modalidade 2C, sendo que o individuo
tem um IMC de 25 kg/m2 ou mais.

[00186] 4C. O método da modalidade 3C, sendo que o individuo
tem o IMC na faixa de 25 kg/m2 a 29,9 kg/m2.

[00187] 5C. O método da modalidade 1C, sendo que a proteina de
fusdo é administrada em uma dose selecionada do grupo que consiste
em: 0,8 mg, 2,5 mg, 7,5 mg, 15 mg, 30 mg, 60 mg e 90 mg.

[00188] 6C. O método da modalidade 5C, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 0,8 mg.

[00189] 7C. O método da modalidade 5C, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 2,5 mg.

[00190] 8C. O método da modalidade 5C, sendo que a proteina de
fusédo é administrada em uma dose de 7,5 mg.

[00191] 9C. O método da modalidade 5C, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 15 mg.

[00192] 10C. O método da modalidade 5C, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 30 mg.

[00193] 11C. O método da modalidade 5C, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 60 mg.

[00194] 12C. O método da modalidade 5C, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 90 mg.

[00195] 13C. O método da modalidade 1C, sendo que a proteina de

fusdo € administrada por meio de injecdo subcutanea.
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[00196] 14C. Um método para diminuigdo da ingestao de alimento em
um individuo, compreendendo administrar a um individuo, uma vez por
semana, uma composi¢cao que compreende uma proteina de fusdo com-
preendendo SEQ ID NO: 92 e ao menos um veiculo ou diluente farma-
ceuticamente aceitavel, sendo que a dita proteina de fusdo € administra-
da em uma dose na faixa de 0,01 mg/kg a 1,08 mg/kg.

[00197] 15C. O método da modalidade 14C, sendo que a proteina
de fusdo é administrada em uma dose selecionada do grupo que
consiste em: 0,01 mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,09 mg/kg, 0,18 mg/kg, 0,36
mg/kg, 0,72 mg/kg e 1,08 mg/kg.

[00198] 16C. O método da modalidade 15C, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 0,01 mg/kg.

[00199] 17C. O método da modalidade 15C, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 0,03 mg/kg.

[00200] 18C. O método da modalidade 15C, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 0,09 mg/kg.

[00201] 19C. O método da modalidade 15C, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 0,18 mg/kg.

[00202] 20C. O método da modalidade 15C, sendo que a proteina de
fusédo € administrada em uma dose de 0,36 mg/kg.

[00203] 21C. O método da modalidade 15C, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 0,72 mg/kg.

[00204] 22C. O método da modalidade 15C, sendo que a proteina de
fusdo € administrada em uma dose de 1,08 mg/kg.

[00205] 23C. O método da modalidade 22C, sendo que a proteina de
fusédo € administrada por meio de injecao subcutanea.

Exemplos

[00206] Os exemplos a seguir da invengao sao fornecidos para
ilustrar adicionalmente a natureza da invencdo. Acredita-se que o

versado na técnica possa, com o0 uso da descricdo anterior e dos
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exemplos ilustrativos a seguir, fazer e utilizar a presente invencao e
praticar os métodos reivindicados. Deve-se compreender que o0s
exemplos a seguir nao limitam a invengao e que o escopo da inven-
cao é determinado pelas reivindicacdes em anexo.

Exemplo 1: Design de moléculas de fusdo que compreendem GDF15 -

efeito dos truncamentos de GDF15
[00207] Como outros membros da familia TGF[3, a GDF15 ¢ sintetiza-

da como uma pré-pro-proteina que forma um dimero no reticulo endo-

plasmatico e sofre clivagem de furina para produzir a GDF15 madura se-
cretada (aminoacidos 197 a 308). O homodimero GDF15 maduro secre-
tado tem cerca de 25k daltons, e cada mondmero tem o potencial para
formar até 4 ligagdes dissulfeto intramoleculares com um unico dissulfeto
intermolecular ligando os componentes do homodimero.

[00208] A estrutura cristalina de GDF15 foi determinada na invengao
e é representada nas Figuras 1A e 1B. A estrutura cristalina mostra que
o C-terminal da GDF15 madura esta enterrado na interface do dimero,
enquanto o amino-terminal esta exposto. Esse terminal exposto possibi-
lita a ligagdo das proteinas de fusdo, como as proteinas de extenséo de
meia-vida, ao amino-terminal de GDF15.

[00209] A estrutura cristalina mostra também o novo padrao de pare-
amento de dissulfeto dos residuos de cisteina da GDF15. Embora o
TGFB1 tenha pareamento C1-C3 e C2-C7 (isto €, o pareamento entre
seu primeiro e seu terceiro residuos de cisteina bem como entre seu se-
gundo e seu sétimo residuos de cisteina), a GDF15 tem pareamento C1-
C2 e C3-C7 (consulte as Figuras 1A e 1B). Esse pareamento de dissulfe-
to exclusivo resulta em uma lagada formada pelo pareamento C1-C2 que
esta situado no amino-terminal da proteina e na direcao oposta ao n6 de
cisteina que contém outras ligagdes dissulfeto. A estrutura prediz que o
amino-terminal da GDF15 pode nao ser de importancia critica para a

formacado do dimero ou a flexdo de proteina total, e que a GDF15 e as
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moléculas de fusdo amino-terminais da mesma podem ser toleraveis pa-
ra delegcbes amino-terminais que eliminam os residuos C1 e C2 no interi-
or da lagada C1-C2, ou mesmo os residuos C-terminais até C2.

Exemplo 2: Design de moléculas de fusdo que compreendem GDF15

- efeito do conector

[00210] Diferentes conectores entre a molécula de HSA e a molécu-
la de GDF15 foram avaliados. Tanto os conectores flexiveis, que con-
tém a sequéncia (GGGGS)n, quanto os conectores estruturados, que
contém a sequéncia (AP)n ou (EAAAK)n, em que n € de 2 a 20, foram
avaliados.

[00211] As proteinas de fusdo que compreendem os diferentes co-
nectores foram comparadas quanto a suas propriedades biofisicas,
seu efeito sobre a eficacia da ingestdo de alimento em camundongos
magros, seus valores farmacocinéticos (PK, de "pharmacokinetic")
em camundongos e sua estabilidade ex vivo no sangue humano. Os
resultados das variantes de conector testadas sdo mostrados na Ta-
bela 1. A molécula compreendendo a SEQ ID NO: 31, que continha o
conector (EAAAK)s, mostrou agregacao por HPLC. As sete variantes
de conector restantes na Tabela 1 ndo demonstraram agregacao.

Tabela 1: Sumario da analise de variante de conector

SEQID Conector de Agrega- | Boa PK em |Estabilidade ex
NO* ¢dao |(camundongo |vivo no sangue
(WT) humano
25 AS(GGGGS).GT Nao Sim Sim
5 GS(GGGGS)4 Nao Sim Sim
26 AS(GGGGS)sGT Nao Sim Sim
27 AS(AP)sGT Nao Sim Sim
28 AS(AP)1oGT N&o Sim Sim
29 AS(AP)20GT N&o Sim Sim
30 AS(EAAAK)GT Nao Sim Sim
31 AS(EAAAK)sGT SIM N&o testado | N&o testado

*- a etiqueta 6xHis foi fixada no amino-terminal com o propdésito de pu-
rificacao
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[00212] A estabilidade do conector também foi avaliada quanto a es-
sas variantes por estudos in vivo em camundongos e estudos de estabili-
dade ex vivo em amostras de sangue total e plasma humano. Duas for-
mas de deteccdo foram utilizadas para analisar os resultados a partir
destes estudos. Um imunoensaio com pares de anticorpos com captura
anti-GDF15 e deteccao anti-HSA foi utilizado para avaliar quao intacto o
conector estava mediante a medicao da presenca de ambas as molécu-
las em cada lado do conector. Uma imagem mais ampla da integridade
da molécula como um todo foi analisada mediante analise por cromato-
grafia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS - "liquid
chromatography-mass spectrometry") com o uso de diferentes sequén-
cias peptidicas substitutas, tanto de HSA quanto de GDF15. O imunoen-
saio demonstrou um perfil farmacocinético (PK) estavel para todas as
variantes de conector e nenhuma perda de concentracdo de amostra de
plasma reforcada para qualquer uma das variantes de conector foi ob-
servada durante 48 horas. Os resultados da LC-MS foram consistentes
com o imunoensaio, mostrando que os peptideos substitutos de diferen-
tes partes das moléculas de HSA e GDF15 estavam intactos. O perfil
farmacocinético das variantes de conector analisadas por LC-MS com o
uso de peptideos substitutos mostrou uma tendéncia similar para diferen-
tes variantes de conector, sendo que todas tinham niveis detectaveis no
Dia 7. Todas as variantes na Tabela 1, exceto pela SEQ ID 31, apresen-
taram propriedades biofisicas e valores farmacocinéticos desejados.

[00213] As variantes de conector foram avaliadas quanto a sua ativi-
dade in vivo através da realizagdo de estudos de ingestdo de alimento
em camundongos magros. A Tabela 2 mostra a influéncia das variantes
de conector sobre a eficacia da proteina de fusdo na diminuicdo da in-
gestdo de alimento. Houve uma clara influéncia do conector sobre a efi-
cacia. Em relagdo aos conectores (GGGGS)n flexiveis, um aumento no

comprimento do conector de 2 para 4 para 8 aumentou dramaticamente
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a eficacia da proteina de fusdo. Para os conectores mais rigidos (AP)n, a
tendéncia foi menos ébvia, sugerindo que o grau de liberdade da molécu-
la de GDF15 dentro da proteina de fusdo desempenha um papel de im-
portancia critica em sua eficacia.

Tabela 2: Efeito do conector sobre a eficacia in vivo de proteinas de

fusdo HSA-GDF15 em camundongos magros

SEQ ID NO* | Conector ("Linker") | % de reducao na ingestao de
alimento (média)
25 AS(GGGGS).GT 28,8
5 GS(GGGGS)4 40,5
26 AS(GGGGS)sGT 60,7
27 AS(AP)sGT 48,2
28 AS(AP)1oGT 66,2
29 AS(AP)20GT 55,1
30 AS(EAAAK)sGT 51,9
*- a etiqueta 6xHis foi fixada no amino-terminal com o propdsito de pu-
rificacao

Exemplo 3: Design de moléculas de fusdo que compreendem GDF15 -

efeito das mutacoes na HSA

[00214] Foram projetadas proteinas recombinantes com a albumina
sérica humana da proteina de extensdo de meia-vida fundidas ao amino-
terminal da GDF15 através de um conector. Esse design deve possibilitar
que a interface de dimerizacdo de GDF15 permaneca nao perturbada e
possibilite a formagao das ligacdes de dissulfeto intercadeia nativas, re-
sultando em um homodimero GDF15 com fusdo de HSA estendida a
partir de cada bragco de GDF15. Com esta abordagem, apenas um unico
gene € necessario para gerar o homodimero HSA-GDF15.

[00215] A proteina albumina sérica humana nativa contém 35 resi-
duos de cisteina (Cys, C) que formam 17 liga¢des dissulfeto, com o
residuo Cys-34 sendo a unica cisteina livre na molécula. Esse Cys-34

livre funcionou como um sequestrante de radicais livres, mediante a
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captura de multiplas espécies reativas de oxigénio (ROS, de "reactive
oxygen species") e espécies reativas de nitrogénio (RNS, de "reactive
nitrogen species"). Esse Cys livre foi, dessa forma, mutado para mi-
nimizar o risco de heterogeneidade devido a oxidagao.

[00216] A cisteina livre na posicao 34 da HSA foi mutada para se-
rina ou alanina, e as moléculas de fusdo de GDF15 com uma muta-
cao HSA(C34S) ou HSA(C34A) foram analisadas. Ambas as molécu-
las foram purificadas com o uso de um método de purificacdo de trés
etapas: (i) cromatografia de troca iénica, (ii) cromatografia de intera-
¢ao hidrofdbica, e (iii) cromatografia de exclusdo de tamanho. Quan-
do foram primeiramente geradas, a analise por HPLC mostrou que
ambas as moléculas eram puras e isentas de agregacao (Tabela 3).
[00217] Entretanto, duas semanas apds sua geragao, a proteina de
fusdo contendo a mutacdo HSA(C34A) (que compreende a SEQ ID NO:
48) mostrou agregacgao por HPLC, enquanto a proteina de fusao conten-
do a mutacado HSA(C34S) (SEQ ID NO: 40) permaneceu isenta de agre-
gagao apos quatro semanas.

Tabela 3: A influéncia da HSA C34 mutante sobre a agregacao da prote-

ina de fusao
SEQID |Mutacdoda| % de agregacao | % de agregacgao 2 sema-
NO HSA quando purificada | nas ap0s a purificacéo
40 C34S 0 0
48 C34A 0 33,29

Exemplo 4: Propensao de clivagem por protease na GDF15

[00218] Foi observado pelos inventores que o residuo de arginina
na posicao de aminoacido 198 do GDF15 (R198) € suscetivel a degra-
dacao por protease dentro das moléculas de fusdo HSA-GDF15. Tal
degradagao resulta em uma populagao heterogénea e é indesejavel
para as composicdes terapéuticas. A clivagem pode ser evitada por
um coquetel de inibidores de protease. Os métodos de purificacédo fo-

ram investigados para a remogao da protease. A Tabela 4 lista os dois
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tipos de colunas de afinidade por HSA que foram testadas para a puri-
ficagdo de proteinas de fusdo HSA-GDF15, conforme medido por
HPLC. No momento da purificacao, as proteinas de fusdo HSA-GDF15
purificadas por ambos os métodos estavam 100% puras e intactas. Em
baixas concentragdes (2 a 5 mg/ml), as proteinas purificadas por am-
bos os métodos permaneceram intactas durante todo o periodo de tes-
te de 4 semanas. Entretanto, em altas concentra¢des (40 a 50 mg/ml),
apenas a resina de HSA a base de anticorpos (CaptureSelect) produ-
ziu proteinas isentas de protease que permanecem intactas durante
todo o periodo de teste de 4 semanas. A resina a base de ligante de
HSA (Albupure) gerou proteinas que estavam inicialmente intactas,
mas demonstraram degradagao ao longo do tempo quando armaze-
nadas em altas concentragdes. A adicdo de um coquetel de inibidores
de protease (PI, de "protease inhibitor") e EDTA interrompeu comple-
tamente a degradacgao do lote de proteinas de fusdo HSA-GDF15 de
alta concentragao purificado com o uso da resina Albupure. Dessa
forma, o método de purificacdo desempenha um papel de importancia
critica na geracao de uma composicao terapéutica estavel. A degrada-
¢ao correspondente nao foi observada in vivo ou ex vivo, sugerindo
que uma vez que a composicao terapéutica passa a ser isenta de pro-
tease, a degradacéo das proteinas de fusdo ndo € um problema in vi-
vo. Portanto, os métodos de purificacdo que podem remover eficaz-
mente proteases potenciais durante a producdo, como aqueles que
usam a resina CaptureSelect, sdo essenciais para a fabricacdo bem-
sucedida de agentes terapéuticos com GDF15 que sejam homogé-

neos, intactos e estaveis.
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Tabela 4: A clivagem por protease das proteinas de fusido HSA-

GDF15 pode ser eliminada por métodos de purificacdo de amostra

Condicao % de populagao degradada de HSA-
GDF15 (SEQID 60)
Concen-| Resina | +Pl/ | SEMA- | SEMA- | SEMA- | SEMA- | SEMA-
tracao EDTA| NAO | NA1 | NA2 | NA3 | NA4
Baixa | Capture- | Nao 0 0 0 0 0
Select
Baixa | Albupure | Nao 0 0 0 0 0
Alta Capture- | Nao 0 0 0 0 0
Select
Alta Albupure | Néao 0 3,04 9,47 | 11,57 | 13,89
Alta Capture- | Sim 0 0 0 0 0
Select
Alta Albupure | Sim 0 0 0 0 0

Exemplo 5: Variantes de delecdo amino-terminal de GDF15

[00219] A estrutura cristalina de GDF15 mostrada nas Figuras 1A e
1B prediz que o amino-terminal de GDF15 envolvido nas variantes de
delecdo nao é de importancia critica para a formacao de dimeros e para
a flexdo da proteina total. Ela também prediz que tais delecbes amino-
terminais ndo devem afetar qualquer interacdo potencial do receptor. As
proteinas de fusdo HSA-GDF15 que compreendem varias dele¢des do
amino-terminal de GDF15 foram testadas quanto a atividade in vivo.

[00220] As variantes de delegdo amino-terminal de GDF15 que foram
projetadas tiveram o sitio de clivagem de protease em GDF15 (|JR198)
removido. Imediatamente apds o residuo R198, ha um potencial sitio de
desamidacgao nos residuos N199 a G200, e a desamidacgio do substrato
também n&o € favorecida em composicdes terapéuticas. As delecdes
amino-terminais de GDF15 podem remover o sitio de clivagem proteoliti-
ca e os sitios de desamidacao simultaneamente. As variantes de delecéo

de GDF15 resultantes que foram incorporadas a proteinas de fusdo com
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HSA incluiam GDF15 (201 a 308, SEQ ID NO: 8), GDF15 (202 a 308,
SEQ ID NO: 9) e GDF15 (211 a 308, SEQ ID NO: 11). Estudos in vivo
em camundongos mostraram que as variantes de delecdo amino-
terminal de GDF15 ainda estao ativas na reducao da ingestao de alimen-
to (Figura 17). Os resultados experimentais confirmaram que essas vari-
antes de delecdo amino-terminal de GDF15 expressam adequadamente,
formam dimeros adequados e sao ativas in vivo.

Exemplo 6: Mutantes de GDF15 inativos

[00221] A Tabela 5 lista doze mutantes de GDF15 que foram feitos

para eliminar a atividade de GDF15 in vivo e identificar o epitopo funcio-

nal de GDF15. Os mutantes incluem cinco mutantes simples, dois mutan-
tes duplos e cinco mutantes triplos. As proteinas de fusdao HSA-GDF15
que compreendem essas mutacdes foram caracterizadas por suas pro-
priedades e atividades biofisicas (Tabela 5). Dos 12 mutantes, um nao
expressou e quatro formaram agregados ao longo do tempo, indicando
que as mutagdes interrompem as propriedades biofisicas e de flexdo da
proteina. Dos sete mutantes restantes, quatro deles continham uma uni-
ca mutacdo de GDF15, e esses mutantes foram testados em camundon-
gos quanto a redugao da ingestao de alimento em comparagao com o
tipo selvagem. Trés dos mutantes simples (I89R, 189W e W32A) perde-
ram a atividade in vivo, enquanto o mutante restante (Q60W) € tao ativo
quanto o tipo selvagem. Esses resultados indicaram que a mutacgéao I89R,
I89W ou W32A interrompe a interacdo do receptor/correceptor com
GDF15, sugerindo que os epitopos funcionais de GDF15 ficam ao redor
dos residuos 189 e W32. A numeracado da mutacéo € baseada no GDF15
maduro presente na proteina de fusao, por exemplo "1" refere-se ao 1°
aminoacido do GDF15 maduro (SEQ ID NO: 6) e "89" refere-se ao 89°

aminoacido da proteina de GDF15 madura.
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Tabela 5: Sumario das propriedades biofisicas e atividades das prote-

inas de fusdo que compreendem os mutantes de GDF15

SEQ ID Mutagdes no GDF15|Propriedades biofisicas| Atividades
NO

5 tipo selvagem Expressa bem, estavel |Atividade do tipo
selvagem
64 I89R Expressa bem, estavel | Perda completa
de atividade
65 I8OW Expressa bem, estavel | Perda completa
de atividade

66 L34A, S35A, R37A | Expressa bem, estavel
67 V87A, I89A, L98A |Expressa bem, instavel
68 L34A, S35A, I89A | Expressa bem, estavel

69 V87A, I89A Expressa bem, estavel

70 Q60W Expressa bem, estavel |Tao ativo quanto
o tipo selvagem

71 W32A Expressa bem, estavel | Perda completa

de atividade

72 W29A Expressa bem, instavel

73 Q60A, S64A, R67A | Expressa bem, instavel

74 W29A,Q60A,I161A Nao expressa

75 W29A, W32A Expressa bem, instavel

*- a etiqueta 6xHis foi fixada no amino-terminal com o propdsito de pu-
rificacao
Exemplo 7: Métodos de expressao e purificacdo

Expressao
[00222] Para a expressdo de 20 ml e acima disso, a expressao foi

feita usando células HEK Expi293™ cultivadas em meio de expressao
Expi293™. As células foram cultivadas a 37°C sob agitacao a 125 rpm,
com 8% de COa2. As células foram transfectadas a 2,5 x 106 células por
ml com o uso do kit de expressdo Expi293™. Para cada litro de células
transfectadas, 1 mg do DNA total foi diluido em 25 ml de Opti-MEM, e 2,6
ml de reagente Expi293™ foram diluidos em 25 ml de Opti-MEM e incu-
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bados durante 5 minutos a temperatura ambiente. O DNA diluido e o re-
agente Expi293 diluido foram combinados e incubados durante 20 minu-
tos a temperatura ambiente. O complexo de DNA foi, entdo, adicionado
as células. As células foram colocadas na incubadora sob agitagdo de
um dia para o outro. No dia apds a transfeccao, 5 ml de intensificador 1
do kit foram diluidos em 50 ml de intensificador 2 do kit, e o volume total
dos dois intensificadores foi adicionado as células. As células transfecta-
das foram colocadas de volta na incubadora por 4 dias até que elas fo-
ram colhidas. As células foram concentradas por centrifugagcdo a 6.000 g
durante 30 minutos e, entao, filtradas com um filtro de 0,2 um antes da
etapa de purificacéo.

[00223] A expressao também foi feita em células CHO. O plasmideo
foi purificado e caracterizado. Antes da transfecgao, 1 aliquota de 200 pg
de DNA de plasmideo contendo a regiao codificante de HSA-GDF15 foi
linearizada por meio de digestao por enzima de restricado com Acl |. A
digestdo com essa endonuclease de restricdo assegura a remocgéo do
gene de resisténcia a ampicilina. Duas aliquotas de DNA linearizado de
15 pg foram transfectadas em duas aliquotas de 1 x 107 células CHO
(designadas como grupamento de transfecgdo A e B) com o uso do Ma-
nipulador BTX ECM 830 Electro Cell (Harvard Apparatus, Holliston, Mas-
sachusetts, EUA). As células foram eletroporadas 3 vezes a 250 volts
com comprimentos de pulso de 15 milissegundos e intervalos de pulso
de 5 segundos em um cadinho com vao de 4 mm. As células transfecta-
das foram transferidas para MACH-1 + L-glutamina em um frasco de agi-
tacdo e incubadas durante 1 dia. O grupamento de transfec¢do A e o
grupamento de transfecgcdo B foram centrifugados, ressuspensos em
MACH-1 + MSX e transferidos para frascos de agitagdo para incubagao
durante 6 dias. As células produtoras de proteina de fusdo com HSA
transfectadas do grupamento de transfecgdo A e do grupamento de

transfeccéo B foram agrupadas e colocadas em placas de metilcelulose
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no Dia 8 apos a eletroporacgao.

Purificacéo

[00224] Foi utilizada purificacdo em duas etapas com o uso da resina
CaptureSelect e cromatografia de exclusdo de tamanho. Os sobrena-
dantes de célula das células Expi293™ transfectadas temporariamente
foram carregados em uma coluna CaptureSelect com HSA pré-
equilibrada (PBS, pH 7,2) (CaptureSelect Human Albumin Affinity Ma-
trix, disponivel junto a ThermoFisher Scientific) a uma capacidade apro-
ximada de 10 mg de proteina por ml de resina. Apds o carregamento,
as proteinas nao ligadas foram removidas pela lavagem da coluna com
10 volumes de coluna (CV, de "column volumes") de PBS com pH 7,2.
A HSA-GDF15 que estava ligada a coluna foi eluida com 10 CV de 2 M
de MgCl2 em 20 mM de tris, pH 7,0. As fragdes de pico foram agrupa-
das, filtradas (0,2 p) e dialisadas contra PBS com pH 7,2 a 4°C. Apés a
didlise, a proteina foi filtrada (0,2 p) novamente e concentrada até um
volume adequado antes do carregamento em uma coluna Superdex
200 26/60 (GE Healthcare). As fragdes de proteina que eluiram da co-
luna de cromatografia de exclusdo de tamanho (SEC, de "size exclusion
chromatography") com alta pureza (determinada por SDS-PAGE) foram
agrupadas. A concentragao de proteina foi determinada pela absorban-
cia a 280 nm em um espectrofotdmetro BioTek Synergy HTTM. A quali-
dade das proteinas purificadas foi avaliada por SDS-PAGE e HPLC de
exclusdo de tamanho analitico (SE-HPLC, sistema HPLC Dionex). Os
niveis de endotoxina foram medidos com o uso de um ensaio LAL
(Pyrotell®-T, Associates of Cape Cod).

[00225] A purificagdo em duas etapas usando a resina AlbuPure e
SEC também foi utilizada. As proteinas de fusdao HSA-GDF15 foram
purificadas a temperatura ambiente com o uso de resina AlbuPure
(ProMetic BioSciences Ltd.) que utiliza um ligante de triazina sintético

imobilizado para ligar seletivamente a HSA. Os sobrenadantes de ex-
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pressao foram aplicados a resina AlbuPure. A resina foi, entdo, lavada,
primeiro com 4 CV PBS com pH 7,2 seguido de 4 CV de 50 mM de
tampéao tris com pH 8,0, 150 mM de NaCl. A HSA-GDF15 que foi ligada
a coluna foi eluida com 4 CV de tampao PBS com pH 7,2 contendo oc-
tanoato de 100 mM de Na. As fracdes contendo proteina foram concen-
tradas a um volume de 10 ml com o uso de um concentrador de rotacao
de peso molecular de corte de 30.000 kDa (Amicon) e, entdo, aplicadas
a uma coluna Superdex S200pg 26/60 (GE) que foi equilibrada em tam-
pao PBS com pH 7,2. As fracbes de SEC contendo o homodimero
HSA-GDF15 foram identificadas através de SDS-PAGE e agrupadas
para analise. As purezas proteicas foram avaliadas por SDSPAGE e
SE-HPLC.

[00226] Os Exemplos 8 a 14 e 19 envolvem a caracterizagdo de uma
proteina de fusdo exemplificadora da invencdo, que tem a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO: 60. Essa proteina de fusdo é uma proteina
totalmente recombinante que existe como um homodimero de uma fusao
de HSA com o GDF15 humano maduro através de um conector de 42
aminoacidos que consiste em residuos de glicina e de serina, GS-
(GGGGS)s. O peso molecular predito dessa proteina de fusao € 162.696
daltons, e a unica cisteina livre nativa na posicao 34 da HSA foi mutada
para serina. Essa proteina de fusdo HSA-GDF15 especifica sera chama-
da simplesmente de "FP1" nos exemplos a seguir, por uma questao de
simplicidade. Uma variante de FP1 com etiqueta 6xHis (6xHis-FP1, SEQ
ID NO: 26), contendo um conector AS-(GGGGS)x8-GT, foi usada para
comparagao em alguns dos exemplos a seguir.

Exemplo 8: Efeitos de FP1 sobre a ingestdo de alimento de camundon-
gos C57B1/6

[00227] O propodsito deste experimento foi demonstrar o efeito res-

ponsivo a dose da FP1 sobre a inibicdo da ingestdo de alimento em

camundongos C57BI/6.
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[00228]
minimo de 72 horas em gaiolas BioDAQ. Os camundongos foram en-

Camundongos machos C57BI/6 foram aclimatados por um

tdo agrupados com base na ingestao de alimento nas 24 horas ante-
riores em seis grupos de oito. Entre 16 h e 17 h, os animais foram
pesados e receberam, por injecao subcutanea, uma dose de veiculo
ou de uma composi¢ao compreendendo FP1. A alteragcdo no peso do
alimento para cada gaiola foi registrada continuamente pelo sistema
BioDAQ durante um periodo de 48 horas apos as injecdes. A 6xHis-
FP1 foi usada para comparagao neste estudo.

[00229]

uma média de ingestdo cumulativa de alimento em um dado intervalo

Os resultados (Figura 2 e Tabela 6) foram expressos como

de tempo. Os resultados indicaram que a administracdo subcutanea
de FP1 a camundongos C57BL/6 inibiu significativamente a ingestao
de alimento em relagdo aos animais tratados com veiculo em todas
as doses e pontos de tempo testados. A 6xHis-FP1 reduziu a inges-
tdo de alimento na dose de 8 nmol/kg.

Tabela 6: Efeitos da administracdo subcutdnea de FP1 sobre a ingestdo

de alimento em camundongos C57BL/6; € mostrada uma ingestdo cumu-

lativa de alimento em 12, 24 e 48 horas apds a administracao

Ingestdo cumulativa de alimento (g)

Tratamento 12 horas 24 horas 48 horas

STF 3,7+£0,2 4,3+0,1 84+0,3
FP1, 1 nmol/kg 29+01* | 34+0,2* | 7,0+£0,3*
FP1, 4 nmol/kg 2,3+0,2***|3,1 £ 0,1****| 6,6 £ 0,3"**
FP1, 8 nmol/kg 2,1+0,2**** 3,2+ 0,1*** 16,4 £ 0,2****
FP1, 16 nmol/kg 1,7 £0,2"**|2,7 £ 0,2****|6,2 £ 0,3****
6xHis-FP1, 8 nmol/kg 1,8 £0,2"**|2,6 £ 0,2****|6,0 £ 0,2****

Os dados sao expressos como Média + EPM.

*p<0,05, versus STF; **p < 0,01, versus STF; ***p < 0,001, versus STF;
****n < 0,0001, versus STF

Teste de comparagbes multiplas ANOVA de um fator-Tukey;
n=8/grupo
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Exemplo 9: Efeitos de FP1 sobre a ingestdo de alimento em ratos Spra-

gue-Dawley
[00230] O propdsito deste experimento foi demonstrar o efeito res-

ponsivo a dose de FP1 sobre a inibicdo da ingestdo de alimento em
ratos Sprague-Dawley.

[00231] Ratos machos Sprague-Dawley foram aclimatados por um
minimo de 72 horas em gaiolas BioDAQ. Os ratos foram, ent&o, agru-
pados com base na ingestdo de alimento nas 24 horas anteriores em
seis grupos de oito. Entre 16 h e 17 h, os animais foram pesados e re-
ceberam, por injegcao subcutanea, uma dose de veiculo ou de uma
composi¢cdo compreendendo a proteina de fusdo. A alteracdo no peso
do alimento para cada gaiola foi registrada continuamente pelo siste-
ma BioDAQ durante um periodo de 48 horas apds as injecdes. A
6xHis-FP1 foi usada para comparacao neste estudo.

[00232] Os resultados sdo mostrados na Figura 3 e na Tabela 7. A
administragdo subcuténea de FP1 inibiu a ingestdo de alimento em do-
ses de 2,5 nmol/kg e 10 nmol/kg em comparagdo com 0s animais trata-
dos com veiculo. A inibicdo atingiu um significado estatistico apenas
com a dose mais elevada testada (10 nmol/kg) em 24 e 48 horas apéds a
administracdo. A FP1 reduziu a ingestdo de alimento na dose de 8
nmol/kg, e o efeito foi significativo em 24 e 48 horas.

Tabela 7: Efeitos da administracdo subcutdnea de FP1 sobre a ingestdo

de alimento em ratos Sprague-Dawley: & mostrada uma ingestdo cumu-

lativa de alimento em 12, 24 e 48 horas ap6s a administracao

Ingestdo cumulativa de alimento (g)

Tratamento 12 horas 24 horas 48 horas
STF 20,6 £1.3 253+1,3 491 +21

FP1, 0,1 nmol/kg 23,3+14 26,9+0,8 52,8 +1,3
FP1, 0,5 nmol/kg 22617 251+£1,0 48,3+ 1,8
FP1, 2,5 nmol/kg 200+14 22,0+£1,0 446 +1,4
FP1, 10 nmol/kg 18,7+ 0,9 19,9 £ 1,0* 39,9+ 23"
6xHis-FP1, 8 nmol/kg 170+£1,5 | 188+14* | 384+25"
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Os dados sao expressos como Média + EPM.

*p<0,05, versus STF; **p < 0,01, versus PBS

Teste de comparagcbes multiplas ANOVA de um fator-Tukey;
n=8/grupo

Exemplo 10: Efeitos de FP1 sobre a homeostase de glicose e o peso

corporal em camundongos obesos induzidos por dieta (DIO)

[00233] O propédsito deste experimento foi avaliar os efeitos de
FP1 sobre a ingestdo de alimento, o peso corporal e a homeostase
de glicose ao longo de duas semanas de tratamento em camundon-
gos C57BI/6 DIO.

[00234] Os camundongos DIO machos foram pesados, e a FP1 foi
administrada por via subcutanea a 2 ml/kg a cada trés dias (q3d) nos
Dias 0, 3, 6, 9 e 12. Os grupos de tratamento com veiculo e com rosigli-
tazona foram dosados com PBS em um regime similar. A rosiglitazona
de controle foi fornecida na dieta a 0,015% a vontade. Os pesos dos
camundongos e do alimento foram registrados diariamente. A glicose foi
medida com o uso de um glicosimetro (One Touch®Ultra®, Lifescan,
Milpitas, CA, EUA). A gordura e a massa magra foram quantificadas em
camundongos conscientes por RMN em dominio de tempo (RMN-TD)
com o uso do Bruker Mini-Spec LF110. Para um teste de tolerancia a
glicose oral (OGTT, de "oral glucose tolerance test"), os camundongos
foram deixados em jejum durante 4 horas. A glicose sanguinea foi me-
dida através de corte na cauda em 0, 30, 60, 90 e 120 minutos apés a
administragéo por gavagem oral de 2 g/kg de glicose a 10 ml/kg. A insu-
lina foi medida a 0, 30 e 90 minutos apds a administragédo da glicose.
[00235] No final do estudo, os camundongos foram eutanasiados
com inalacdo de CO2, e uma amostra sanguinea terminal foi coleta-
da. Soro foi colocado em uma placa de 96 cavidades em gelo molha-
do e, entdo, armazenadas a - 80 °C. O figado foi removido, e o teor
de gordura em relagdo a massa total das sec¢des do figado foi avalia-

do com o uso de RMN-TD com o Bruker MiniSpec mg60 de acordo
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com as instrucdes do fabricante.
[00236]

téncia a insulina (HOMA-IR, de "omeostatic model assessment of in-

A avaliacdo do modelo homeostatico em jejum de resis-

sulin resistance") foi calculada com base no produto da glicose em
jejum (em mg/dL) e insulina (em mU/L) dividido por um fator de 405.
[00237]

nmol/kg e 10 nmol/kg reduziu o peso corporal (Tabela 8) e a ingestéo

O tratamento de camundongos DIO com FP1 g3d a 1

de alimento (Tabela 9). As reducgdes tiveram um significado estatistico
apenas em determinados pontos no tempo, conforme descrito abaixo.

[00238]
14) e 10 nmol/kg (do dia 1 a 14) em camundongos DIO (Tabela 8 e

A FP1 diminuiu o peso corporal em doses de 1 (do dia 2 a

Figura 4). Uma reducéo significativa na ingestdo de alimento foi obser-
vada nos Dias 1 e 2 do estudo na dose de 1 nmol/kg e nos Dias 1, 8 e
9 na dose de 10 nmol/kg (Tabela 9).

Tabela 8: Alteracdo do peso corporal (% de inicio) durante o tratamen-

to com FP1 em camundongos DIO

Tratamento| Veiculo FP1 (nmol/kg) Rosiglitazo-
na
Dia n/a 0,1 1 10 10 mpk/dia
-2 01+0,2/-0,1+04|06+04 | 0,2%£0,3 0,1+0,2
-1 -0,8+0,3/-0,2+03|04+0,3 |-03+0,4| -09+0,2
0 00+£00,00+£00|0,0+0,0|0,0£0,0 0,0£0,0
1 01+02|-01+£04|-15+£0,5|-28+£04* 19%0,2
2 00+£0,3/-0,8+0,5|-3,2+0,4*-3,1+£0,5*| 2205
3 -02+04/-04+04|-3,2+0,6"|-4,0+£0,7¢| 26%0,5
4 -04+0,5/-0,7+05|-3,8+0,6"(-44+0,8*| 3,0%+0,5"
5 -05+04/-1,0+£03|4,0£0,5*|-46+0,9* 3,8+0,6"
6 -04+06/-05+0,5|-3,8+£0,4*-56+0,9*| 4,0x0,7*
7 -0,3+0,5/-05+0,5|-4,3+£0,6"-6,1+0,9*| 55+0,8"
8 -06+0,5-05+0,5|-4,2+0,6"-6,7+1,1*| 6,1+0,9"
9 -04+05/-02+0,5(-45+0,6%|-7,2+1,2*| 7,0%£1,0*
10 -0,3+0,5/0,3+0,5 |-44+0,8*-78+1,2*| 78+1,1*
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Tratamento| Veiculo FP1 (nmol/kg) Rosiglitazo-
na
Dia n/a 0,1 1 10 10 mpk/dia
11 -05+05/05+04 |-44+£08*-79+14* 82+12*
12 -0,8+0,6/0,8+0,5 |-43+1,07-79+1,5*| 85+12"
13 -0,8+0,6/ 0,5+0,5 |-3,9+0,9*|-8,7+1,6*| 86+1,3"
14 -1,7+06|-04+0,5(-46+1,07-90+£1,7*| 7,6%+1,3"

Os dados séo expressos como Média + EPM. n=8 por grupo.

* = p<0,05, comparado aquele do grupo tratado com veiculo.

Tabela 9: Ingestdo diaria de alimento (g) durante o tratamento com FP1

em camundongos DIO
Tratamento Veiculo FP1 (nmol/kg) Rosiglitazo-
na

Dia n/a 0,1 1 10 10 mpk/dia

-2 29+01 |3,0+£0,2/29+0,1/28+0,1| 2,8+0,1

0 30+0,1 |3,0+£0,1/28+0,1/28+0,1| 3,0+£0,1

1 29+01 (31+£0121+0,2*1,5+£0,1% 3,6+0,1*

2 30+£0,1 |3,0+£0,112,3+0,1%2,6+0,2| 3,9+0,2*

3 28+01 |30+0,1/26+0,1|24+0,2| 35+0,1*

4 23101 |26+0,1/22+0,1/2,3+0,1| 3,3+0,1*

5 28+01 |3,0+£0,1/28+0,1/26+0,1| 3,7+0,2¢

6 28+01 [31+£0,1/29+0,1/24+0,2| 3,7+0,2¢

7 27+01 (29+01/26+0,1/24+0,1| 3,8+0,2¢

8 27+01 |29+0,1/26+0,112,1+0,1% 3,5+0,2*

9 30+£0,1 |33+£0,1/28+0,112,5+0,2 4,3+0,2*

10 26+01 |30+0,1/26+0,1/22+0,1| 3,6+0,1*

11 29+01 [31+£0,1(27+0,2/26+0,2| 34+0,1*

12 27+01 |31+0,1/3,0+£0,1/3,0£0,2| 3,6+0,2°

13 26+01 (28+0,1/28+0,1/22+0,2| 3,2+0,1*

Os dados sao expressos como Média + EPM. n=8 por grupo.

* = p<0,05, comparado aquele do grupo tratado com veiculo.

[00239]
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significativamente os niveis de glicose em comparagdo com 0s animais
tratados com veiculo em todos os pontos no tempo apds o tempo 0 em
todas as trés doses testadas (Tabela 10). Isto foi adicionalmente quantifi-
cado como area total sob a curva (ASC) e delta ASC, que foram significa-
tivamente mais baixas em comparagcdo com o veiculo para todas as trés
doses testadas (Tabela 10 e Figuras 5A e 5B).

Tabela 10: Niveis de glicose sanquinea (mg/dL) durante um OGTT

apos quatorze dias de dosagem de FP1 g3d em camundongos DIO

Trata- Dose | Tempo apoés o desafio com glicose | ASC total |Delta ASC
mento |(nmol/kg) (min.) (mg/dL/ | (mg/dL/
0 30 60 90 120 | 120 min.) | 120 min.)
Veiculo ND  |209,6 £[399,4 +[338,5 +[297,5 +/269,3 +| 38.244,4 +|13.089,4 +
16,5 | 46,4 | 46,3 | 38,0 | 36,6 | 4.308,2 3.573,0
FP1 0,1 196,6 £319,0 £241,6 £/196,0 +{184,0 £/ 28.408,1 +| 4.885,5
76 | 215" | 14,4* | 12,8* | 6,3* | 1.236,1* 955,1*
1 164,0 £251,4 £227,6 £191,9 +{180,6 £/ 25.295,6 +| 5.615,6 +
7,2 | 13,0 | 12,6* | 9,4* | 13,1* | 1.026,7* 647,6*
10 146,6 £(195,6 £197,1 £172,1 £{174,9 £/21.768,8 +| 4.211,4
59 |14,5*| 6,9* | 6,3* | 13,8* | 603,0* 425,8*
Rosigli- 10 130,8 £(199,1 £204,4 £|184,1 £{169,1 £/ 22.115,6 +| 6.425,6 +
tazona | mpk/dia | 6,0 | 12,9*| 8,5 | 10,9* | 5,7* 671,9* 599,6
Os dados sao expressos como Média + EPM. n=8 por grupo.
* = p<0,05, comparado aquele do grupo tratado com veiculo.
[00240] Os niveis de glicose sanguinea pds-prandial foram medi-

dos no inicio (Dia 0), no Dia 7 e no Dia 13 do estudo (Tabela 11 e Fi-
gura 6). A FP1 reduziu os niveis de glicose sanguinea de modo esta-
tisticamente significativo com as doses de 1 nmol/kg e 10 nmol/kg no
Dia 13 do estudo.
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Tabela 11: Glicose sanquinea pos-prandial durante o tratamento de

camundongos DIO com FP1 g3d

Tempo apés o inicio do tratamento (dias)

Tratamento Dose 0 7 13
(nmol/kg)
Veiculo ND 177,6 £+10,9 | 173,6 £ 10,6 | 225,3 + 23,0
0,1 174,1+8,5 [ 171,8+16,3 | 196,4 + 8,1
FP1 1 167,5+7,8 | 135,11+ 11,2 |165,3 £ 10,3*
10 165,3+13,7 | 1453+4,9 | 153,8 +7,5*
Rosiglitazona| 10 mpk/dia | 189,6 + 17,3 | 122,6 £ 8,1* | 154,8 £ 6,5*

Os dados sao expressos como Média + EPM. n=8 por grupo.
* = p<0,05, comparado aquele do grupo tratado com veiculo.

[00241] Os niveis plasmaticos de insulina durante o OGTT foram
significativamente mais altos para o grupo com FP1 do que para o
grupo com veiculo correspondente, em uma dose de 0,1 nmol/kg a 30
minutos, e mais baixos nas doses de 1 e 10 nmol/kg no mesmo ponto
no tempo (Tabela 12). A flutuagdo dos niveis de insulina durante o
OGTT, medido pela ASC total, foi mais alta no grupo tratado com vei-
culo para a dose de 0,1 nmol/kg de FP1 (Tabela 12) e mais baixa na
dose de 1 e 10 nmol/kg. Em ambos os casos, o significado estatistico
foi alcangcado apenas na dose mais baixa. No ponto no tempo de 90
minutos, os camundongos tratados com 1 e 10 nmol/kg de FP1 tive-
ram niveis de insulina mais baixos; entretanto, este efeito n&o atingiu
um significado estatistico. O HOMA-IR, utilizado como uma medida da
sensibilidade a insulina, foi medido no Dia 14 do estudo. Neste ponto
no tempo, a FP1 reduziu o HOMA-IR ou melhorou a sensibilidade a

insulina a uma dose de 10 nmol/kg (Tabela 13 e Figura 7).
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Tabela 12: Niveis de insulina plasmatica (pg/ml) durante um OGTT

apos quatorze dias de dosagem de FP1 g3d em camundongos DIO

Tratamento Dose Tempo apos o desafio com | ASC Total

(nmol/kg) glicose (min.) (pg/mi/90
0 30 90 min.)
Veiculo ND 6.096,0 £ (14.660,0 £/ 5.034,4 + | 902.151,9 +
774,3 | 3.031,2 | 405,1 143.123,2
FP1 0,1 7.861,0 £ 33.825,8 +/6.494,4 +|1.834.808,8 +

779,5 | 7.902,0*| 797,0 | 381.276,1"

1 4.808,1 £|13.061,8 +{ 3.443,5 +| 763.218,1
7958 | 2.226,3 | 3425 119.766,8

10 3.478,3+|7.147,0 £|2.958,0 + | 462.528,8 +
634,6 823,8 414,0 44.653,1

Rosiglitazona| 10 mpk/dia| 2.965,6 £ | 2.203,1 £| 1.180,0 £ | 179.025,0 +
524,2 193,5* 57,1 9.970,7

Os dados sao expressos como Média + EPM. n=8 por grupo.
* = p<0,05, comparado aquele do grupo tratado com veiculo.

Tabela 13: HOMA-IR em jejum em camundongos DIO apds quatorze di-

as de tratamento com FP1 g3d

Tratamento Dose HOMA-IR
(nmol/kg)
Veiculo ND 93,5+ 15,3
0,1 112,4 + 14,6
FP1 1 56,7 £ 9,7
10 37,7 £ 8,2%
Rosiglitazona 10 mpk/dia 27,3+4,7*

Os dados séo expressos como Média + EPM.
n=8 por grupo.
* = p<0,05, comparado aquele do grupo tratado com veiculo.

[00242] A magnitude da perda de peso alcangada no Dia 13 nao

resultou em alteragdes mensuraveis na massa de gordura absoluta ou
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na porcentagem de massa gorda em qualquer dose (Tabela 14). Na
dose de 10 nmol/kg, houve uma diminui¢do significativa na massa ma-
gra absoluta. Esta diminuigdo nao foi observada quando expressa co-
mo porcentagem de massa magra. Os pesos dos figados foram medi-
dos no Dia 15 durante a necropsia terminal do estudo (Tabela 15). A
FP1 diminuiu o peso absoluto do figado e o peso do figado como uma
porcentagem do peso corporal na dose de 10 nmol/kg. Foi observada
uma diminuicdo na dose de 1 nmol/kg, mas isto ndo atingiu um signifi-
cado estatistico para qualquer um dos parametros. A gordura hepatica
foi medida em uma bidpsia por RMN (Tabela 16). A proteina de fuséo
FP1 diminuiu o teor de gordura hepatica, expresso como uma porcen-
tagem do peso da bidpsia hepatica, nas doses de 1 e 10 nmol/Kg. A
reducao foi significativa na dose mais alta.

Tabela 14: Composicdo corporal apos treze dias de tratamento com

FP1 g3d em camundongos DIO

Tratamen-| Dose Massa Massa | Massa gor- | Massa ma-
to (nmol/kg) |gorda (g) | magra(g) | da (% do | gra(% do
corpo) corpo)

Veiculo ND 11,6+0,5/296+04| 234+08 | 59,6+0,9
0,1 122+0,4|29,7+04| 241+06 | 585+0,6
FP1 1 12,1+0,3|28,0+0,4| 251+0,3 | 58,3+0,6
10 10,6 £0,3|27,7+0,4*| 23,1+0,3 | 60,6 +0,6

Rosiglita-|10 mpk/dia(14,9 + 0,6* 30,0+ 0,5 | 27,2+ 0,4* | 55,0 + 0,6*
Zohna

Os dados sao expressos como Média + EPM. n=8 por grupo.
* = p<0,05, comparado aquele do grupo tratado com veiculo.
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Tabela 15: Peso hepatico apos quinze dias de tratamento com FP1 q3d

em camundongos DIO

Tratamento | Dose (nmol/kg) |Peso hepatico (g)Peso hepatico (%
do corpo)
Veiculo ND 2,6 +0,1 54+0,2
0,1 29+0,2 58+0,2
FP1 1 2,2+0,1 46+0,2
10 1,9+0,1* 42+0,1*
Rosiglitazona 10 mpk/dia 25+0,2 46+0,2

Os dados sao expressos como Média + EPM. n=8 por grupo.
* = p<0,05, comparado aquele do grupo tratado com veiculo.

Tabela 16: Teor de gordura hepatica medido apds quinze dias de tra-

tamento com FP1 g3d em camundongos DIO

Tratamento Dose (nmol/kg) Gordura (%)
Veiculo ND 27,3+ 21
0,1 26,0+1,4
FP1 1 225+14
10 17,8 £ 1,6*
Rosiglitazona 10 mpk/dia 259+0,8

Os dados séo expressos como Média + EPM. n=8 por grupo.

* = p<0,05, comparado aquele do grupo tratado com veiculo.
Exemplo 11: Efeitos de FP1 sobre os niveis de glicose sanguinea e 0

peso corporal em camundongos ob/ob

[00243] O propésito deste experimento foi avaliar os efeitos de FP1
sobre o peso corporal e os niveis de glicose sanguinea durante oito
dias de tratamento em camundongos obesos, hiperglicémicos, defici-
entes em leptina ob/ob.

[00244] Camundongos ob/ob machos foram pesados, e a FP1 foi
administrada por via subcutanea a uma dose de 2 ml/kg a cada trés dias
(g3d) nos Dias 0, 3 e 6. Os pesos dos camundongos e do alimento foram

registrados diariamente. A glicose foi medida diariamente com o uso de
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um glicosimetro. No final do estudo, os camundongos foram eutanasia-
dos e uma amostra sanguinea terminal foi coletada.

[00245]
peso corporal (expresso como uma porcentagem do peso corporal inicial)

A FP1, na dose de 1 nmol/kg, diminuiu significativamente o

em camundongos ob/ob do Dia 2 até o Dia 8 em relagdo aos camundon-
gos tratados com veiculo. A FP1, na dose de 10 nmol/kg, diminuiu o peso
corporal (expresso como uma porcentagem do peso corporal inicial) em
camundongos ob/ob do Dia 1 até o Dia 8 em relagdo aos camundongos
tratados com veiculo (Tabela 17 e Figura 8)

Tabela 17: Alteracdo do peso corporal (% de inicio) durante o trata-

mento com FP1 g3d em camundongos ob/ob

Tratamento Veiculo FP1

Dia n/a 1 nmol/kg 10 nmol/kg
-6 -2,5+0,3 -2,8+04 -3,6 £0,5
-5 -2,4+0,3 -3,0+£0,5 -3,5+0,5
-4 -1,9+0,2 -2,5+0,4 -2,8 +0,3
-1 -0,3+0,3 0,1+£0,2 -0,3+0,2
0 0,0+0,0 0,0+£0,0 0,0+0,0
1 0,5+0,2 -1,6£0,2 -2,3 £ 0,5%
2 1,1+0,2 -1,8 £0,4* -2,0 £ 0,9%
3 1,3+0,3 -2,5+0,4% -3,1+1,1%
4 1,8+0,3 -3,3 £ 0,5% -4,2 +1,3%
5 1,8+04 -3,5 £ 0,5% -4,7 +1,5%
6 2005 -4,0+0,7* -5,7 £ 1,6%
7 28+0,6 -4,8 £0,8* -6,3+1,7%
8 3,5+0,8 -45+1,0* -6,1 £ 1,9*

Os dados séo expressos como Média + EPM. n=8 por grupo.
* = p<0,05, comparado aquele do grupo tratado com veiculo.

[00246]

A FP1, na dose de 10 nmol/kg, diminuiu os valores de gli-

cose sanguinea pos-prandial em camundongos ob/ob nos Dias 1 e 2
do estudo e do Dia 4 até o dia 8 em relagdo aos camundongos trata-

dos com veiculo. Uma redugédo da glicose sanguinea foi observada na
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dose de 1 nmol/kg; entretanto, este efeito ndo atingiu significado esta-
tistico (Tabela 18 e Figura 9).

Tabela 18: Glicose sanquinea pos-prandial durante o tratamento de

camundongos ob/ob com FP1 q3d

Tratamento Veiculo FP1
Dia n/a 1 nmol/kg 10 nmol/kg
-6 463,6 + 31,2 395,7 £ 52,0 463,6 £ 41,0
-5 554,9 + 57,5 609,6 + 53,6 552,9 + 53,0
-4 502,9+41,6 517,9+71,6 490,3 + 54,4
-1 552,1 £451 567,2 + 51,2 586,0 + 42,6
0 468,8 + 57,3 479,7 £ 61,8 437,0 42,7
1 537,0 £ 42,8 439,0 £ 80,4 336,2 + 51,0*
2 511,7 £ 43,5 440,0 £ 74,3 293,7 + 37,6*
3 447,8 + 54,2 369,6 + 75,9 279,4 + 38,8
4 516,3 £47,0 384,6 + 84,0 261,2+43,7*
5 531,0 £471 410,9 £ 92,2 286,9 + 55,8*
6 596,1 £451 451,1 £ 82,6 301,9 + 49,3*
7 566,7 + 44,3 425,3 + 86,9 246,7 + 43,5%
8 509,9 + 37,6 337,8+751 2234 + 341
Os dados séo expressos como Média + EPM. n=8 por grupo.

Exemplo 12: Farmacocinética de multiplas espécies

Farmacocinética de camundongo
[00247]
em uma dose de 2 mg/kg IV e SC em PBS, pH 7. Foram coletadas

A FP1 foi administrada a camundongos fémeas C57BI/6

amostras sanguineas, o soro foi processado e as concentragdes de
farmaco foram medidas até 7 dias apos ambas as vias de administra-
cao. A concentracdo de FP1 foi determinada usando um método de
imunoensaio. O perfil de concentragdo sérica do farmaco ao longo do

tempo € sumarizado nas Tabelas 19 e 20 e ilustrado na Figura 10.
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Tabela 19: Concentracdo sérica (nM) de FP1 ao longo do tempo apoés

uma unica administracdo SC em camundongos C57BI/6 fémeas

Dose SC de FP1

Ponto | Resulta- | Resulta- | Resulta- | Resulta- | Resulta- | Resulta- | Desvio

no tem-| dodo do do do do do do do do |do médio| padrao
po [|animal 56janimal 57janimal 58fanimal 60janimal 63| (nM)
(nM) (nM) (nM) (nM) (nM)

4 horas | 32,299 | 50,735 | 42,766 | 32,407 | 23,018 | 36,245 | 10,698
24 horas| 88,822 | 106,418 | 88,648 | 103,841 | 80,346 | 93,615 | 11,093
72 horas| 33,563 | 38,473 | 32,473 | 33,625 | 32,769 | 34,181 2,451
96 horas| 20,639 | 24,988 | 21,247 | 19,356 | 20,771 | 21,400 2,124

Dia 7 5,399 6,919 7,234 5,994 5,637 6,237 0,803

Tabela 20: Concentracio sérica (nM) de FP1 ao longo do tempo apos

uma unica administracido IV em camundongos C57BI/6 fémeas

Dose IV de FP1

Ponto | Resulta- | Resulta- | Resulta- | Resulta- | Resulta- | Resulta- | Desvio

no tem-| do do do do do do do do do do |do médio| padrao
po [|animal 52lanimal 53janimal 65[animal 66janimal 70| (nM)
(nM) (nM) (nM) (nM) (nM)

1 hora | 240,419 | 233,318 | 232,484 | 276,913 | 272,727 | 251,172 | 21,857
24 horas| 86,823 | 95,774 | 80,201 | 93,153 | 88,853 | 88,961 6,027
72 horas| 33,634 | 37,447 | 33,108 | 41,680 | 34,034 | 35,981 3,612
96 horas| 22,666 | 20,588 | 19,458 | 33,718 | 20,361 | 23,358 5,909

Dia7 7,401 5,606 4,896 8,556 4,205 6,133 1,803
[00248] A analise farmacocinética divulgou uma meia-vida terminal

de 1,67 e 1,57 dias para FP1 em camundongos C57Bl/6 apds a ad-

ministragdo SC e |V, respectivamente (Tabela 21). A FP1 demonstrou

uma biodisponibilidade média de ~71% apds a administragao SC.

Tabela 21: Média (+ DP) dos pardmetros farmacocinéticos de FP1 apos a

administracdo IV e SC de 2 mg/kg em camundongos C57BI/6 fémeas

Via ti2 CL ou Vss Cmax Tmax* | AUCo.aitimo | AUCo.ins
(dia) CL/F (ml/kg) | (ng/ml) | (dia) [(dia*ng/ml)|(dia*ng/ml)
(ml/dia/kg)
SC [Média| 1,67 49,48 14.994 1 38.315 40.734
(DP) | (0,14) | (4,791) (1.776) (3.851) (4.072)
IV |Média| 1,57 35,00 69,03 | 40.231 | 0,04 55.263 57.531
(DP) | (0,19) | (3,13) (5,8) | (3.500) (4.853) (5.416)
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Nota: *Tmax. (mediana)

Farmacocinética de rato
[00249]
em uma dose de 2 mg/kg IV e SC em PBS, pH 7. Foram coletadas

A FP1 foi administrada a ratos Sprague-Dawley fémeas

amostras sanguineas, o soro foi processado e as concentragdes de
farmaco foram medidas até 7 dias apos ambas as vias de administra-
cao. A concentracdo de FP1 foi determinada usando um método de
imunoensaio. O perfil de concentragéo sérica do farmaco ao longo do
tempo € sumarizado nas Tabelas 22 e 23 e ilustrado na Figura 11.

Tabela 22: Concentracio sérica (nM) de FP1 ao longo do tempo apos

uma unica administracido SC em ratos Spragque-Dawley fémeas.

FP1 - Grupo 3 (Dose SC)
Ponto | Resulta- | Resulta- | Resulta- | Resulta- | Resulta- | Resulta- | Desvio
no tem-| do do do do do do do do do do |do médio| padrao
po |animal 53|animal 55animal 67|animal 68janimal 69| (nM)
(nM) (nM) (nM) (nM) (nM)
4 horas | 4,766 3,500 3,932 3,546 3,250 3,799 0,593
24 horas| 45,118 | 53,192 | 39,196 | 39,823 | 40,804 | 43,627 5,826
72 horas| 18,900 | 24,102 | 23,124 | 23,718 | 18,933 | 21,755 2,615
96 horas| 12,193 | 14,333 | 14,185 | 14,669 | 11,256 | 13,327 1,511
Dia7 2,805 2,821 2,447 3,438 2,358 2,774 0,426

Tabela 23: Concentracdo sérica (nM) de FP1 ao longo do tempo apoés

uma unica administracdo IV em ratos Sprague-Dawley fémeas

FP1 - Grupo 4 (Dose IV)

Ponto no | Resulta- Resulta- Resulta- Resulta- Resulta- | Resulta- Desvio
tempo do do do do do do do do dodo |domédio padrao
animal 51 animal 52 animal 57 animal 64 animal 66 (nM)
(nM) (nM) (nM) (nM) (nM)

1 hora 43,620 382,676 403,255 443,080 510,105 | 356,547 181,560
24 horas | 102,665 142,661 139,066 124,528 126,425 | 127,069 15,728
72 horas | 46,720 60,105 67,090 59,257 70,423 | 60,719 9,127
96 horas | 29,409 39,897 41,225 42,258 48,074 | 40,173 6,779

Dia 7 6,976 11,251 8,913 9,540 13,006 9,937 2,298

*Resultados confirmados por analises repetidas

[00250]
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de 1,34 e 1,51 dias para FP1 em ratos Sprague-Dawley apds a admi-
nistragdo SC e |V, respectivamente (Tabela 24). A FP1 demonstrou
uma biodisponibilidade média de ~23% apds a administragao SC.

Tabela 24: Média (+ DP) dos pardmetros farmacocinéticos de FP1 apos a

administracdo IV e SC de 2 mg/kg em ratos Sprague-Dawley

Via ti2 CL ou Vss Cmax Tmax* | AUCo.aitimo | AUCo.ins
(dia) CL/F (ml/kg) | (ng/ml) | (dia) [(dia*ng/ml)|(dia*ng/ml)
(ml/dia/kg)
SC [Média| 1,34 100,09 6.987 1 19.250 20.112
(DP) | (0,04) | (3,97) (417) (794) (820)
IV |Média| 1,51 24,75 53,41 | 59.000 | 0,04 83.028 86.525
(DP) | (0,12) | (8,53) | (17,15) [(25.031) (20.126) | (20.881)

Nota: *Tmax. (mediana)

Farmacocinética de macaco

[00251] A FP1 foi administrada a macacos cynomolgus (Macaca
fascicularis) machos sem tratamento prévio (naive), em uma dose de 1
mg/kg, IV e SC, em PBS, com pH 7. Foram coletadas amostras san-
guineas, o soro foi processado e as concentragcbes de farmaco foram
medidas até 21 dias apos ambas as vias de administracdo, usando
bioanalise por imunoensaio. O perfil de concentracido sérica do farma-
co ao longo do tempo € sumarizado nas Tabelas 25 e 26 e ilustrado na
Figura 12.

Tabela 25: Concentracdo sérica (nM) de FP1 ao longo do tempo apos

uma unica administracdo SC em macacos cynomolgus, determinada por

imunoensaio

FP1 (Dose SC)

Ponto no| Animal | Animal | Animal | Resultado | Desvio pa-
tempo | 110 (nM) | 111 (nM) | 112 (nM) | médio (nM) drao
Pré-dose| <LQl < LQl < LQl < LQl N/A
6 horas | 49,304 43,784 | 72,110 55,066 15,017
24 horas | 93,368 71,958 | 96,863 87,396 13,483
48 horas | 107,689 | 97,509 | 115,144 106,781 8,853
72 horas | 113,601 | 104,190 | 104,449 107,414 5,360
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FP1 (Dose SC)

Ponto no| Animal | Animal | Animal | Resultado | Desvio pa-

tempo | 110 (nM) | 111 (nM) | 112 (nM) | médio (nM) drao
Pré-dose| <LQl < LQl < LQl < LQl N/A
120 horas| 101,490 | 95,049 | 91,717 96,085 4,968
168 horas| 82,167 75,435 | 81,569 79,724 3,726
240 horas| 71,033 56,732 | 59,266 62,344 7,631
336 horas| 44,380 42,758 | 42,571 43,236 0,995
432 horas| 30,911 29,445 | 32,839 31,065 1,702
528 horas| 21,277 20,404 | 26,427 22,703 3,255

Tabela 26: Concentracdo sérica (nm) de FP1 ao longo do tempo apos

uma administracdo IV unica em macacos cynomolgus, determinada por

imunoensaio

Dose FP1
Ponto no | Animal | Animal | Animal | Resultado | Desvio
tempo | 104 (nM) | 105 (nM) | 106 (nM) | médio (nM) | padrao
Pré-dose < LQl < LQl < LQl < LQl N/A
1 hora 212,661 | 235,168 | 189,000 212,276 23,087
6 horas | 190,315 | 185,331 | 183,575 186,407 3,497
24 horas | 141,743 | 155,943 | 146,487 148,058 7,229
48 horas | 111,765 | 126,105 | 120,744 119,538 7,246
72 horas | 105,076 | 106,955 | 106,441 106,157 0,971
120 horas | 92,591 103,882 | 103,757 100,077 6,483
168 horas | 71,368 93,055 87,706 84,043 11,298

240 horas | 71,554 65,093 65,685 67,444 3,572
336 horas | 46,184 38,961 41,696 42,280 3,647
432 horas | 34,589 31,266 19,492 28,449 7,933
528 horas | 26,885 24,154 22,422 24,487 2,250

[00252] A analise farmacocinética divulgou uma meia-vida terminal
de 8,5 e 9,2 dias para FP1 em macacos cynomolgus apos a adminis-

tracdo SC e |V, respectivamente, com a biodisponibilidade média de

Peticdo 870210058179, de 28/06/2021, pag. 75/258



67/200

~88% apds a a administragao por via SC (Tabela 27).

Tabela 27: Média (+ DP) dos pardmetros farmacocinéticos de FP1 apos a

administracao IV e SC de 1 mg/kg em macacos cynomolqus.

Via ti2 CL ou Vss Cmax | Tmax® | AUCo.uitimo | AUCo.int
(dia) CL/F (ml/kg) | (ng/ml) | (dia) |[(dia*ng/ml)|(dia*ng/ml)

(ml/dia/kg)
SC |Média| 8,5 3,9 17.776 3 211.030 256.202
(DP) | (1,5) (0,3) (950) (11.332) | (20.192)
IV |Média| 9,2 3,4 45,6 | 34.001 | 0,04 | 239.758 292.206
(DP) | (0,5) (0,1) (1,6) | (3.698) (6.095) (11.516)

Nota: *Tmax. (mediana)

[00253] A analise por LCMS de captura por imunoafinidade foi utili-
zada para quantificar a concentracao de dimero intacto presente no
soro de macacos cynomolgus apos a administracédo IV e SC (Tabelas
28 e 29 e Figuras 13 e 14). As concentragdes determinadas por este
meétodo foram similares as concentragdes determinadas pelo imuno-
ensaio (A, de "immunoassay"), demonstrando que a FP1 circula como
um dimero intacto, sem risco metabdlico detectavel em macacos
cynomolgus.

Tabela 28: Concentracdo sérica (ng/ml) da FP1 como um dimero in-

tacto ao longo do tempo apds uma unica administracdo |V em maca-

cos cynomolgus, determinada pela analise por LCMS de captura por

imunoafinidade

Dia Dados de MS de dimero intacto | Dados IA (média)
(amostras agrupadas)

0,00 0 0

0,04 33.347 34.537

0,25 29.686 30.328

1,00 28.787 24.089

2,00 17.249 19.449

3,00 16.827 17.272

5,00 16.159 16.282

7,00 11.124 13.674
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Dia Dados de MS de dimero intacto | Dados IA (média)
(amostras agrupadas)
10,00 8.746 10.973
14,00 5.328 6.879
18,00 3.857 4.629
22,00 2.252 3.984

Tabela 29: Concentracio sérica (ng/ml) da FP1 como um dimero intacto

ao longo do tempo apds uma unica administracdo SC em macacos

cynomolgus, determinada pela analise por LCMS de captura por imunoa-

finidade.

Dia Dados de MS de dimero intacto | Dados IA (média)
(amostras agrupadas)

0,00 0 0

0,25 9.625 8.959
1,00 15.799 14.219
2,00 17.671 17.373
3,00 19.130 17.476
5,00 12.284 15.633
7,00 10.808 12.971
10,00 8.910 10.143
14,00 5.814 7.034
18,00 4.074 5.054
22,00 2.967 3.694

[00254] A concentracao de analitos no soro de macacos cynomolgus

apo6s a administracéo IV e SC também foi medida mediante analise por
LC-MS/MS ("Liquid Chromatography with tandem Mass Spectrometry” -
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas sequencial)
com captura por imunoafinidade e digestdo por tripsina (Tabelas 30 e
31). Peptideos ftripticos selecionados, isto €, ALV (ALVLIA-
FAQYLQQSPFEDHVK), ASL (ASLEDLGWADWVLSPR) e TDT
(TDTGVSLQTYDDLLAK), que estédo situados dentro da FP1 proximo ao
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amino-terminal da regido de HSA, no amino-terminal da GDF15 e no C-
terminal d GDF15, respectivamente. Os peptideos foram monitorados
como peptideos substitutos de FP1. As concentracdes de todos os pepti-
deos substitutos eram similares entre si e as concentracdes medidas por
imunoensaio, demonstrando que a sequéncia de GDF15 na FP1 perma-
nece intacta e ligada a sequéncia de HSA completa in vivo.

Tabela 30: Concentracdo sérica (ng/ml) de peptideos substitutos re-

presentando varias reqgides da FP1 ao longo do tempo, apdés uma

Unica administraciao IV em macacos cynomolgus, conforme determi-

nado por analise de LC-MS/MS com captura por imunoafinidade e

digestdo por tripsina

Ponto no Média de FP1 (ng/ml) Desvio padrao Dados IA
tempo (ng/ml)
Dia |hora| ALV DT ASL ALV DT ASL
0,00 0 <LQl <LQl <LQl N/A N/A N/A 0,0
0,04 1 132.400,0 | 39.766,7 | 33.333,3 | 2.623,0 | 3.162,8 | 2.722,7 | 34.536,9
0,25 6 [29.100,0 | 27.166,7 | 30.600,0 | 3.439,5 | 1.006,6 | 2.095,2 | 30.328,1
1,00 | 24 |[24.366,7 | 23.300,0 | 23.800,0 | 4.215,8 | 3.996,2 | 4.100,0 | 24.088,7
2,00 | 48 [19.433,3|17.733,3(18.700,0 | 1.457,2 | 1.193,0 | 854,4 |19.448,6
3,00 | 72 |[18.100,0 |17.200,0 |17.166,7 | 360,6 | 871,8 | 1.001,7 |17.271,6
5,00 | 120 [15.966,7 | 14.033,3 | 14.233,3 | 1.001,7 | 642,9 | 1.011,6 | 16.282,3
7,00 | 168 [13.733,3 | 11.800,0 | 12.100,0 | 1.115,0 | 600,0 300,0 |13.673,6
10,00 | 240 | 9.303,3 | 8.570,0 | 8.570,0 | 2.290,1 | 1.682,2 | 1.685,9 | 10.973,0
14,00 | 336 | 5.860,0 | 5.890,0 | 6.056,7 | 4158 | 3122 388,0 | 6.878,9
18,00 | 432 | 4.143,3 | 4.400,0 | 4.226,7 | 3743 52,9 571,2 | 4.628,6
22,00 | 528 | 2.830,0 | 3.256,7 | 2.753,3 | 3554 | 420,0 319,0 | 3.984,0

Tabela 31: Concentracido sérica (ng/ml) de peptideos substitutos re-

presentando varias reqgides de FP1 ao longo do tempo, apos uma

unica administracdo SC em macacos cynomolgus, conforme determi-

nado por analise de LC-MS/MS com captura por imunoafinidade e

digestdo por tripsina
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Ponto no Média de FP1 (ng/ml) Desvio padrao Dados IA
tempo (ng/ml)

Dia | hora ALV TDT ASL ALV TDT ASL

0,00 0 <LQl <LQl <LQl N/A N/A N/A 0,0
0,25 6 9.323,3 | 7.430,0 | 8.123,3 | 1.900,3 | 2.471,6 | 1.954,1 | 8.959,1
1,00 24 115.233,3|13.390,0 | 14.533,3 | 2.926,3 | 3.222,0 | 2.683,9 | 14.219,2
2,00 48 ]15.366,7 | 14.000,0 | 14.166,7 | 2.579,4 | 1.646,2 | 2.311,6 [ 17.373,0
3,00 72 [17.300,0|16.033,3 |15.333,3| 1.571,6 | 1.001,7 | 986,6 |[17.476,0
5,00 | 120 [15.333,3|13.366,7 | 13.666,7 | 1.222,0 | 1.692,1 | 1.501,1 | 15.632,9
7,00 | 168 [13.333,3|11.633,3|11.700,0 ( 709,5 472,6 781,0 |12.970,9
10,00 | 240 | 8.496,7 | 7.376,7 | 8.343,3 | 1.475,5 | 189,0 | 1.039,1 |10.143,2
14,00 | 336 | 6.046,7 | 6.116,7 | 6.253,3 90,2 118,5 110,6 | 7.034,5
18,00 | 432 | 4593,3 | 5.250,0 | 4.636,7 | 802,6 | 1.1575 | 621,7 | 5.054,2
22,00 | 528 | 3.056,7 | 3.490,0 | 3.116,7 | 4245 687,7 220,5 | 3.693,7

Teste de estabilidade em plasma humano

[00255] O propdsito deste estudo foi para analisar a estabilidade ex

vivo de FP1 no plasma humano. O plasma humano fresco e n&o con-
gelado foi gerado a partir de sangue heparinizado de dois individuos
(um macho e uma fémea) por centrifugagdo. A FP1 foi incubada nessa
matriz a 37 °C sob misturacéo delicada durante 0, 4, 24 e 48 horas. A
concentracao de FP1 foi determinada usando um método de imunoen-
saio. A porcentagem média de diferengca da concentragao inicial (0 ho-
ra) se situava na faixa de -4,1 a -12,9 e ndo aumentou ao longo do
tempo, demonstrando que a FP1 € estavel no plasma humano por até
48 horas ex vivo (Tabela 32 e Figura 15).

Tabela 32: Concentracdo de FP1 (ug/ml) apos 0, 4, 24 e 48 horas (h)

de incubacdo ex vivo em plasma obtido a partir de dois individuos

humanos (Sub), determinada por imunoensaio

Amostra ex vivo | Conc. Sub |Dif. de|Conc. Sub | Dif. de | Concentra- Dif. de
1 masculi- | % em |2 feminino| % em | ¢do média | % em
no (ug/mL)| TO (ug/mL) TO (ug/mL) TO
Plasma - TOh_ FP1 11,503 N/A 12,649 N/A 12,076 N/A
Plasma - T4h_ FP1 10,524 -8,5 10,521 -16,8 10,523 | -12,9
Plasma - T24h_ FP1| 9,934 -13,6 | 12,402 -2,0 11,168 -7,5
Plasma - T48h_ FP1| 10,582 -8,0 12,575 -0,6 11,578 -4,1

[00256] A LCMS de captura por imunoafinidade foi utilizada para
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quantificar a concentracdo de dimero intacto presente apds a incuba-
¢do no plasma humano. As concentracdes determinadas por este me-
todo foram estaveis ao longo do tempo (0, 4, 24 e 48 horas), demons-
trando que a FP1 permanece um dimero intacto no plasma humano ex
vivo até 48 horas (Tabela 33 e Figura 16).

Tabela 33: Concentracdo meédia de FP1 (ug/ml) e % de diferenca de

concentracao inicial como um dimero intacto depois de 0, 4, 24, 48

horas (h) de incubacdo ex vivo de em plasma obtido a partir de dois

individuos humanos, determinada por analise por LCMS de captura

por imunoafinidade

Concentracao de dimero (ug/mL) % de diferenca
0 hora 15,8 100,0
4 horas 15,8 100,1
24 horas 15,9 100,9
48 horas 15,2 96,0

[00257] Os Exemplos 15 a 19 envolvem a caracterizagdo de uma
outra proteina de fusdo exemplificadora da inveng¢ao, descrita no
Exemplo 5, a qual tem a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:
92 (codificada pelas sequéncias de nucleotideos SEQ ID NO: 95
(otimizagao de cédon 1) e SEQ ID NO: 110 (otimizagdo de cddon 2)).
Essa proteina de fusdo € uma proteina totalmente recombinante que
existe sob a forma de um homodimero de uma fusdo de HSA (C34S)
com a variante de dele¢ao do GDF15 humano maduro (201-308; SEQ
ID NO: 8) através de um conector de 42 aminoacidos que consiste
em residuos de glicina e de serina, GS-(GGGGS)s. A Unica cisteina
livre nativa na posigao 34 da HSA foi mutada para serina. Essa prote-
ina de fusdo HSA-GDF15 especifica sera chamada de "FP2" nos
exemplos a seguir, por uma questao de simplicidade.

SEQ ID NOs: 92:
DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVT
EFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAK
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QEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYL
YEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELR
DEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEV
SKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKEC
CEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDV
FLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAK
VFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVS
TPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHE
KTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHAD
ICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCC
KADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLGSGGGGSGGGGSGGGGSG
GGGSGGGGSGGGGSGGGGESGGGGSDHCPLGPGRCCRLHTVRAS
LEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLK
PDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

Exemplo 13: A poténcia agonista in vitro de FP2

[00258] A poténcia agonista de FP2 in vitro foi avaliada com o uso
de um ensaio pAKT baseado em células, com células SK-N-AS supe-
rexpressando de maneira estavel o receptor de GDF15 humano
(GFRAL). A atividade de GFRAL foi determinada mediante a medigéo
do nivel de fosfo-AKT (Ser473) em células SK-N-AS de neuroblasto-
ma humano (ATCC) transfectadas de maneira estavel para superex-
pressar GFRAL humano. A fosforilacdo de AKT apds o tratamento
das células expressoras de GFRAL com varias concentracdes do ar-
tigo de teste foi medida com o uso do kit de ensaio para fosfo-AKT
(Ser473) (Cisbio, Beford, MA, EUA), de acordo com as instrug¢des do
fabricante. Os dados resultantes foram usados para calcular os valo-
res ECso do composto, usando o software estatistico Prism (Gra-
phPad Software, San Diego, CA, EUA). A FP2 ativou o pAKT com
uma concentracdo eficaz maxima (ECso) de 2,908 + 0,239 nM (N=3).

O GDF15 nativo serviu como um controle de ensaio e demonstrou
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atividade agonista com um ECso de 0,153 £ 0,008 nM (N=3).
Exemplo 14: Efeitos de FP2 sobre a ingestdo de alimentos em camun-
dongos C57BI/6

[00259] A FP2 foi avaliada quanto a sua capacidade de reduzir a in-

gestdo de alimento em camundongos C57BI/6 machos apdés uma dose
unica. Camundongos C57BI/6N machos (10 a 12 semanas de idade) ob-
tidos junto a Taconic Biosciences (Hudson, NY, EUA) foram utilizados no
estudo. Os camundongos foram alojados individualmente em uma sala
com temperatura controlada com ciclo claro/escuro de 12 horas (6 h/18
h) com acesso a vontade a agua e comida. Os camundongos C57BI/6
machos foram aclimatados por um minimo de 72 horas nas gaiolas Bio-
DAQ; os camundongos foram, entdo, agrupados com base na ingestao
de alimento nas ultimas 24 horas em seis grupos de oito. Entre 16 he 17
h, os animais foram pesados e receberam doses de veiculo ou de com-
postos, por meio de injegao subcutanea. A alteragao no peso do alimento
para cada gaiola foi registrada continuamente pelo sistema BioDAQ du-
rante um periodo de 48 horas apdés a administragao do composto. A
6xHis-FP1 foi usada como um comparador neste estudo.

[00260] A FP2 apresentou efeitos significativos sobre a redugao da
ingestao de alimento em 12, 24 e 48 horas ap6s a administragdo em
todos os niveis de dose testados (Tabela 34). Houve uma redug¢do no
percentual de alteragdo na ingestdo de alimento em relagédo a PBS em
todos os pontos no tempo e em todos os niveis de dose (Tabela 35)
nos camundongos.

Tabela 34: Efeito de uma dose unica de FP2 sobre a ingestdo de ali-

mento ao longo de 48 horas em camundongos C57BI/6

Ingestdo cumulativa de alimento (g)
Tratamento 12 horas 24 horas 48 horas
STF 3,710,2 4,410,2 8,810,4
FP2, 1 nmol/kg 2,8+0,4* 3,0+0,4** 6,9+0,7*
FP2, 4 nmol/kg 2,4+0,2*** 3,1£0,2** 7,0£0,3*
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FP2, 8 nmol/kg 1,9+0,2%*** 2,4+0,1**** 6,2+0,2***
FP2, 16 nmol/kg 1,8+0,1**** 2,7+0,1*** 6,3+0,4™*
6xHis-FP1, 8 nmol/kg | 2,3+0,3*** 2,8+0,4™ 6,6+0,7**

Os dados séo expressos como Média + EPM.

*p < 0,05, versus PBS

**p < 0,01, versus PBS

***p < 0,001, versus PBS

****p < 0,0001, versus PBS, respectivamente

Anadlises estatisticas utilizadas: Teste de comparacdes multiplas de
ANOVA e Dunnett.

n=8/grupo, exceto para 6xHis-FP1 8 nmol/Kg (n=6).

Tabela 35: Efeito de uma dose unica de FP2 sobre a porcentagem de

reducdo na ingestio de alimento (em relacdo ao veiculo) ao longo de 48

horas em camundongos C57BI/6

Porcentagem de inibicdo em relagado ao PBS

Tratamento 12 horas 24 horas 48 horas
STF 0,0£7,9 0,07,7 0,045,9
FP2, 1 nmol/kg 22,4+12,5* | 31,8+10,5** 21,8+8,1*
FP2, 4 nmol/kg 36,6+7,2*** 30,4+5,8** 20,24, 7*
FP2, 8 nmol/kg 47,0£6,2**** | 45,7£3,8**** | 29,7+£3,9***
FP2, 16 nmol/kg 49,244 1**** | 38,1x4,1*** 27,8£5,1**
6xHis-FP1, 8 nmol/kg 36,9+9,9*** 36,5+8,8** 24,618,2**

O efeito anoréxico da FP2 é expresso como a reducao relativa na in-
gestao de alimento em comparagao com os respectivos controles de
PBS.

Os dados séo expressos como Média + EPM.

*p < 0,05, versus PBS

**p < 0,01, versus PBS

***p < 0,001, versus PBS

****n < 0,0001, versus PBS, respectivamente

Analises estatisticas utilizadas: Teste de comparacdes multiplas de
ANOVA e Dunnett.

n=8/grupo, exceto para 6xHis-FP1 8 nmol/Kg (n=6).

Exemplo 15: Efeitos de FP2 sobre a ingestao de alimento em ratos Spra-

que-Dawley
[00261] A FP2 foi avaliada quanto a sua capacidade de reduzir a in-
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gestdo de alimento e o ganho de peso corporal em ratos Sprague-
Dawley machos apds uma dose unica. Os animais foram obtidos junto a
Charles River Labs (Wilmington, MA, EUA) com 200 a 225 g de peso
corporal e utilizados dentro de uma semana apds a entrega. Eles foram
alojados um por gaiola em forragem Alpha-dri e um tubo de plastico para
enriquecimento em uma sala com temperatura controlada com ciclo cla-
ro/escuro de 12 horas. Eles tiveram acesso a vontade a agua, e foram
alimentados com uma ragao normal para roedores de laboratério, a dieta
para roedores irradiada certificada PicoLab® 20, 5K75* (fornecida pela
Purina Mills, St. Louis, MO, EUA, através da ASAP Quakertown, PA,
EUA). Os pesos dos animais foram medidos e registrados para cada rato
antes da dosagem.

[00262] Os animais foram aclimatados por um minimo de 72 horas
nas gaiolas BioDAQ; os ratos foram, entdo, agrupados com base na in-
gestao de alimento nas ultimas 24 horas em seis grupos de oito. Entre 16
h e 17 h, os animais foram pesados e receberam doses de veiculo ou de
compostos, por meio de injegao subcutanea. A alteragdo no peso do ali-
mento para cada gaiola foi registrada continuamente pelo sistema Bio-
DAQ durante um periodo de 48 horas ap6s a administracdo do compos-
to. Usou-se 6XHis-FP1 como um comparador neste estudo.

[00263] As reducdes dose-dependentes de ingestdo de alimento
foram testadas apés uma dose unica de FP2. Nao foram observadas
diferengas significativas na ingestdo de alimento na dose de 0,3
nmol/kg. Efeitos significativos na redugdo da ingestdo de alimento
apdés 12 horas, mas nao apos 24 ou 48 horas, com a dose de 1
nmol/Kg foram observados. Redug¢des significativas na ingestdo de
alimento foram observadas em todos os pontos no tempo para os ni-
veis de dose de 3 e 10 nmol/kg (Tabela 36, Figura 19). Houve uma re-
dugao na porcentagem de alteracdo na ingestao de alimento em rela-

¢do ao PBS em todos os pontos no tempo e em todos os niveis de do-
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se (Tabela 37).

Tabela 36: Efeito de uma dose unica de FP2 sobre a ingestdo de ali-

mento ao longo de 48 horas em ratos Sprague-Dawley.

Ingestdo cumulativa de alimento (g)
Tratamento 12 horas 24 horas 48 horas
STF 21,7+0,6 25,010,8 53,1£1,6

FP2, 0,3 nmol/Kg 19,5+0,9 22,9+0,7 48,4+1,5

FP2, 1 nmol/Kg 17,5+0,9* 19,8+0,8 47,0+2,6

FP2, 3 nmol/Kg 16,1+1,2** 17,0+1,0** 39,2+3,2**

FP2, 10 nmol/Kg 15,8+0,9*** 16,5+0,9** 36,5+3,2**
6xHis-FP1 8 nmol/kg 15,0+£1,4*** 15,7+1,2** 37,2+4,5**

Os dados séo expressos como Média + EPM.

*p < 0,05, versus PBS

**p < 0,01, versus PBS

***p < 0,001, versus PBS, respectivamente
Analises estatisticas utilizadas: Teste de comparagdes multiplas de

ANOVA e Dunnett.
n=8/grupo

Tabela 37: Efeito de uma dose unica de FP2 sobre a porcentagem de

reducdo na ingestio de alimento (em relacao ao veiculo) ao longo de 48

horas em ratos Spragque-Dawley.

Porcentagem de inibicdo em relagado ao PBS

Tratamento 12 horas 24 horas 48 horas

STF 0,0£4,0 0,0+4,6 0,0+4,3

FP2 0,3 nmol/kg 10,014,7 8,514,1 8,8+3,9
FP2 1 nmol/kg 19,31+4,7* 20,8141 11,545,5
FP2, 3 nmol/kg 25,9+6,1** 32,0+4,7** 26,2+6,5**
FP2, 10 nmol/kg 27,4+4,8*** 33,8+4,1** 31,2+6,4**
6xHis-FP1 8 nmol/kg | 30,8+6,6*** 37,0£5,4** 29,918,8**

O efeito anoréxico da FP2 € expresso como a redugéao relativa na in-
gestao de alimento em comparagao com os respectivos controles de
PBS.

Os dados sao expressos como Média + EPM.

*p < 0,05, versus PBS

**p < 0,01, versus PBS
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*k*k

p < 0,001, versus PBS, respectivamente

Analises estatisticas utilizadas: Teste de comparacdes multiplas de
ANOVA e Dunnett.

n=8/grupo

Exemplo 16: Efeitos de FP2 sobre a ingestdo de alimento, o peso corpo-

ral e a homeostase de glicose em camundongos C57BI/6 obesos induzi-
dos por dieta (DIO)

[00264] A FP2 foi avaliada quanto a sua capacidade de reduzir a in-

gestao de alimento e o peso corporal e melhorar a homeostase da gli-
cose em dosagens repetidas em camundongos C57BI/6 machos DIO ao
longo de um periodo de 8 dias. Camundongos C57BI/6 machos DIO (21
semanas de idade, alimentados com alto teor de gordura por 15 sema-
nas) obtidos junto a Taconic Biosciences (Hudson, NY, EUA) foram uti-
lizados no estudo. Os camundongos foram alojados individualmente em
uma sala com temperatura controlada com ciclo claro/escuro de 12 ho-
ras (6 h/18 h) com acesso a vontade a agua e alimentados com a Dieta
de Pesquisa D12492 (Research Diets, New Brunswick, NJ, EUA). Os
camundongos foram aclimatados >1 semana no ambiente do alojamen-
to de camundongos antes do experimento. Os pontos finais do teste
foram as medi¢des de ingestdo de alimento, peso corporal, composigéao
corporal e pontos finais glicémicos (OGTT, glicose sanguinea). Um dia
antes da dosagem, os animais foram pesados e agrupados de acordo
com o peso corporal (PC). Os camundongos receberam as doses por
injecdo subcutanea. Os animais tratados com a FP2 receberam este
composto no Dia 0, Dia 3, Dia 6, Dia 9 e Dia 12. O grupo de veiculo e o
grupo com rosiglitazona receberam PBS estéril nestes dias. Rosiglita-
zona foi fornecida na dieta a 0,015% p/p a vontade. O peso corporal e a
ingestdo de alimento foram registrados diariamente, ao longo de um
periodo de quinze dias. A glicose sanguinea foi medida nos Dias 0, 7 e
13. Um teste de tolerancia a glicose oral (OGTT) foi realizado no Dia 14.

Os niveis de insulina foram medidos em pontos selecionados no tempo
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durante o OGTT. Os camundongos foram eutanasiados com CO: e
amostras sanguineas terminais foram coletadas para exposicao através
de puncédo cardiaca no Dia 15. Um braco de PK separado foi operado
com trés camundongos por grupo de dose com um total de 15 camun-
dongos.

Andlise de resposta a exposicdo (E-R) para FP2 em camundongos
DIO

[00265] A maioria dos animais nos bragos da farmacodinamica (PD,

de "pharmacodynamics") (eficacia) tinham concentragcbes de farmaco
indetectaveis no ultimo dia do estudo quando as amostras de farmaco-
cinética (PK) foram obtidas, potencialmente devido a imunogenicidade.
Portanto, os perfis farmacocinéticos médios dos bracos de PK, em vez
de PK individual dos bracos de PD, foram utilizados para conduzir a
resposta a exposigcao (dos Dias 3, 6 e 9, respectivamente) para a % de
alteracao de peso da linha de base nos bracos de PD no nivel de dose
correspondente. Este método presume que os bragos de PK se com-
portam de modo similar aos bragcos de PD em termos de exposi¢cao ao
farmaco.

[00266] O modelo de Emax (Graphpad Prism 6, log(agonista) versus
resposta) foi utilizado para correlacionar a exposicdo com os dados de
resposta (concentragdes de farmaco transformado em log). O coeficien-
te angular de Hill foi definido como sendo 1. Note-se que os valores de
EC10 a ECso do ajustado por modelo estavam dentro de duas vezes en-
tre os dias 3, 6 e 9, apesar de as estimativas de Emax serem diferentes
(Emax = -4,26%, -8,18% e -9,85%, respectivamente). Alguns animais no
Dia 9 mostraram também a perda de exposi¢cao ao farmaco devido a
potencial formagao de ADA, e, portanto, as estimativas do parametro E-
R com base nos dados do Dia 9 devem ser interpretadas com cuidado.
[00267] Os efeitos de duas semanas de exposi¢ao de FP2 sobre a

ingestao de alimento, o peso corporal, a homeostase de glicose e 0

Peticdo 870210058179, de 28/06/2021, pag. 87/258



79/200

teor de gordura hepatica foram avaliados em camundongos C57BI/6
machos obesos induzidos por dieta. A exposi¢cédo entre 1,7 e 3,3 nM
de FP2 para o grupo de tratamento com 0,3 nmol/kg, entre 7,1 e 14
nM para o grupo de tratamento com 1,0 nmol /kg, entre 20,8 e 41,6
nM para o grupo de tratamento com 3,0 nmol/kg e entre 28,5 e 112,9
nM de FP2 para o grupo de tratamento com 10 nmol/kg foi mantida
até o Dia 9 no braco de PK do estudo (n = 2 ou 3, Tabela 49). Apds o
Dia 9, uma diminuicao em niveis circulantes foi observada na maioria
dos animais apesar da dosagem g3d continuada (Tabela 49). Consis-
tente com esta compensacao acelerada, a maior parte dos animais
no brago de PD do estudo apresentou niveis de FP2 circulantes inde-
tectaveis no Dia 15 (Tabela 50).

[00268] O tratamento de camundongos DIO com FP2 q3d reduziu a
ingestao de alimento (Tabela 38), o peso corporal (Tabela 39, 40 e Figura
20) e a glicose sanguinea pos-prandial em comparagdo com o tratamen-
to com veiculo (Tabela 43 e Figura 23). Uma reducao significativa na in-
gestéo de alimento foi vista no Dia 2, Dia 5 e Dia 8 para 0,3 nmol/kg, do
Dia 1 até o Dia 7 para 1,0 nmol/kg, no Dia 1, Dia 2, do Dia 4 até o Dia6 e
Dia 8 para 3,0 nmol/kg, e no Dia 1, do Dia 3 até o Dia 6, Dia 8 e Dia 9
para 10,0 nmol/Kg. As alteragdes percentuais de peso corporal foram
significativas a partir do Dia 5 até o Dia 13 para 0,3 nmol/kg, do Dia 3 ao
Dia 13 para 1,0 nmol/kg e 10,0 nmol/kg, e do Dia 4 até o Dia 13 para 3,0
nmol/Kg. As alteragbes em gramas de peso corporal foram significativas
do Dia 8 até o 0,3 nmol/kg, a partir do Dia 6 para 1,0 nmol/kg, a partir do
Dia 7 para 3,0 nmol/kg e partir do Dia 5 para 10,0 nmol/kg. As diminui-
¢bes nos niveis de glicose sanguinea pos-prandiais foram significativas
no Dia 7 para os animais no nivel de dose de 3,0 nmol/kg e foram signifi-
cativas no Dia 13 para os animais nos niveis de dose de 3,0 e 10,0
nmol/kg.

[00269] Os camundongos DIO tratados com FP2 q3d melhoraram a
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toleréncia a glicose no Dia 14 em comparagdo com o tratamento com
veiculo durante um desafio com glicose oral (Tabela 41; Figuras 21A e
21B. A glicose foi significativamente mais baixa aos 30 minutos para o
grupo com 0,3 nmol/kg, aos 60 minutos e 120 minutos para o grupo
com 1,0 nmol/kg, aos 120 minutos para o grupo com 3,0 nmol/kg e aos
30, 90 e 120 minutos para o grupo com 10,0 nmol/Kg. A area total sob
a curva foi significativa para todos os grupos de dosagem. Os niveis
de insulina durante o desafio com glicose foram significativamente
mais baixos para os grupos com 0,3 e 10,0 nmol/kg aos 30 minutos
(Tabela 42; Figuras 22A e 22B). Além disso, em comparagao com 0s
animais tratados com veiculo, houve uma reducgao significativa no va-
lor do HOMA-IR em jejum calculado em camundongos DIO apés 14
dias de tratamento com FP2 q3d com 10,0 nmol/kg, indicativo de sen-
sibilidade a insulina melhorada (Tabela 44 e Figura 24).

[00270] A composicao corporal foi medida por IRM no Dia -1 antes
do inicio do estudo e no Dia 13 (Tabela 47 e Tabela 48). Os camun-
dongos DIO tratados com FP2 a 1,0 nmol/kg e 10,0 nmol/kg apresen-
taram redugdes significativas na massa gorda no Dia 13, enquanto n&o
se verificaram alteragbes na massa magra para qualquer um dos gru-
pos de tratamento. No Dia 13, o grupo de tratamento com 10,0
nmol/kg teve um aumento significativo na porcentagem de massa ma-
gra e uma redugao significativa na porcentagem de massa gorda em
comparagao com o grupo tratado com veiculo. As alteragbdes do Dia -1
ao Dia 13 foram significativas para a massa magra nos grupos de tra-
tamento com 0,3 nmol/kg, 1,0 nmol/kg e 10,0 nmol/kg e foram signifi-
cativas para a porcentagem de massa magra nos grupos de tratamen-
to de 1,0, 3,0 e 10,0 nmol/kg. As alteragdes do Dia -1 ao Dia 13 foram
significativas para massa gorda e porcentagem de massa magra em
todos os grupos de tratamento em comparagéo com o veiculo.

[00271] Nao houve diferenca significativa nos niveis séricos de

Peticdo 870210058179, de 28/06/2021, pag. 89/258



81/200

GDF15 dos camundongos enddgenos entre os animais tratados com
veiculo e os camundongos tratados com FP22 q3d durante 15 dias
(Tabela 46).

[00272]

alta ao farmaco esta, de modo geral, associada a uma maior alteragao

Conclusdo: os resultados sugerem que a exposicdo mais

de % de peso a partir da linha de base em um nivel populacional entre
os grupos de dose estudados nos Dias 3, 6 e 9.
[00273]

ducdo de ingestdo de alimento, peso corporal diminuido, glicose san-

A exposicao a FP2 ao longo de duas semanas levou a re-

guinea diminuida e sensibilidade a insulina e tolerancia a glicose me-
Ihoradas em camundongos DIO. Diminui¢cdes significativas na inges-
tdo de alimento ao longo de varios dias foram alcangadas com 1,0,
3,0 e 10,0 nmol/kg q3d. O peso corporal diminuiu significativamente,
comecgando de trés a cinco dias apds o inicio do estudo. A glicose
sanguinea pdés-prandial no Dia 13 foi significativamente diminuida
apos a administracado q3d de FP2 com 3,0 e 10,0 nmol/kg. A sensibi-
lidade a insulina representada pelo HOMA-IR em jejum significativa-
mente diminuido foi alcangada 14 dias apdés 10,0 nmol/kg de FP2
administrados q3d. No Dia 13, observou-se um aumento significativo
na porcentagem de massa magra e uma reducgao significativa na por-
centagem de massa gorda em camundongos DIO tratados q3d com
10,0 nmol/kg de FP2.

Tabela 38: Efeito de FP2 sobre a ingestdo diaria de alimento (g) ao longo

de 13 dias de tratamento.

Trata- | Veiculo FP2 (nmol/kg) Rosiglita-
mento zona
Dia N/A 0,3 1,0 3,0 10,0 |10 mpk/dia
0 2,0£0,1 | 1,9+0,1 | 2,240,2 | 1,940,2 | 1,9+0,2 | 2,2+0,1
1 2,4+0,2 | 2,1+0,1 |1,64£0,1*(1,5£0,1*|1,3+0,1*| 2,7%0,1
2 2,5+0,1 (1,840,1*(1,7£0,2*|1,940,1*| 2,0+0,1 | 3,0%0,2
3 2,5+0,1 |2,1+0,1 {1,7£0,1*| 1,940,1 [1,840,1*| 2,8+0,2
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Trata- | Veiculo FP2 (nmol/kg) Rosiglita-

mento zona
Dia N/A 0,3 1,0 3,0 10,0 |10 mpk/dia
4 2,6x0,1 | 2,0£0,1 |1,8£0,1*|1,9+0,1*|1,9+0,1*| 2,9%0,2
5 2,8£0,1 |2,1+£0,2*|2,2+0,1*|2,2+0,0*|1,9+0,1*| 2,7%0,2
6 2,8£0,1 | 2,3+0,2 |2,1£0,1*|2,2+0,1*|2,0+0,1*| 2,8%0,2
7 2,6+0,2 | 2,3+0,1 |2,0£0,1*| 2,0+£0,2 | 2,1+0,1 | 2,9+0,2
8 2,7+0,2 |2,1+0,1*| 2,240,1 |2,0+0,1*|2,0£0,1*| 3,1+0,2
9 2,8+0,1 | 2,3+0,1 | 2,31£0,2 |2,31£0,2"|2,1£0,2*| 3,2+0,1
10 2,6+0,1 | 2,5+0,1 | 2,440,2 |2,310,2*| 2,1£0,2 | 3,0+0,2
11 2,9+0,1 | 2,5¢0,1 | 2,840,2 | 2,6+0,4 | 2,6+0,1 | 3,3%0,1
12 2,8£0,1 | 2,7¢0,2 | 2,84+0,1 | 2,8+0,2 | 2,9+0,1 | 3,1%0,2
13 2,7£0,1 | 2,5+0,2 | 2,6+£0,1 | 2,6%0,1 | 2,2+0,1 | 3,1%0,2

Os valores representam média + EPM para os dados de 8 animais
por tempo por grupo, exceto n=7 quando indicado por *
*-p < 0,05, versus veiculo
Analises estatisticas utilizadas: Teste de comparagdes multiplas de
ANOVA RM de dois fatores, Tukey

Tabela 39: Efeito de FP2 sobre alteracdo percentual de peso corporal

durante 13 dias de tratamento

Trata- |Veiculo FP2 (nmol/kg) Rosiglita-

mento zona
Dia N/A 0,3 1,0 3,0 10,0 |10 mpk/dia
-1 -0,1+0,4| 0,5+0,2 |-0,1+0,1 |-0,4+0,2 | 0,0+0,6 0,1£0,2
0 0,0+£0,0| 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+£0,0 | 0,0£0,0 0,0£0,0
1 -0,4+0,5-1,0£0,3 | -2,2+0,4 | -1,8+0,6 | -2,4+0,5 | 1,3t0,4
2 -0,4+0,3/-2,2+0,4 | -3,4+0,6 | -3,0+0,6 | -3,1+0,4 | 1,3%0,5
3 -0,3+0,4/-2,310,4 |-4,2+0,6*| -3,5+0,6 | -4,3+0,5* | 1,910,5
4 -0,3+0,5/-2,9+0,5 |-5,310,6*|-4,9+0,7*| -5,8+0,7* | 1,8+0,7
5 -0,2+0,4|-4,2+0,7*|-6,2+0,6*-5,6+0,7*| -6,8+0,7* | 1,7+0,8
6 -0,4+0,6\-5,1+£0,7*|-7,4+0,8*-6,9+0,7*| -8,5+£0,9* | 1,1£0,9
7 0,2+0,8 -5,1+£0,7*|-7,7+0,9*|-7,4+0,7*| -8,7+£0,9* | 2,0%£1,0
8 0,2+1,0|-6,1+0,8*|-7,9+0,9*|-8,0+0,8*| -9,7+0,8* | 2,4+11
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Trata- [Veiculo FP2 (nmol/kg) Rosiglita-
mento zona
Dia N/A 0,3 1,0 3,0 10,0 |10 mpk/dia
9 0,5+1,1|-6,0+0,9*-8,4+0,9*|-8,8+0,9*|-10,1£1,0*| 3,1+1,0
10 1,1£1,2]-5,7+0,8%|-8,1+0,9*|-8,9+0,9*|-10,7£1,2*| 3,5%1,2
11 1,2+1,3|-6,1+£0,9*|-8,2+0,8*|-8,6+1,3*|-11,1£1,4*| 3,7+1,2
12 1,4+1,3|-6,3+1,2*|-7,7+0,8*|-8,2+1,4*-10,9+1,4*| 4,1+1,3
13 1,7+£0,9|-5,8+1,4%|-7,1+1,0*|-7,2+1,4*-10,9+1,4*| 4,7£1,3

Os valores representam média + EPM para os dados de 8 animais por
tempo por grupo
*p<0,05, versus veiculo
Analises estatisticas utilizadas: Teste de comparagdes multiplas de
ANOVA RM de dois fatores, Tukey

Tabela 40: Efeito de FP2 sobre a alteracdo no peso corporal (q) ao longo

de 13 dias de tratamento

Trata- | Veiculo FP2 (nmol/kg) Rosiglita-
mento zona
Dia N/A 0,3 1,0 3,0 10,0 |10 mpk/dia
-1 44,6+0,6 |44,5+0,6 | 44,51£0,6 |44,5+0,6 | 44,51+0,6 | 44,5+0,6
0 44,6+0,6 |44,3+0,6 | 44,61£0,6 |44,7+0,6 | 44,61£0,7 | 44,4+0,6
1 44,5+0,7 |43,8+0,6 | 43,61£0,6 |43,9+0,7 | 43,51£0,7 | 45,0£0,7
2 44.5+0,7 1 43,3+0,7 |43,1£0,6 | 43,3+0,7 | 43,2+0,7 | 45,0+0,7
3 44.5+0,7 1 43,2+0,7 |42,7+0,6 | 43,1+0,7 |42,61£0,6 | 45,31£0,7
4 44.5+0,7 1 43,0+0,7 |42,2+0,6 | 42,5+0,7 |42,0+0,7 | 45,2+0,7
5 44,5+0,7 |42,4+0,7 | 41,81£0,5 |42,2+0,7 |41,5£0,6*| 45,2+0,7
6 44,5+0,7 |42,0+0,7 |41,3£0,6*| 41,6+0,7 |40,7+£0,5*| 44,9+0,8
7 44,7+0,7 |42,0+0,7 |41,1£0,6*|41,4+0,7%/40,6+£0,5*| 45,31£0,8
8 447+0,7 41,6+0,7*/41,1£0,7*/41,1+0,7*40,2+0,6*| 45,5+0,8
9 44,8+0,7 |41,6+0,8*/40,8+0,7*40,8+0,8*|40,0+0,8*| 45,8+0,7
10 |45,1+0,7(41,8+0,8*41,0+0,8*/40,8+0,8*/39,8+0,8* 46,0+0,8
11 |45,2+0,8/41,6+£0,8*/40,9+0,7%/40,8+0,9*/39,6+0,9*| 46,1+0,8
12 |45,3%£0,7141,5£0,9*41,2+0,7*/41,0+£0,9*/39,7+0,9*| 46,3+0,9
13 |45,4+0,7141,71£0,9*41,4+0,8%/41,5+£0,9*/39,7+0,9*| 46,5+0,9

Os valores representam média + EPM para os dados de 8 animais por
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tempo por grupo
*-p<0,05, versus veiculo
Analises estatisticas: Teste de comparagdes multiplas de ANOVA RM
de dois fatores, Tukey
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Tabela 41: Efeito de FP2 sobre os niveis de glicose sanguinea

(mg/dL) durante um OGTT apoés 14 dias de tratamento

) Tempo apoés o desafio com glicose (min.)
S ASC total A ASC
E | Dosagem (mg/dL/ (mg/dL/
©
E (nmol/kg) 0 30 60 90 120 120 min) 120 min)
-
°
3 ND 161+10 | 225417 | 228+14 | 208418 | 213+19 |25."429+1.228|6.094+1.430
()
>
0,3 14414 (163+14*| 209411 | 18012 | 17147 | 21.270+£399* | 3.985+521
o 1,0 15149 (179418 | 18847 |179+13 | 16348 | 21.096+754* | 2.972+907
w 3,0 14948 | 180+18 |179+11*| 16446 | 163+9* | 20.338+876* |2.426+1.058
10,0 13416 | 16317* | 190+13 | 15247 | 163+8* | 19.599+614* |3.539+1.198
©
c
o
8
%’ 10 mpk/dia | 13249 |152+10*|162+13*| 138+9* | 159+9* | 17.904+632* |2.139+1.179
‘®
o
(14

Os valores representam média + EPM para os dados de 8 animais por
tempo por grupo
*-p<0,05, versus veiculo
Analises estatisticas: Teste de comparagdes multiplas de ANOVA RM

de dois fatores, Tukey para os valores de glicose;

teste de comparagdées multiplas de ANOVA de um fator, Tukey para

ASC
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Tabela 42: Efeito de FP2 sobre os niveis de insulina (ng/ml) durante um

OGTT apos 14 dias de tratamento

Tratamen-| Dose Tempo apds o desafio com gli- | ASC total
to (nmol/kg) cose (min.) (ng/ml/90
0 30 90 min.)
Veiculo ND 4,2+0,7 | 12,2+2,3 | 3,6£0,5 | 716,1£122,0
FP2 0,3 2,9+0,6 | 5,8+1,8* | 2404 | 377,1x97,3
1,0 29+0,4 | 8,2+2,6 | 2,610,4 | 491,8+118,2

3,0 3,0£0,3 | 8,4+1,5 | 2,5+0,3 | 498,6+77,0
10,0 2,4+0,4 | 4,310,5* | 2,1+0,4 | 295,5+32,0*
Rosiglita- | 10 mpk/dia| 0,9+0,1 | 1,8+0,2* | 0,8+0,1 118,5+9,6*

zona

Os valores representam média + EPM para os dados de 8 animais por
tempo por grupo

*-p<0,05, versus veiculo

Analises estatisticas: Teste de comparacdes multiplas de ANOVA RM
de dois fatores, Tukey para os valores de insulina,

teste de comparagdes multiplas de ANOVA de um fator, Tukey para
ASC

Tabela 43: Efeito de FP2 sobre os niveis de glicose sanguinea pos-

prandiais (mg/dL)

Tempo apés o inicio do tratamen-
to (dias)
Tratamento | Dose (nmol/kg) 0 7 13
Veiculo ND 16215 15916 18049
FP2 0,3 14315 15019 16819
1,0 153112 13517 15917
3,0 14813 12716* 151+8*
10,0 14616 13614 148+3*
Rosiglitazona 10 mpk/dia 13717 11714~ 134+6*

Os valores representam média + EPM para os dados de 8 animais por
tempo por grupo

*-p<0,05, versus veiculo

Analises estatisticas: Teste de comparacdes multiplas de ANOVA RM
de dois fatores, Tukey
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Tabela 44: HOMA-IR em jejum em camundongos DIO 14 dias apos o

tratamento q3d com FP2

Tratamento Dose (nmol/kg) HOMA-IR
Veiculo ND 48,7+9,2
0,1 30,1+6,6
1,0 30,5+3,8
FP2
3,0 31,313,2
10,0 22,7£3,1*
Rosiglitazona 10 mpk/dia 8,7+1,0*

Os valores representam média + EPM para os dados de 8 animais por
tempo por grupo

*-p<0,05, versus veiculo

Analises estatisticas: Teste de comparag¢des multiplas de ANOVA de
um fator, Tukey

Tabela 45: Peso hepatico apoés 15 dias de tratamento com FP2 gq3d em

camundongos DIO

Tratamento |Dose (nmol/kg) | Peso hepatico, | Peso hepatico
(9) (% do corpo)

Veiculo ND 1,9+0,1 4,3+0,3

0,1 1,701 4,0+0,1

1,0 1,7+0,0 4,2+0,1

FP2

3,0 1,8+0,1 4,2+0,1

10,0 1,7+£0,1 4,2+0,1

Rosiglitazona 10 mpk/dia 1,9+0,1 4,1+0,2

Os valores representam média + EPM para os dados de 8 animais por
tempo por grupo

*-p<0,05, versus veiculo

Analises estatisticas: Teste de comparag¢des multiplas de ANOVA de
um fator, Tukey
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Tabela 46: Niveis séricos de GDF15 em camundongos (pg/ml) apos 15

dias de tratamento com FP2 g3d em camundongos DIO

Tratamento Dose (nmol/kg) mGDF15

Veiculo ND 258,3121,4
0,1 214,11£10,3

1,0 191,6+12,7

FP2

3,0 254,5+28,6

10,0 202,0+10,0

Rosiglitazona 10 mpk/dia 509,6+£26,2*

Os valores representam média + EPM para os dados de 8 animais por
tempo por grupo

*-p<0,05, versus veiculo

Analises estatisticas: Teste de comparag¢des multiplas de ANOVA de
um fator, Tukey

Tabela 47: Efeito de FP2 q3d em camundongos DIO sobre a composi-

cao corporal (g) medida por IRM

Trata- Dose | Gordura | Gordura |A Gordu-| Massa | Massa | A Massa
mento [(nmol/kg)|(g) no dia|(g) nodia| ra(g) |magra (g)magra (g)|magra(g)
-1 13 no dia -1 |no dia 13

Veiculo ND 17,4+0,6 | 18,240,6 | 0,9+0,3 | 25,4+0,3 | 25,1+0,3 | -0,4+0,2

FP2 0,3 17,0£0,6 | 15,2+0,8 |-1,9+0,6* | 25,8+0,7 | 24,5+0,5 | -1,240,2*

1,0 17,0+0,6 | 14,940,6* | -2,1+0,4* | 25,8+0,5 | 24,6104 | -1,2+0,2*

3,0 17,4+0,7 | 15,1£1,1 | -2,3+0,5* | 25,310,4 | 24,2+0,4 | -1,1£0,1

10,0 16,7+0,6 | 13,2+0,8* | -3,6+0,5* | 26,1+0,6 | 24,5+0,6 | -1,7+0,2*

Rosiglita- 10 17,2£0,6 | 19,1+£0,5 | 1,9+0,6 | 25,5+0,7 | 25,1+0,6 | -0,4+0,2
zona mpk/dia

Os valores representam média + EPM para os dados de 8 animais por
tempo por grupo
*p<0,05, versus veiculo
Analises estatisticas: Teste de comparag¢des multiplas de ANOVA de

um fator,

Tukey
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Tabela 48: Efeito de FP2 q3d em camundongos DIO sobre a composi-

cao corporal (%) medida por IRM

Tratamento | Dose |Gordura|Gordura A Gordu-| Massa | Massa |A Massa
(nmol/kg)(%) Dia -1| (%) Dia | ra(%) | magra | magra | magra
13 (%) Dia -1| (%) Dia (%)
13

Veiculo ND |38,141,0|40,1+1,0| 2,1+0,3 | 55,9+0,9 | 55,3+0,9 | -0,6+0,3

0,3 |37,6+1,2|36,3+1,3|-1,3+0,9%| 56,8+1,3 | 59,0+1,4 | 2,2+0,8

P2 1,0 |37,2+1,1|35,8+0,9 |-1,4+0,5* | 56,7+1,1 | 59,5+1,0 | 2,8+0,6*

3,0 |38,3t+1,436,1+2,0 |-2,3+0,7*| 55,9+1,2 | 58,7+2,0 | 2,8+0,8*

10,0 |36,9+1,1|33,1+1,5%|-3,8+0,8*| 57,5+1,0 |61,7+1,4*| 4,2+0,7*

Rosiglitazo- | 10 mpk/ | 38,0+1,2|41,1+0,9 | 3,140,9 |56,2+1,2 | 53,9+0,8 | -2,3+0,8
na dia

Os valores representam média + EPM para os dados de 8 animais por
tempo por grupo
*p<0,05, versus veiculo
Analises estatisticas: Teste de comparagdes multiplas de ANOVA de
um fator, Tukey

Tabela 49: Exposicoes séricas de FP2 (nM) do braco de PK durante o

tratamento g3d em camundongos DIO

Tempo apos a dose inicial

(tempo apés a ultima dose)
Grupo |ldentifica-| Dia 3 | Dia 6 | Dia 9 |Dia 12|Dia 14|Dia 15|Dia 17
de tra- | caodo (48 h) | (72 h) (120 h)

tamento | individuo

0,1 9 19302993 | <LQ | <LQ | <LQ | <LQ | <LQ
nmol/kg 10 1,853 3,369 2,817 | <LQ | <LQ | <LQ | <LQ
11 1,715 2,637 | 2,568 | 2,709 | 3,441 | 1,313 | <LQ
1,0 9 8,198 9,660 |9,645| <LQ | <LQ | <LQ | <LQ
nmol/kg 10 7,073 10,595/ 8,966 | <LQ | <LQ | <LQ | <LQ
11 6,689 (13,967(10,802| <LQ | <LQ | <LQ | <LQ
3,0 9 20,802|26,32927,863| <LQ | <LQ | <LQ | <LQ
nmol/kg 10  |23,563|32,020/41,576/ 1,168 | <LQ | <LQ | <LQ
11 21,704/30,101) <LQ | <LQ | <LQ | <LQ | <LQ
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Tempo apos a dose inicial
(tempo apés a ultima dose)
Grupo |ldentifica-| Dia 3 | Dia 6 | Dia 9 |Dia 12|Dia 14|Dia 15 Dia 17
de tra- | caodo (48 h) | (72 h) (120 h)
tamento | individuo
10,0 9 28,495|33,050| <LQ | <LQ | <LQ | <LQ | <LQ
nmol/kg 10 [70,7791112,89| <LQ | <LQ | <LQ | <LQ | <LQ
8
11 70,4041111,76/55,117| <LQ | <LQ | <LQ | <LQ
7

Os dados sdo expressos como a concentragdo para cada animal.

< LOQ = abaixo do limite de quantificagdo; o LOQ é 0,494 nM

** Os valores nos Dias 3, 6, 9 e 12 sdo imediatamente antes da proxi-
ma dose

Tabela 50: Exposicoes séricas terminais (nM) de FP2 apos 15 dias de

tratamento g3d em camundongos DIO

Grupo de tratamento (nmol/kg)

ID do Animal 0,1 1,0 3,0 10,0
1 2,567 <LQ <LQ <LQ
2 <LQ <LQ <LQ 44 149
3 <LQ <LQ <LQ <LQ
4 1,144 0,678 <LQ <LQ
5 <LQ <LQ <LQ <LQ
6 3,440 <LQ <LQ <LQ
7 2,727 <LQ <LQ <LQ
8 <LQ <LQ <LQ <LQ

Os dados séo expressos como a concentragdo para cada animal.
< LOQ = abaixo do limite de quantificagdo; o LOQ é 0,494 nM

Exemplo 17: Farmacocinética de multiplas espécies e resposta imune
de FP2

Farmacocinética de camundongo

[00274] As propriedades farmacocinéticas de FP2 foram avaliadas
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guando administradas por via subcutdnea em camundongos C57BI/6 fé-
meas. A FP2 foi administrada por via subcutanea (n=5 amostras por pon-
to de tempo) e por via intravenosa (n=5 amostras por ponto de tempo) a
camundongos C57BI/6 fémeas (Sage Laboratories, St Louis, MO, EUA)
em um nivel de dose de 2,0 mg/kg em PBS, (pH 7,3 a 7,5). A coleta de
amostra no ultimo ponto no tempo foi através de uma sangria terminal.
Foram coletadas amostras sanguineas, o soro foi processado e as con-
centracdes de farmaco até 168 horas foram medidas. Os niveis de FP2
foram medidos usando um método de imunoensaio. Os perfis de concen-
tracdo de farmaco no plasma sao sumarizados na Tabelas 51 e 52 e ilus-
trados na Figura 25.

[00275] A analise farmacocinética de FP2 em camundongos
C57BIl/6 demonstrou uma meia-vida terminal de ~1,51 e ~1,76 dias
apos dosagem |V e SC, respectivamente, com uma biodisponibilidade
média de ~61% apos a administragdao SC.

Tabela 51: Concentracdo sérica (ng/ml) de FP2 apés uma dose sub-

cutdnea (SC) unica em camundongos C57BI/6

FP2 - Dose SC

Ponto no |Resulta- Resulta- Resulta- Resulta- Resulta- |Resulta- Desvio
tempo do do do do do do do do do do [do médio padrao
animal 31animal 32animal 33animal 35animal 36| (ng/ml) (ng/ml)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
4 horas [|11.310,11 6.323,44 23.489,21 4.357,74 4.835,54 (10.063,21 7.995,0
24 horas |12.378,58 10.896,80 17.769,03 15.928,14 15.404,08(14.475,33 2.785,0
72 horas |5.127,95 5.569,27 6.727,37 7.909,66 7.550,3216.576,91 1.210,5
96 horas |3.059,83 3.350,25 4.042,04 4.095,15 4.431,94 (3.795,84 569,0
168 horas| 784,61 1.202,66 1.364,68 1.557,60 1.678,021.317,51 348,9
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Tabela 52: Concentracdo sérica (ng/ml) de FP2 apdés uma dose intra-

venosa (IV) unica em camundongos C57BI/6.

FP2 - Dose IV

Ponto no
tempo

Resulta- Resulta- Resulta- Resulta- Resulta-
do do do do do do do do do do
animal 37 animal 40 animal 41 animal 45 animal 48
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

Resulta- Desvio
do médio padrao
(ng/ml)  (ng/ml)

1 hora
24 horas
72 horas
96 horas
168 horas

49.573,59 42.382,59 40.001,18 43.085,75 46.443,59
22.173,85 19.120,39 19.393,78 19.798,29 17.459,96
8.334,33 7.989,10 8.573,44 9.086,37 8.186,68
4.478,83 4.699,80 4.749,93 5.331,39 4.579,08
1.044,24 1.419,64 1.393,44 1.835,63 979,49

44.297,34 3.742,9
19.589,25 1.696,7
8.433,98 4225
4.767,81 3323
1.334,49 343,6

Tabela 53: Parametros farmacocinéticos de FP2 apds a administracao
de 2 mag/kg IV e 2 mg/kg SC em camundongos C57BI/6.

Via tiz CLouCL/F|Vzou Cmax Tmax® | AUCo.aitimo | AUCo.inf
(dia) | (ml/dia/kg) | Vz/F | (ng/ml) | (dia) (dia* (dia*

(ml/kg) ng/ml) ng/ml)

SC | Média | 1,76 43 108 | 15.619 1 44.972 48.379
DP 0,16 8 20 4.870 8.563 9.147

IV | Média | 1,51 25 55 | 44.297 | 0,042 76.269 79.253
DP 0,18 1 6 3.743 3.788 4.051

Farmacocinética de rato
[00276]

por ponto de tempo) e por via intravenosa (n=5 amostras por ponto

A FP2 foi administrada por via subcutanea (n=5 amostras

de tempo) a ratos Sprague-Dawley fémeas (Sage Laboratories, St
Louis, MO, EUA) em um nivel de dose de 2,0 mg/kg em PBS, (pH 7,3
a 7,5). A coleta de amostra no ultimo ponto no tempo foi através de
uma sangria terminal. Foram coletadas amostras sanguineas, o soro
foi processado e as concentragcdes de farmaco até 168 horas foram
medidas. Os niveis de FP2 foram medidos usando um método de
imunoensaio. Os perfis de concentracao de farmaco no plasma séo
sumarizados na Tabelas 54 e 55 e ilustrados na Figura 26. Os para-

metros farmacocinéticos calculados a partir desses dados estao su-
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na Tabela 56.

A analise farmacocinética de FP2 em ratos Sprague-

Dawley demonstrou uma meia-vida terminal de ~1,46 e ~1,37 dias

apos as dosagens IV e SC, respectivamente, com uma biodisponibili-

dade média de ~28% apds a administracéo SC.

Tabela 54: Concentracdo sérica (ng/ml) de FP2 apés uma dose sub-

cutanea (SC) unica em ratos Sprague-Dawley.

FP2 - Dose SC
Ponto no | Resulta- Resulta- Resulta- Resulta- Resulta- | Resulta- Desvio
tempo do do do do do do do do do do |domédio padrao
animal 01 animal 02 animal 03 animal 04 animal 05 (ng/ml) (ng/ml)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
4horas | 730,95 257,94 469,95 496,34 400,65 | 471,16 172,2
24 horas | 9.236,27 6.658,79 7.728,92 7.449,56 6.502,60 |7.515,23 1.092,1
72 horas |4.559,04 4.464,72 5.619,82 4.287,25 3.844,15|4.555,00 655,6
96 horas |2.791,97 2.452,35 3.387,55 2.316,06 2.176,00 | 2.624,79  483,8
168 horas | 622,32 606,36 <80,00 514,19 476,49 | 554,84 70,7

Tabela 55: Concentracdo sérica (ng/ml) de FP2 apdés uma dose intra-

venosa (IV) unica em ratos Sprague-Dawley.

FP2 - Dose IV

Ponto no
tempo

Resulta- Resulta- Resulta- Resulta- Resulta-
do do do do do do do do do do
animal 06 animal 07 animal 08 animal 09 animal 10

(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

Resulta-
do médio
(ng/ml)

Desvio
padrao
(ng/ml)

1 hora
24 horas
72 horas
96 horas
168 horas

60.785,80 47.392,80 43.046,54 46.014,25 44.547,65
25.470,36 24.729,88 21.157,29 20.497,32 21.459,71
8.208,46 9.262,13 8.866,76 8.635,93 8.843,83
4.433,18 4.833,22 4.995,63 4.630,60 4.604,13
1.083,14 1.469,35 1.614,61 1.394,17 1.053,89

48.357,41
22.662,91
8.763,42
4.699,35
1.323,03

7.134,5
2.267 1
384,1
2181
2457
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Tabela 56: ParAmetros farmacocinéticos de FP2 apds a administracido

de 2 mg/kg IV e 2 mg/kg SC em ratos Sprague-Dawley.

Via ti2 CLou |Vzou Cmiax | Tmax® | AUCo.aitimo | AUC.int
(dia) CL/F Vz/F | (ng/ml) | (dia) |(dia*ng/ml) | (dia*ng/

(ml/dia/kg) | (ml/kg) ml)
SC | Média | 1,37 84 165 7.515 1 22.614 24.036
DP 0,04 10 17 1.092 2.509 2.893
IV | Média | 1,46 23 49 48.357 | 0,042 | 83.271 86.089
DP 0,12 2 6 7.135 6.081 5.820

Farmacocinética de macaco

[00278] A FP2 foi administrada por via subcutanea a 1 mg/kg e por via
intravenosa a 1 mg/kg em trés macacos cynomolgus machos cada em
PBS, (pH 7,0 a 7,6). Foram coletadas amostras sanguineas, o plasma foi
processado e as concentragdes de farmaco foram medidas até 21 dias.
[00279] A farmacocinética (PK) de FP2 foi caracterizada apos a
administracdo de uma dose IV unica (1,0 mg/kg) e SC (1,0 mg/kg) em
macacos cynomolgus. O perfil de concentragdo de farmaco ao longo
do tempo no plasma ap6s a administragdo SC € sumarizado nas Ta-
belas 57 e 58, para analises por imunoensaio e por LCMS, respecti-
vamente, e apos a administracéo |V, nas Tabelas 59 e 60, para anali-
ses por imunoensaio e por LCMS, respectivamente. Os dados do
imunoensaio estio representados em grafico na Figura 27 e os dados
de LCMS estao representados na Figura 28.

[00280] Usando os resultados da analise por imunoensaio, a meia-
vida terminal média com base em NCA (t1/2) para FP2 foi de ~7,05 e
~8,51 dias apds a dosagem IV e SC, respectivamente. Os parametros
PK médios apos a administragéo IV e SC estdo sumarizados na Tabela
61. Usando os resultados da bioanalise por imunoensaio, a meia-vida
terminal média estimada por um modelo n&do compartimentalizado (11/2)
para FP2 foi de ~7,05 e ~8,51 dias apds a dosagem IV e SC, respecti-

vamente. A biodisponibilidade (F%) média da FP2 foi estimada como
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sendo de ~98,5% com base em AUCo.utimo € estimada como sendo de

~109,2% com base em AUCo.inf em macacos cynomolgus apés a admi-

nistracao SC.

Tabela 57: Concentracdo plasmatica (ng/ml) de FP2 medida por imu-

noensaio apos uma unica dose SC em macacos cynomolgus.

Tempo Imunoensaio

(horas) Animal 704Animal 705 Animal |SC média Desvio
706 padrao

0 < 80,0 < 80,0 < 80,0 < 80,0 N/A

6 7.3653 6.1285  6.056,9 | 6.516,9 735,6
24 19.716,8 10.903,8 10.554,7 | 13.725,1 5.191,9
48 18.191,7 14.353,7 14.464,7 | 15.670,0 2.184,5
72 17.813,9 14.207,5 12.684,0 | 14.901,8 2.634,5
120 13.823,9 11.4458 10.590,8 | 11.953,5 1.675,3
168 12.359,6 10.103,8 9.467,8 | 10.643,8 1.519,7

240 94579 7.6426  8.109,1 | 8.403,2 9427

336 6.796,8 5.679,8 5.2357 | 5.904,1 804,3
432 5581,3 3.830,6 3.746,5 | 4.386,1 1.035,9

528 4126,2 26134 28793 | 3.206,3 807,7

N/A = nao se aplica

Tabela 58: Concentracdo plasmatica (ng/ml) de FP2 medida por LCMS

apos uma unica dose SC em macacos cynomolgus.

Tempo LC/MS

(horas) Animal 704Animal 705 Animal 706 [SC média EPM
0 <1.000 < 1.000 <1.000 <1.000 N/A
6 6.110,0 5.910 6.200,0 6.073,3 857
24 # 10.420,0  11.300,0 |10.860,0 359,3
48 16.560,0 13.510,0  14.960,0 | 15.010,0 880,8
72 13.690,0 13.450,0  13.380,0 | 13.506,7 93,9
120 11.040,0 # # 11.040,0  N/A
168 # 8.680,0 9.400,0 9.040,0 293,9
240 6.940,0  7.070,0 7.140,0 7.050,0 58,6
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Tempo LC/MS

(horas) Animal 704Animal 705 Animal 706 [SC média EPM
336 4.400,0 4.580,0 4.430,0 4.470,0 557
432 - 2.910,0 - 2.910,0 N/A
528 <1.000 < 1.000 < 1.000 <1.000 N/A

- = a execucao inicial falhou, amostra insuficiente para analise repetida
# = tubo com marcacéo incorreta, amostra excluida da analise
N/A = nao se aplica

Tabela 59: Concentracdo plasmatica (ng/ml) de FP2 medida por imu-

noensaio apos uma unica dose IV em macacos cynomolgus.

Tempo (ho- Imunoensaio

ras) Animal Animal Animal |IVmédia Desvio
701 702 703 padrao

0 < 80,0 < 80,0 < 80,0 < 80,0 N/A
1 29.938,3 31.139,0 23.545,3 | 28.207,6 4.082,0
6 24.711,9 21.173,0 20.434,4 | 22.106,4 2.286,5
24 19.648,4 21.420,9 8.662,7 | 16.577,3 6.911,3
48 17.790,1 17.107,0 12.983,1 | 15.960,0 2.600,7
72 17.889,4 13.871,1 13.692,4 | 15.151,0 2.373,3
120 15.298,6 11.982,5 11.361,5 | 12.880,9 2.116,7

168 11.752,0 10.982,8 9.933,8 | 10.889,5 912,7
240 8.9211 74650 6.7334 | 7.706,5 1.113,6

336 6.572,8 5.750,5 4.687,6 | 5.670,3 945,1
432 1.099,6 3.425,0 3.458,0 | 2.660,9 1.352,2

528 < 80,0 2.069,0 2.416,2 | 2.242,6 N/A

N/A = nao se aplica

Tabela 60: Concentracio plasmatica (ng/ml) de FP2 medida por LCMS

apos uma unica dose |V em macacos cynomolgus

Tempo LC/MS

(horas) Animal 701Animal 702 Animal 703 \ IVmédia EPM
0 <1.000 <1.000 <1.000 | <1.000 N/A
1 25.340,0  28.820 26.220,0 |26.793,3 1.044,7
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Tempo LC/MS

(horas) Animal 701Animal 702 Animal 703 | IV média EPM
6 24.610,0 26.340,0 23.810,0 |24.920,0 746,6
24 18.410,0 18.680,0 9.810,0 | 15.633,3 2.912,7
48 16.290,0 17.370,0 13.840,0 | 15.833,3 1.044,3
72 15.430,0 14.920,0 14.280,0 | 14.876,7 332,7
120 11.180,0 11.480,0 11.440,0 | 11.366,7 94,0
168 9.170,0 # # 9.170,0 N/A
240 6.800,0  7.380,0 7.600,0 | 7.260,0 238,6
336 2.870,0  3.860,0 3.480,0 | 3.403,3 2883
432 - - 3.030,0 | 3.030,0 N/A
528 1.150,0  1.680,0 1.400,0 1.410,0  153,1

- = a execucgéo inicial falhou, amostra insuficiente para analise repetida
N/A = nao se aplica
# = tubo com marcacéo incorreta, amostra excluida da analise

Tabela 61: Média (+x DP) dos parametros farmacocinéticos de FP2 apods

administracao IV e SC de 1 mg/kg em macacos cynomolqus.

Via ti2 |ICLou CL/IF|Vzou | Cmax | Tmax" | AUCo.-uttimo | AUCo-inf
(dia)|(ml/dia/kg) | Vz/F |(ng/ml)| (dia) |(dia*ng/ml)|(dia*ng/

(ml/kg) ml)
SC |Média| 8,51 4,6 56 (16.178| 1,67 | 180.792 |221.032
DP |1,28 0,8 7 3.065 29.990 |44.931
IV |Média|7,05 4,9 51 128.208/0,042| 183.468 |202.380
DP [1,45 0,2 12 14.082 18.268 | 9.617

Os parametros farmacocinéticos sdo os valores médios com base no
NCA dos dados do imunoensaio de farmacocinético.

*Tmax. (mediana)

Teste de estabilidade em plasma humano

[00281]

co heparinizado a 37 °C durante até 48 horas. O plasma humano fresco

A estabilidade de FP2 ex vivo foi examinada em plasma fres-
e nao congelado foi gerado a partir de sangue heparinizado de dois indi-

viduos (um macho e uma fémea) por centrifugagdo. A FP2 foi incubada

nessa matriz a 37 °C com misturacéo delicada, ou 0, 4. 24 e 48 horas. A
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concentracao de FP2 foi determinada com o uso de um método de imu-
noensaio. Uma captura por imunoafinidade independente seguida do mé-
todo de LCMS foi utilizada para quantificar a concentracdo do dimero in-
tacto presente nesta matriz sob as condig¢des de teste.

[00282] No método de imunoensaio, a porcentagem de recuperagao
a partir da concentracao inicial se situava na faixa de 104,8 a 94,1 e
nao diminuiu ao longo do tempo, demonstrando que a FP2 é estavel
no plasma humano até 48 horas ex vivo (Figura 29 e Tabela 62). O
método de LCMS mostrou que as concentragdes foram estaveis ao
longo do tempo, demonstrando que a FP2 permanece um dimero in-
tacto no plasma humano até 48 horas ex vivo (Figura 30 e Tabela 63).

Tabela 62: Estabilidade de FP2 ex vivo (porcentagem de recuperacio

normalizada) ao longo de 48 horas no plasma humano (nhg/ml) medida

por imunoensaio.

Compos-| Género | Tempo (ho-| Concentragao % de recuperagao
to ras) (ng/mL) normalizada
0 9.104 100,0
) 4 9.056 99,5
fémea
24 9.332 102,5
48 9.374 103,0
FP2
0 9.473 100,0
4 9.929 104,8
macho
24 9.081 95,9
48 8.912 94,1
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Tabela 63: Estabilidade de FP2 ex vivo (porcentagem de recuperacio

normalizada) ao longo de 48 horas no plasma humano (ng/ml) medida
por LC/MS intacta.

Composto| Género | Tempo (ho- | Concentracdo (% de recuperacao
ras) (ng/mL) normalizada
0 11.090 100,0
. 4 10.830 97,7
fémea
24 10.500 94,7
48 10.030 90,4
FP2
0 10.760 100,0
4 9.640 89,6
macho
24 10.190 94,7
48 8.500 79,0

Exemplo 18: Eficacia de dose unica de FP1 e FP2 em macacos cyno-

molgus
[00283] Foram avaliados os efeitos de FP1 e FP2 sobre a ingestéo

de alimento e o peso corporal ap6s uma dose unica em macacos
cynomolgus sem tratamento prévio.

[00284] A FP1 foi administrada por via subcutdnea a uma coorte
de macacos cynomolgus sem tratamento prévio em trés niveis de do-
se: 1, 3 e 10 nmol/Kg. Um grupo tratado com veiculo também foi in-
cluido. Os animais foram tratados de modo cego. O estudo durou um
total de 6 semanas: 2 semanas de medi¢cao basal de ingestao de ali-
mento e coleta de dados, 4 semanas de coleta de dados apdés admi-
nistracdo unica do composto. As exposicdes de farmaco no plasma
foram medidas nos Dias 1, 7, 14, 21 e 28 apds a dosagem.

[00285] O tratamento de macacos cynomolgus com uma dose unica
de FP1 reduziu a ingestao de alimento e o peso corporal em comparagao
ao tratamento com veiculo (Figuras 31 e 32). Uma redugao significativa

na ingestao diaria de alimento foi observada nos dias 4, 5, 6 e 8 a 12 pa-
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ra o nivel de dose de 10 nmol/kg (Figura 31). A média semanal da inges-
tao diaria de alimento foi significativamente reduzida durante a semana 2
apos a administragao para o nivel de dose de 10 nmol/Kg. O nivel de do-
se de 3 nmol/kg apresentou uma reducéo percentual significativa da in-
gestao de alimento semanal média antes da dosagem na semana 2 apos
a administracao, e o nivel de dose de 10 nmol/kg teve uma reducéo per-
centual significativa da ingestao de alimento semanal média antes da do-
sagem nas semanas 1 e 2 apés a administragdo. Uma reducéo significa-
tiva na porcentagem de alteracdo no peso corporal a partir do dia 0 foi
vista no dia 28 para o nivel de dose de 3 nmol/kg e nos dias 14, 21 e 28
para o nivel de dose de 10 nmol/kg (Figura 32).

[00286] A FP2 foi administrada por via subcutanea a uma coorte de
macacos cynomolgus sem tratamento prévio em trés niveis de dose: 1, 3
e 10 nmol/Kg. Um grupo tratado com veiculo também foi incluido. Os
animais foram tratados de modo cego. O estudo durou um total de 11
semanas: 5 semanas de medi¢cao basal da ingestao de alimento e coleta
de dados, 1 semana de tratamento e 5 semanas de coleta de dados na
fase isenta de farmaco (do inglés "wash-out"). As exposicdes de farmaco
no plasma foram medidas nos Dias 1, 7, 14, 21, 28, 35 e 42 apds a do-
sagem.

[00287] O tratamento de macacos cynomolgus com uma dose uni-
ca de FP2 reduziu a ingestao de alimento e o peso corporal em com-
paragcdo com o tratamento com veiculo (Figuras 33 e 34). Uma redu-
cao significativa na ingestao diaria de alimento foi vista nos dias 3, 5
a 8, 10 e 12 para o nivel de dose de 3 nmol/kg, e nos dias 3 a 38 € no
dia 40 para o nivel de dose de 10 nmol/kg (Figura 33). A média se-
manal da ingestdo diaria de alimento foi significativamente reduzida
na semana 1 apos a administracado para o nivel de dose de 3 nmol/kg
e significativamente reduzida durante as semanas 1 a 6 para o nivel

de dose de 10 nmol/kg. O nivel de dose de 3 nmol/kg apresentou
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uma reducgdo percentual significativa a partir da semana anterior a
dosagem na média semanal de ingestao diaria de alimento na sema-
na 2 apdés a administracao, e o nivel de dose de 10 nmol/kg apresen-
tou uma redugao percentual significativa a partir da semana antes da
dosagem na meédia semanal de ingestao diaria de alimento nas se-
manas 1 a 6 apds a administracdo. Uma reducgao significativa na por-
centagem de alteragdo de peso corporal a partir do dia 0 foi observa-
da nos dias 21 a 42 para o nivel de dose de 1 nmol/kg, nos dias 14 a
42 para o nivel de dose de 3 nmol/kg e nos dias 7 a 42 para o nivel
de dose de 10 nmol/kg (Figura 33).

Exemplo 19: Eficacia de multiplas doses de FP2 em macacos cynomo-

lgus
[00288] A eficacia de FP2 foi avaliada com inje¢cdes subcutaneas uma

vez por semana em uma coorte de macacos cynomolgus com sobrepeso
espontaneo e sem tratamento prévio (na faixa de 8 a 20 anos de idade e
com peso corporal de 8,0 a 11,9 kg) em 3 niveis de dose: 0,3, 1 e 10
nmol/Kg. O consumo de alimentos foi medido diariamente, o peso corpo-
ral foi medido semanalmente e os animais foram clinicamente avaliados
diariamente. O tratamento de macacos cynomolgus com sobrepeso com
12 doses semanais de FP2 reduziu a ingestao de alimento (Figura 35) e
o peso corporal (Figura 36), em comparacao ao tratamento com veiculo.
A concentracdo de FP2 circulante foi determinada por imunoensaio (Fi-
gura 37). Foi observada a perda de exposi¢cao a FP2 em alguns animais
em pontos no tempo posteriores, presumivelmente devido ao desenvol-
vimento de anticorpos antifarmaco (AAF): as figuras mostram os dados
coletados até o ponto anterior a perda de exposi¢ao (definida como uma
reducédo 240% na concentragdo de farmaco no soro em relagdo a medi-
¢ao anterior para o mesmo animal). Ao longo do estudo, ndo foram ob-
servados quaisquer efeitos adversos relacionados ao tratamento.

Exemplo 20: Estabilidade térmica do conector
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[00289] A estabilidade térmica foi investigada em relagdo a varios
conectores que conectam HSA e GDF15. Para avaliar o potencial de
fragmentar e agregar, as proteinas de fusdo HSA-GDF15 com varios
conectores foram diluidas para 10 mg/ml. Apds a adi¢do de EDTA e
metionina, as amostras foram incubadas a 40 °C durante 14 dias. Em
seguida, as amostras foram diluidas até a concentracdo de 1 mg/ml e
avaliadas sob cromatografia liquida de alto desemprenho por exclu-
sdo de tamanho (SE-HPLC, de "size-exclusion high-performance li-
quid chromatography"). A porcentagem de proteina intacta, bem co-
mo agregada e fragmentada, foi quantificada para essas proteinas. A
Tabela 64 mostra que as proteinas HSA-GDF15 com conectores que
consistem em repeticdes AP sdo mais estaveis contra fragmentagao
sob estresse térmico.

[00290] Para avaliar se esses conectores afetam a interagdo da
GDF15 com seu receptor, um imunoensaio com a proteina de fusdo
Fc-GRFAL revestida sobre a placa e uma deteccdo anti-GDF15 ou
anti-HSA foi executada com o uso de anticorpos monoclonais para
GDF15 (Janssen) e HSA (Kerafast, Inc., Boston, MA, EUA). O ensaio
mostrou que todas essas variantes de conector na Tabela 66 tém li-
gacao similar ao receptor.

Tabela 64. Resultados de SE-HPLC apds estresse térmico por 14 dias

por.
SEQID Conector ("Linker") agrega- | intacto fragmen-
NO do (%) (%) to (%)
113 GS(GGGGS)s 3,33 84,44 12,22
115 GA(GGGGA)s 3,51 87,98 8,5
117 (AP)10 1,64 98,36 0
119 (AP)12 2,36 97,64 0
121 | GGS-(EGKSSGSGSESKST)s-| 1,67 85,24 13,09
GGS

123 GS(PGGGS)s 2,96 88,12 8,91
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SEQID Conector ("Linker") agrega- | intacto fragmen-
NO do (%) (%) to (%)
125 GS(AGGGS)s 3,44 86,22 10,34
127 |GGS-(EGKSSGSGSESKST)-| 1,71 91,17 7,12

GGS

Exemplo 21: Protocolo de teste clinico

[00291] Um estudo de dose unica ascendente duplo-cego controlado

por placebo e randomizado, para investigar a seguranga, a tolerabilidade

a farmacocinética e (inclusive biodisponibilidade absoluta) e a imunoge-

nicidade de FP2 administrada subcutaneamente em individuos com so-

brepeso e de outro modo saudaveis

Protocolo 64739090EDI1001; Fase 1
NUMERO EudraCT: 2018-000324-34

Abreviacdes
AAFs anticorpos antifarmaco

ALT alanina aminotransferase

Anti-HCV Anticorpos para hepatite C

AST aspartato aminotransferase

ASC area sob a curva

BD biodisponibilidade

ALQ abaixo da concentragcio quantificavel mais baixa

IMC indice de massa corporal

PA pressao arterial

BPM batimentos por minuto

NUS nitrogénio de ureia sanguinea

PC peso corporal

SNC sistema nervoso central

CRF formularios de relatorio de caso (eletrdnicos para este
estudo)

UPC Unidade de Pesquisa Clinica

Ccv cardiovascular
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FED
GD
DIO
DRC
DSM-V

ECso
ECG
eCRF
CED
EMA

UE
FcRn
FDA

FIH
FSH

BPC
GDF15

GFRAL

GGT
BPL
AS
HbA1c
HBsAg
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formulario de esclarecimento de dados

grupo de dose

obeso induzido por dieta ("diet-induced obese")

comité de revisdo de dados

Manual diagndstico e estatistico de disturbios mentais
(5a Edicdo) ("Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders (5th edition)")

metade da concentracdo maxima eficaz
eletrocardiograma

formulario eletrdnico de relatério de caso

captura eletrdénica de dados

Agéncia Europeia de Medicamentos ("European Medici-
nes Agency")

Unido Europeia

receptor de Fc neonatal

Agéncia de Administragcao de Alimentos e Medicamentos
dos EUA ("US Food and Drug Administration")

primeiro em humanos ("first-in-human")

hormonio foliculo-estimulante ("follicle stimulating hormo-
ne")

Boas Praticas Clinicas

Fator de diferenciacédo de crescimento 15 ("Growth Diffe-
rentiation Factor 15")

receptor da familia GDNF similar a alfa, ("GDNF family
receptor-alpha-like"), receptor de GDF15

gama-glutamil transferase

Boas Praticas de Laboratorio

Autoridade Sanitaria

hemoglobina A1c

antigeno de superficie da hepatite B



hCG

HCV
HDL
HED
HIV

FC
HSA
IAC
Bl
TClI
ICH

CEl
PMI
CRI
v
IVRS

IWRS

LC-MS/MS

LDL

LQl
MABEL
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gonadotrofina coribnica humana ("human chorionic go-
nadotropin")

virus da hepatite C ("Hepatitis C virus")

lipoproteina de alta densidade ("High-density lipoprotein”)
dose equivalente humana ("Human Equivalent Dose")
virus da imunodeficiéncia humana ("Human Immunodefi-
ciency Virus")

frequéncia cardiaca

albumina sérica humana ("human serum albumin")
Comité de analise interina ("Interim Analysis Committee")
Brochura do Investigador

termo de consentimento informado

Conferéncia internacional sobre harmonizagao ("Interna-
tional Conference on Harmonization")

Comité de ética independente

Produto medicinal investigacional

Comité de Revisao Institucional

intravenosa

sistema interativo de resposta por voz ("interactive voice
response system")

sistema interativo de resposta via web ("interactive web
response system")

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de mas-
sas sequencial (liquid chromatography/mass spectrome-
try/mass spectrometry)

lipoproteina de baixa densidade ("low-density lipopro-
tein")

limite de quantificagao inferior

nivel de efeito bioldgico minimo previsto ("Minimum Anti-

cipated Biologic Effect Level")



MedDRA

DIMR
URM

NAbs
DHGNA
EHNA
NBE
NOAEL

PAD

PAP
PD

PK
RQP
RRP

PSA

QEWP-5

CVS
RET
SAD
EAS
PAS

Peticao 870210058179, de 28/06/2021, pag. 114/258

105/200

Dicionario Médico para Atividades Regulatérias ("Medical
Dictionary for Regulatory Activities")

dose inicial maxima recomendada

utilizagdo de recursos meédicos

numero (tamanho de uma subamostra)

numero (tamanho total da amostra)

anticorpos neutralizantes ("neutralizing antibodies")
doenca hepatica gordurosa nao alcodlica
esteato-hepatite n&o alcodlica

nova entidade bioldgica ("new biological entity")

nivel sem efeitos adversos observados ("no observed
adverse effect level")

dose farmacologicamente ativa ("pharmacologically acti-
ve dose")

esfregaco de Papanicolau

farmacodinamica ("pharmacodynamics")

Investigador Principal

farmacocinética ("pharmacokinetics")

reclamacao de qualidade do produto

resultados relatados pelo paciente (em papel ou eletréni-
co, conforme for adequado para este estudo)

antigeno especifico para prostata ("prostate specific anti-
gen”)

Questionario sobre Padrdes de Alimentacdo e Peso-5
("Questionnaire on Eating and Weight Patterns-5")

célula vermelha do sangue

correceptor sinalizador de GFRAL

dose unica ascendente ("single ascending dose")
eventos adversos séerios

pressao arterial sistdlica



SC
SD
SUSAR

DMT2
EADT
TK
TSH

LSN
EUA
EAV
CBS
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subcutanea

Sprague-Dawley

suspeita de reacdo adversa séria inesperada ("suspected
unexpected serious adverse reaction")

diabetes mellitus tipo 2

eventos adversos decorrentes do tratamento
toxicocinética ("toxicokinetics")

hormonio estimulante da tiroide ("thyroid stimulating hor-
mone")

limite superior do normal

Estados Unidos da América

Escala Analogica Visual

célula branca do sangue



1. Cronograma de tempo e eventos - triagem e periodo como paciente internado

00¢/401

Periodo do estudo Partes 1 e 2°
Triagem Linha de Paciente internado
base

Dia Dia Q A3 Dia 1 Dia 2 «; : Ty}

-28 a -3 g g a8 |8 g
Pré- horas em relagéo 3 D ¢ i S IS £ |19_ 1318481988
dose do farmaco om estudo £8° |g55 |3 |7 |8 |3 759595359 ¢
Triagem®
Termo de Consentimento Informa- X
do (TCl)c
TCI para amostra farmacogendémi- X
ca
Historico demografico e médico X
Questionario sobre padrdes de X
alimentagao e de peso-5
Critérios de inclusdo/exclusdo X X
Terapia pré-estudo X X
Triagem de farmacos, alcool e X X
cotinina®
Sorologia viral (HBsAg, anti-HCV. X
HIC)e
Horménio estimulante da tiroide X
(TSH)
Hormonio foliculo-estimulante X
(FSH)eF
Hemoglobina Alc (HbAlc) ¢ X
Admisséo na UPC X
Residente na UPC X X | X
Em alta da UPC o f
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Periodo do estudo Partes 1 e 2°

Triagem Linha de Paciente internado

Dia Dia
-28a-3

Dia 1 Dia 2

Dia -2
Dia -1

Pré-dose ou horas em relagdo a
dose do farmaco em estudo

Pré-
do-
0
+0,5
hs

+2
+4 h
+6 h
+8 h
+12
h
+24
h
+30
h

+1h

+48 | Dia 3
+72 | Dia 4
+96 | Dia 5

+36

\Visita ambulatorial X

Administracdo do farmaco em estudo

Randomizagéao? X

IAdministrar farmaco em estudoh X

Avaliacdes de seguranca

Exame fisico completo X

Exame fisico breve X

Altura X

Temperatura corporal (timpanica) X X X X

00¢2/801

Sinais vitais (presséao arterial e X X X X X X X | X | X]| X X | X
frequéncia cardiaca)’

Monitoramento continuo de ECG X X
com derivacao Il |

ECG de 12 derivacdest! X x| x| | | x| x]x X | x | x

/Avaliagoes de farmacodinamicas

Peso corporal™ X | X | X \ | \ | | | \ \ \ X \ |

Questionarios de EAV° X

Refeicdes padronizadas para avali- X
acao de 24 horas de ingestéo de
alimentos®

/Avaliagoes laboratoriais clinicas

Teste de gravidezP X ‘ X | | ‘ | ‘ | | | ‘ ‘ ‘ ‘ |
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Periodo do estudo Partes 1 e 2°

Triagem Linha de Paciente internado

Dia Dia
-28a-3

Dia 1 Dia 2

Dia -2
Dia -1

Pré-dose ou horas em relagdo a
dose do farmaco em estudo

Pré-
do-
0
+0,5
hs
+1h

+2
+4 h
+6 h
+8 h
+12
h
+24
h
+30
h
+36

+48 | Dia 3
+72 | Dia 4
+96 | Dia 5

Hematologia, Quimica® X X X

>
X

Painel de lipidios (Colesterol total, X X
Triglicerideos, HDL e LDL)®

X
X

Painel de coagulagao® X X X

X
X

Urinalise® X X X

Biomarcadores exploratérios

Coleta de amostra de sangue X X X X
para biomarcadores exploratori-
os¢

Procedimentos de imunogenicidade e farmacocinética

00¢2/601

Coleta de amostra de sangue para X xXs | X X X | X | X | X X
farmacocinética (PK)"4

Coleta de amostra de sangue para X
anticorpos anti-farmaco (AAF)d

Coleta de amostra de sangue opcional para farmacogenémica

Coleta da amostra de sangue para X
DNAt4

Avaliacoes de seguranga do paciente em andamento

Relato de eventos adversos & X X
medicagbes concomitantes

Evento adverso (perguntas nao X X X X X X X
diretivas)"
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Periodo do estudo Partes 1 e 22

Triagem Linha de Paciente internado
base

Dia Dia a A\ Dia 1 Dia 2 © |+ (o

-28 a -3 g g g g g

&= 30 3 @O A ., < < < < N < o |© © N ©

oes oo tomacs o oot B4o [Fx7 3 |7 |7 |5 $o35[F48<3oR-80
Avaliacao de tolerabilidade local - X X X X X X X X X
injecéo local
Avaliacdo de sitio (Parte 1)V
Reacgdes alérgicas / Hipersensibi- X X X X X X X X X
lidades generalizadas%

a - Parte 1 - é duplo-cego e consistira em até 7 grupos de dose

Parte 2 - é de rotulo aberto e consistira em um Unico grupo de dose.

b - Triagem - os procedimentos precisam ocorrer dentro de 4 semanas (28 dias) antes da administragdo da farmaco em estudo no Dia 1.

¢ - Consentimento informado - precisa ser obtido antes de se iniciar qualquer procedimento relacionado ao estudo.

d - Critérios de inclusao/exclusao - critérios minimos para a disponibilidade de documentagdo que suportam os critérios de elegibilidade sdo descritos
na Secao 4, Eligibilidade da Populagao de Pacientes, e serdo confirmados apds revisdo das avaliagdes de linha de base antes da dosagem.

e - Consulte o Exemplo 21, Secao 9.6.2, Testes laboratoriais clinicos, a fim de obter uma lista de exames laboratoriais clinicos a serem providencia-
dos; os individuos precisam estar em jejum (isto €, sem alimentos ou bebidas [exceto agua]) durante ao menos 10 horas antes que o sangue seja cole-
tado. O teste clinico laboratorial de linha de base pode ser obtido no Dia -2 ou no Dia -1, desde que os resultados estejam disponiveis para analise
antes da randomizacgao e da dosagem no Dia 1.

f - A ser obtido apenas em todos os individuos do sexo feminino.

d - A randomizacgao sera executada no Dia 1 apds todas as avaliagdes do Dia -2 e do Dia -1 serem executadas, revisadas e verificadas para confir-
mar que o individuo atende a todos os critérios de inclusao e a nenhum de exclusao (por exemplo, resultados laboratoriais, ECG, etc.).

h - Parte 1 Escalonamento de dose/Dosagem subcuténea (SC): Os individuos receberdo uma dose unica de FP2 ou placebo (volume maximo de 2
mL). Parte 2: Os individuos receberdo uma dose unica de FP2 por infusdo IV durante 30 minutos (taxa constante). Todos os individuos nas Partes 1 e
2 terdo que jejuar de um dia para o outro (ao menos 10 horas) antes da dosagem e até 3 horas apds a dosagem. O tempo 0 para a Parte 1 é o tempo
de injegdo SC do farmaco em estudo, e para a Parte 2 é o tempo de inicio da infusdo IV do farmaco em estudo.

i - Os sinais vitais precisam ser medidos apds 5 minutos de repouso em uma posi¢ao supina e incluem frequéncia cardiaca em repouso (FC) e pressao
arterial (PA). Se a coleta de amostra de sangue ou a medicao dos sinais vitais estiver agendada para o mesmo ponto no tempo que o registro de ECG, os
procedimentos precisam ser executados na seguinte ordem: sinais vitais, ECG(s), PK, coleta de sangue para analise de biomarcador exploratéria ou de
seguranga. As medigbes devem ser determinadas com um dispositivo de pressdo arterial completamente automatizado. Em todos os pontos no tempo,
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pressao arterial Unica e FC serdo medidas e registradas.

j = O monitoramento continuo de ECG com derivagao Il sera conduzido apenas na Parte 2, e precisa ser iniciado no Dia 1, a partir de 30 minutos antes
de comegar a infusdo IV e até 2 horas apods o final da infus&o. A critério do investigador, a duragdo do monitoramento cardiaco pode ser estendida.

k - ECGs com 12 derivagbées: Todos os ECGs, exceto para o ECG de triagem, serdo medidos em ftriplicata. Os individuos devem descansar por ao me-
nos 5 minutos em uma posigdo supina em um ambiente silencioso sem distragées (por exemplo, televisao, telefones celulares) e devem se abster de falar
ou mover bragos ou pernas. Os ECGs em triplicata devem ser obtidos com menos de 2 minutos de intervalo em cada ponto no tempo. Quando um ECG é
executado no mesmo ponto no tempo, no estudo, que uma amostra PK, a amostra PK deve ser tomada imediatamente apds o ECG.

Os ECGs de 12 derivagdes no Dia -1 devem ser equivalentes no tempo (nos mesmos horarios) aos ECGs de 12 deriva¢des no Dia 1 (isto é, pré-dose,
1,2,4, 8,12 e 24 horas apo6s a dose).

m - Peso corporal: A ser obtida antes da refeicdo matinal e apds a micgao nos Dias -1, 2, 3, 4 € 5 e pré-dose no Dia 1, apds a micgao. O peso corpo-
ral precisa ser medido em duplicata. Os individuos devem ser pesados em uma balanca calibrada, vestindo uma camisola sem sapatos.

n - Os procedimentos pré-dosagem devem ser obtidos dentro de 30 minutos antes da administragdo do farmaco em estudo.

0 - Para obter uma descricdo detalhada de avaliagdo de ingestdo de alimentos em 24 horas e o tempo para os questionarios de EAV, consulte o
Exemplo 21 Seg¢éo 9.3, Avaliagdes farmacodinamicas, até o Cronograma de tempo e eventos para refeicdes e questionarios de EAV.

p - Na triagem, um teste sérico para gravidez é necessario para todas as mulheres. O teste de urina para gravidez pode ser obtido em todos os outros
pontos no tempo.

q - Consulte 0 manual de laboratério para procedimentos de coleta de amostras e instrugdes de processamento.

r - Avaliagdes farmacocinéticas Todas as coletas de sangue para PK precisam ser executadas tao préximo quanto possivel do ponto no tempo agenda-
do. Quando um ECG é executado no mesmo ponto no tempo, a amostra para PK precisa ser coletada imediatamente apés a conclusdo do ECG. Para a
Parte 2 (infusdo IV), todos os pontos no tempo para coleta s&o relativos ao final da infusdo. O tempo para coleta da amostra farmacocinética pode ser
modificado (mas nenhuma amostra adicional sera coletada), se indicado pelos dados preliminares de farmacocinética provenientes das uma ou mais do-
ses anteriores.

s - O ponto no tempo 0,5 (= to (final da infus&o) s6 € aplicavel para a administragao IV na Parte 2.

t - a amostra farmacogendémica (DNA) deve ser coletada no ponto no tempo especificado mas, se necessario, pode ser coletada em um ponto no tempo
posterior sem constituir um desvio de protocolo.

u - Eventos adversos e medicamentos concomitantes serio registrados comecgando apds a assinatura do consentimento informado e até o procedi-
mento final do estudo, na visita de fim de estudo. Além disso, eventos adversos serdo consultados (usando perguntas nao diretivas) ao longo do estu-
do, nos pontos temporais especificados.

v - Consulte a Tabela 70 no Exemplo 21, Secéo 9.6.8, Reacgao local no sitio de injecdo, para obter diretrizes quanto a relatar toxicidade para reac¢des
locais no sitio de injecéo.

w - Consulte o Exemplo 21, Secdo 9.6.7, Reacdes alérgicas/hipersensibilidades em geral, para obter diretrizes quanto ao manejo de reac¢des alérgicas
e/ou de hipersensibilidade.
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1. Cronograma de tempo e eventos - ingestdo de alimentos e questionarios de EAV
a2
Fempo no relégio 21s|8(gs(g|s|8s|glgsis|8g|g|s|s|s |& |§ |8
(L] N~ N~ [l =2 o - - | N N oM < n n © [(=] N~ 0 (=2 (=2 (=2 (=2
o o o ol o - - = - = - - - - - L ol - - - -
~ . R .~ [72] [72] [72]
Horas em relagao a primeira refeicao 2 4 k] k] k]
“:',' ":',' =) =) =)
c c [= [= [=
8 s |8 = ® = @ o |o|lo |E |E |E
o
5 S 8|8 8 Eg IS |88 Eg|IS|s|s|® |w |o |o
=] o c ol = - - |0 = o fadd o - |0 - o ° ° ° b e
c |2 |E |2l |0 |wo | |00 |0 v |0 |c -
£ |E|E £ £ |£ ol |glSf (€| |€ |5 g < i o o o
- 2 % -~
w |2 |o NNO T g0 g O |® g P 5| - |« ® © ©
v ™ E E - - -
5 5 o o o
< < < < <
< o s | &
Desjejum cd.efg X
Almogo cdefg X
Lanche cd.efg X
Jantar ¢d.efg X
Questionarios de EAV para classificagdes de X XX X | X | X |X X I X X | X | X X | X | X X X X
apetite nos Dias -1 e 3"
Questionarios de EAV para classificagbes de X X X X X [ X X X X X X
apetite nos Dias 1,2,4e 5"
Questionarios de EAV para palatabilidade dos X X X X
alimentos nos Dias -1a 5

a - O tempo no reldgio pode ser ajustado + 15 minutos, se necessario.

b - O tempo 0 refere-se ao inicio do desjejum nos Dias -1, 2, 3, 4 e 5, e ao inicio da primeira refeigdo apos a dose no Dia 1.

¢ - Todos os individuos devem receber suas refeicbes ao mesmo tempo (x 15 minutos) em todos os dias. O tempo das refeigdes foi determinado de
modo a evitar sobreposi¢ao com as medi¢gées de ECG no Dia -1, e foi calculado presumindo-se que os ECGs serao conduzidos antes das 7 horas da
manha e, entéo, as 08:00, 09:00, 11:00, 15:00 e 19:00 (se a dosagem no Dia 1 ocorrer as 07:00), ou as 10:00, 11:00, 13:00, 17:00 e 21:00 (se a dosa-
gem no Dia 1 ocorrer as 09:00).

d - Desjejum, almogo, lanche e jantar devem ser idénticos nos Dias -1 e 3, e devem ser diferentes das refeicdes administradas nos outros dias.

e - Nos dias -1 e 3, os individuos devem estar visualmente isolados uns dos outros ao consumir as refei¢gdes, para evitar que sejam influenciados por ou-
tros individuos.

f - nos dias -1 e 3, cada refeigdo deve ser consumida dentro de 30 minutos e os individuos devem alertar o pessoal do estudo se a refeicado estiver
concluida antes de 30 minutos. Os horarios de inicio e conclusio da refeicdo devem ser registrados.
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g - Nos Dias -1 e 3, cada item de cada refeicdo deve ser pesado antes e depois do consumo, e a quantidade consumida deve ser registrada para sub-
sequente contagem de calorias.

h - Os questionarios de EAV para Classificacées de apetite devem ser administrados pouco antes e ao final de cada refei¢gao, a cada hora nos Dias -1 e 3,
e a cada 3 horas nos Dias 1, 2, 4 e 5. Para obter detalhes referentes a questionarios de EAV para classificagdes de apetite, consulte o Exemplo 21, Segao
9.3, Avaliagdes farmacodindmicas.

i - No Dia 1, questionarios de EAV para Classificagdes de apetite devem ser administrados comegando com a primeira refeicdo do dia (3 horas apés a
dose)

j - Os questionarios de EAV para Palatabilidade dos alimentos devem ser completados pelos individuos apés o primeiro bocado de alimento. Para obter
detalhes referentes a questionarios de EAV para Palatabilidade dos alimentos, consulte o Exemplo 21, Sec¢ao 9.3, Avaliagdes farmacodindmicas.
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1. Cronograma de tempo e eventos - periodo como paciente ambulatorial

Partes 1 e 2

Periodo do estudo

Visitas ambulatoriais?

Semana 1 2 3 4 6 8 10 12

Dias em relagédo a dose do farmaco em estudo - < - o ~ © o < 0%
o T T o p p s e €3
a a a a a a a a i @

/Avaliagoes de seguranga

Exame fisico completo X X

Exame fisico breve X X X X X X X

Temperatura corporal X X X X X X X X X

Sinais vitais (pressao arterial e frequéncia cardiaca)® X X X X X X X X X

ECG de 12 derivagbes X X X X X X X X X

/Avaliagoes farmacodinadmicas

Peso corporal X X X X | X ‘ X X X X

/Avaliagoes laboratoriais clinicas

Teste de gravidez (urina) X X X X

Hematologia, quimicad X X X X X X X X X

Painel de lipidios (Colesterol total, Triglicerideos, HDL e LDL)¢ X

Painel de coagulagaod X X X X X X X X X

Urinalised X X X X X X X X X

Biomarcadores exploratérios

Coleta de amostra de sangue para biomarcadores exploratérios® X X | ‘ X X

Procedimentos de imunogenicidade e farmacocinética
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Partes 1 e 2

Periodo do estudo Visitas ambulatoriais®

Semana 1 2 3 4 6 8 10 12

Dias em relagdo a dose do farmaco em estudo < - o o © ° < o <
r~ - N N < rs) ~ oo © %
8 © © © © 8 © © E 2
o a a a a a a a i 2

Coleta de amostra de sangue para farmacocinética (PK) ef X X X X X X X X

Coleta de amostra de sangue para anticorpos anti-farmaco (AAF)e X X X

/Avaliacoes de seguranga do paciente em andamento

Relato de eventos adversos & medicagcdes concomitantes? X X

Evento adverso (perguntas n&o diretivas)? X ‘ X ‘ X | X | X ‘ X ‘ X ‘ X | X

a - Visitas ambulatoriais: As visitas devem ser realizadas pela manh&, com o individuo em jejum durante ao menos 10 horas (de um dia para o outro)
antes dos procedimentos do estudo. Todas as tentativas razoaveis devem ser feitas para conduzir visitas ambulatoriais nos pontos no tempo agenda-
dos (isto é, dia especifico para cada visita), mas uma janela dentro de + 1 dia é permitida até a visita da Semana 4 (Dia 28) e uma janela de + 3 dias é
permitida para as visitas ambulatoriais restantes até a Semana 12 (Dia 84). Todas as visitas subsequentes precisam ser agendadas em relagao a data
da primeira dose do farmaco em estudo (Dia 1) e ndo a data da visita reagendada anterior.

b - Os sinais vitais devem ser medidos apds 5 minutos de repouso em uma posigao supina e incluem temperatura timpanica, frequéncia cardiaca em re-
pouso (FC) e pressao arterial. Se a coleta de amostra de sangue ou a medi¢ao dos sinais vitais estiver agendada para o mesmo ponto no tempo que o
registro de ECG, os procedimentos precisam ser executados na seguinte ordem: sinais vitais, ECG(s), coleta de sangue. As medi¢cdes devem ser deter-
minadas com um dispositivo de presséo arterial completamente automatizado. Em todos os pontos no tempo, pressao arterial unica e FC serdo medidas e
registradas.

c - ECGs com 12 derivacgdes: Todos os ECGs serdo medidos em triplicata. Os individuos devem descansar por ao menos 5 minutos em uma posicao
supina em um ambiente silencioso sem distra¢des (por exemplo, televisao, telefones celulares) e devem se abster de falar ou mover bragos ou pernas.
Os ECGs em ftriplicata devem ser obtidos com menos de 2 minutos de intervalo em cada ponto no tempo. Quando um ECG é executado no mesmo
ponto no tempo, no estudo, que uma amostra PK, a amostra PK deve ser tomada imediatamente apds o ECG.

d - Consulte a segao de protocolo 9.6.2, Testes laboratoriais clinicos, para obter uma lista de testes laboratoriais clinicos a serem providenciados; os
individuos precisam estar em jejum (isto €, sem alimentos ou bebidas [exceto dgua]) durante ao menos 10 horas antes que o sangue seja coletado.

e - Consulte o manual de laboratério para procedimentos de coleta de amostras e instru¢gdes de processamento.

f - Avaliagbes farmacocinéticas Todas as coletas de sangue para PK precisam ser executadas tao préximo quanto possivel do ponto no tempo agendado.
Quando um ECG é executado no mesmo ponto no tempo, a amostra para PK precisa ser coletada imediatamente apos a conclusdo do ECG. Para a Parte
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2 (infusédo 1V), todos os pontos no tempo para coleta sao relativos ao final da infusdo. O tempo para coleta da amostra farmacocinética pode ser modifica-
do (mas nenhuma amostra adicional sera coletada), se indicado pelos dados preliminares de farmacocinética provenientes das uma ou mais doses ante-
riores.

g - Eventos adversos e medicamentos concomitantes serdo registrados comeg¢ando apds a assinatura do consentimento informado e até o procedi-
mento final do estudo, na visita de fim de estudo. Além disso, eventos adversos serdo consultados (usando perguntas nao diretivas) ao longo do estu-
do, nos pontos temporais especificados.

h - A visita de fim de estudo precisa ocorrer de 7 a 10 dias apds a visita ambulatorial do Dia 84. Para individuos que sairem precocemente, a avaliagao
de fim de estudo deve ocorrer assim que possivel apds a administragcao do farmaco em estudo.
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1. INTRODUCAO
[00292] O fator de diferenciagdo de crescimento 15 (GDF15) é um

fator de proteina circulante, presente sob a forma de um dimero de 25

kDa no plasma humano. Dados publicados e internos suportam seu pa-
pel na regulacéo do equilibrio energético afetando principalmente a ener-
gia (isto é, a ingestao de alimentos).

[00293] A administracdo subcutanea (SC) de FP2 resulta em uma re-
dugao na ingestao de alimento e na subsequente perda de peso corporal
(PC) em roedores e primatas ndo humanos. Além disso, o tratamento SC
com FP2 resulta em uma homeostase de glicose melhorada e alivia a
resisténcia a insulina em camundongos obesos induzidos por dieta (DIO),
provavelmente devido a perda de peso corporal. A FP2 exerce seus efei-
tos mediante a ligagdo ao receptor GDF15 recentemente identificado,
receptor da familia GDNF similar a alfa (GFRAL), que € principalmente
expresso na area postrema do sistema nervoso central (SNC)>17:2415,
Existe a hipotese de que a FP2 diminuira a ingestdo de alimento e sub-
sequentemente causara perda de peso corporal em individuos obesos, o
que também levara a uma melhoria nas comorbidades associadas a
obesidade.

1.1. Antecedentes

1.1.1. Estudos néo clinicos

Perfil farmacoldgico

[00294] A poténcia agonista de FP2 in vitro foi avaliada com o uso
de um ensaio pAKT baseado em células, com células SK-N-AS supe-
rexpressando de maneira estavel o receptor de GFRAL humano. A
FP2 ativou o pAKT com uma concentracdo eficaz maxima (ECso) de
2,908 + 0,239 nM (N= 3)(vide Exemplo 3). O GDF15 nativo serviu co-
mo um controle de ensaio e demonstrou atividade agonista com um
ECso de 0,153 + 0,008 nM (N=3).

[00295] A FP2 foi avaliada quanto a sua capacidade para reduzir a
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ingestao de alimento em multiplas espécies. Uma unica administra-
cao SC de FP2 inibiu de forma aguda a ingestao de alimento em ca-
mundongos C57BI/6 machos (consulte o Exemplo 14) e ratos Spra-
gue-Dawley (SD) (consulte o Exemplo 15). Uma unica administragao
SC de FP2 a macacos cynomolgus com sobrepeso espontdneo e
sem tratamento prévio levou a reducado da ingestdao de alimento e
subsequente perda de peso corporal significativa em comparagao
com animais tratados com veiculo até 4 semanas apds a dosagem
(Exemplo 18).

[00296] A administragao repetida de FP2 a cada 3 dias ao longo de
um periodo de 2 semanas diminuiu a ingestdo de alimento e o peso
corporal, e melhorou a tolerancia a glicose e a sensibilidade a insulina
medidas pelo modelo homeostatico para avaliagdo da resisténcia a
insulina em camundongos DIO (consulte o Exemplo 16). Administra-
¢bes de FP2 uma vez por semana a uma coorte de macacos Cynomo-
Igus com sobrepeso espontaneo e sem tratamento prévio ao longo de
um periodo de 12 semanas resultaram em uma reducdo significativa
na ingestao de alimento e no peso corporal, em comparagdo com o
tratamento com veiculo (consulte o Exemplo 19). Foi observada a per-
da de exposi¢cao em alguns animais em pontos no tempo posteriores,
presumivelmente devido ao desenvolvimento de anticorpos antifarma-
co (AAF). Ao longo do estudo, ndo foram observados quaisquer efeitos
adversos relacionados ao tratamento.

Farmacologia de sequranca

[00297] Os pontos finais da farmacologia de seguranca (funcéo
cardiovascular [CV], respiratoria e do sistema nervoso central [SNC])
foram, de acordo com as diretrizes S6(R1) da Conferéncia Internaci-
onal sobre Harmonizacgao (ICH), avaliados como parte dos estudos
de toxicidade de dose repetida de 4 semanas para Boas praticas de

laboratério (BPL) em macacos Cynomolgus (Estudo 8372593) e ratos

Peticao 870210058179, de 28/06/2021, pag. 127/258



119/200

SD (Estudo 8371098). Além disso, um estudo de farmacologia de se-
guranca CV independente (Estudo T-2017-044) foi conduzido em
macacos Cynomolgus instrumentados por telemetria.

[00298] De modo geral, a administracéo IV e SC de FP2 até as doses
mais altas nao teve efeitos sobre os pontos finais de teste CV, a tempera-
tura corporal interna, a frequéncia respiratéria e os pontos finais de teste
neurolégicos ou comportamentais.

Toxicologia

[00299] Estudos de seguranca nao clinicos (consulte a Tabela 65)
foram conduzidos em conformidade com BPL, 21 CFR, Parte 58 e/ou
os principios da OCDE-BPL em paises que fazem parte do processo
de aceitacdo mutua de dados da Organizagdo para Cooperacédo e
Desenvolvimento Econémico (OCDE), e incluem a documentacéo
adequada. O material de teste de FP2 (lote n° CVC_PCMO01) usado
para os estudos de seguranga nao clinicos é considerado representa-
tivo do material para teste clinico.

Tabela 65: Visao geral dos estudos de toxicidade com FP2

Tipo de es- Espéciee Método de ad- Duragao Dose
tudo Cepa ministragao: (mgl/kg)
Toxicidade de Rato SD SC (biw) 4 semanas 0, 1, 10, 100

dose repetida
Toxicidade de  Macaco SC/IV(qw) 4 semanas 0,1, 10,50
dose repetida cynomolgus

Legenda: biw=duas vezes por semana; |V=intravenosa; qw=uma vez por
semana; SQ=subcutanea; SD=Sprague Dawley.

[00300] A administracédo repetida de FP2 em macacos Cynomol-
gus e ratos SD foi geralmente bem tolerada. Nado houve mortalidades
e nenhum sinal clinico evidente. Alguns achados (por exemplo, redu-
¢ao na ingestdo de alimentos e no peso corporal) sdo considerados
uma consequéncia do modo de acao pretendido e ndo sao conside-

rados efeitos adversos.
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Selecdo de espécies relevantes

[00301] Ja que a FP2 é uma proteina de fusdo totalmente recombi-
nante com dominios tanto de HSA como de GDF15 humano conecta-
dos através de um peptideo curto que consiste em aminoacidos natu-
rais, o programa de toxicologia é projetado principalmente seguindo a
diretriz S6(R1), Preclinical Safety Evaluation of Biotechnology-Derived
Pharmaceuticals (Avaliacido de seguranca pré-clinica de farmacos de-
rivados de biotecnologia).

[00302] Em termos de determinacédo de espécies animais relevan-
tes, a porcdo GDF15 de FP2 é o componente biologicamente ativo,
enquanto o componente de HSA serve principalmente, através de
sua interagdo com o receptor Fc neonatal (FcRn), para prolongar a
meia-vida e, assim, aumentar a exposi¢cao da FP2. O receptor de
GDF15 (GFRAL) e o correceptor de sinalizagcdo GFRAL (RET) foram
identificados recentemente 1724515,

[00303] A analise de homologia de sequéncia de aminoacidos in
silico do componente biologicamente ativo (GDF15), seus receptores
(GFRAL e RET), seu componente de extensdo de meia-vida (HSA) e
o receptor de albumina (FcRn) em diferentes espécies divulgou o
grau mais alto de similaridade (95-100%) entre humano e macaco
(isto €, macaco cynomolgus) e similaridade razoavelmente alta (78-
100%) entre humano e rato (Tabela 66).

Tabela 66: Homologia de sequéncia entre espécies

Porcentagem de similaridade Hu- Cyno*Porco Cao Coe- Rato** Camun-

de sequéncia para humano mano lho dongo
Componente GDF15 100 95,7 78,3 78,3 -- 95,7 95,7
ativo
Receptores GFRAL 100 100 90,9 955 955 90,9 90,9
RET 100 98,8 89,3 90,8 89,6 87,3 86,0

Extensao de Albumina 100 97,8 87,0 93,5 957 935 93,5

meia-vida FcRn(p51) 100 100 90,6 90,6 844 781 781
FcRn(b2M) 100 100 100 100 100 100 80,0

Legenda: Cyno=macaco Cynomolgus; FcRn=receptor Fc neonatal;
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GFRAL=receptor da familia GDNF similar a a; RET=correceptor de
sinalizacdo GFRAL, espécies nao roedoras e **roedoras selecionadas
para teste de toxicidade.

[00304] As analises de ligagao in vitro indicaram a ligagéo de FP2
as proteinas de fusdo GFRAL recombinantes de humano, rato e ma-
caco cynomolgus, com afinidade dentro de uma faixa de 2 vezes en-
tre humanos e macacos cynomolgus, e uma faixa de 5 vezes entre
humanos e ratos. Além disso, a analise de expressao tecidual do re-
ceptor GFRAL em diferentes espécies divulgou um padrdo de ex-
pressao comparavel (predominantemente na area postrema no cére-
bro posterior) em ratos, macacos e humanos?*.

[00305] Estudos farmacodinamicos (PD) in vivo demonstraram os
efeitos hipotetizados da PD (por exemplo, redugdo na ingestao de ali-
mentos e no peso corporal) de FP2 tanto no macaco Cynomolgus quanto
no rato.

[00306] Entretanto, estudos DE PK em dose unica também de-
monstram algumas diferencas significativas na PK entre macaco
cynomolgus (T12: aproximadamente 7 a 9 dias) e rato SD (T4/2: apro-
ximadamente 1 a 2 dias) devido a afinidade mais baixa da HSA hu-
mana ao receptor FcRn de rato, mas afinidade similar da HSA huma-
na ao FcRn de macaco Cynomolgus.

[00307] Portanto, o macaco cynomolgus € considerado a espécie
animal mais relevante/preditiva e foi selecionado como a espécie de néao
roedor para os estudos de seguranga nao clinicos que habilitam o primei-
ro em humanos (FIH). O rato foi selecionado como a espécie toxicoldgica
de roedor com algumas limitagdées no PK.

Perfil farmacocinético

[00308] O PK e a toxicocinética (TK) de FP2 foram caracterizadas

em roedores e em macacos Cynomolgus magros apos uma dose uni-

ca e apos administracédo crbénica por até 4 semanas. O tempo médio

para atingir a concentragcdo maxima (Tmax) foi estimado como sendo 1
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dia, 1 dia e 1,67 dias para camundongos, ratos e macacos cinomol-
gos, respectivamente. O clearance (~25 e 5 mL/dia/kg em roedores e
macacos, respectivamente) e a meia-vida de eliminagao (~1,5 e 7,1
dias em roedores e macacos, respectivamente) de FP2 sao significa-
tivamente diferentes entre macacos e roedores, presumivelmente de-
vido as diferencas na afinidade da HSA ao FcRn de roedor ou de ma-
caco (isto é, a HSA se liga ao FcRn de roedor em afinidade mais bai-
xa do que ao FcRn humano, enquanto a afinidade da HSA ao FcRn
de macaco € similar a dos seres humanos). Portanto, os macacos
sao considerados uma espécie mais preditiva da PK de FP2 em se-
res humanos do que os roedores. A meia-vida de eliminagao prevista
para uma pessoa de 90 kg é de aproximadamente 12 a 17 dias.
[00309] Mostrou-se que a FP2 é estavel sob a forma de um dimero
intacto ex vivo em plasma humano durante até 48 horas, e in vivo em
macacos Cynomolgus apdés a administracdo SC e IV. Antecipa-se
que o metabolismo da FP2 intacta seria através de rotas proteoliticas
padrao.

1.1.2. Estudos clinicos

[00310] Esta sera a primeira administracido de FP2 em seres huma-
nos; portanto, nenhuma experiéncia clinica esta disponivel.

Farmacocinética e imunogenicidade em seres humanos

[00311] Nenhum estudo de PK em ser humano foi conduzido com
FP2, até o momento.

Estudos de eficacia/sequranca

[00312] Nenhum estudo clinico foi conduzido com FP2 até o mo-
mento.

2. Objetivos e hipdtese

2.1 Objetivos

Parte 1: Escalonamento de doses unicas

[00313] Em individuos com sobrepeso (IMC = 25 a < 29,9 kg/m2),
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de outro modo saudaveis, apds doses SC unicas escalonadas de FP2:

Objetivos principais

[00314] Avaliar a seguranca e a tolerabilidade de FP2 administrada
por via subcutanea (SC).
Objetivos secundarios

* Avaliar a PK da FP2.

* Avaliar a imunogenicidade de FP2 em termos de poten-

cial formagcao de AAF, bem como a possivel formacgao de anticorpos
direcionados contra o GDF15 enddgeno.

* Avaliar os pontos finais de teste farmacodinamico (PD),
como peso corporal e ingestao de alimentos.

Objetivos exploratorios

* Avaliar se a administracdo de FP2 esta associada a al-
teragcdes nos pontos finais de teste PD, como classificagdes de apeti-
te, e a palatabilidade alimentar avaliada com o uso de questionarios
de escala analdgica visual (EAV).

* Avaliar se os niveis endogenos de GDF15 estdo associ-
ados aos pontos finais de teste de PD.

» Avaliar se a PK de FP2 esta associada aos pontos finais de
teste de PD.

2.1.2. Parte 2: Biodisponibilidade absoluta

[00315] Em individuos com sobrepeso (IMC = 25 a < 29,9 kg/m2),
de outro modo saudaveis, apds uma unica dose intravenosa (1V) de
FP2:

Objetivo principal

[00316] Estimar a biodisponibilidade SC absoluta de FP2 por meio

da administracdo de uma infusado IV de curto prazo de dose unica du-

rante 30 minutos (taxa constante) para individuos com idade, sexo e
peso corporal correspondentes (correspondentes aqueles individuos

participando em um dos grupos de doses SC escalonadas anteriores
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na Parte 1).

Objetivos secundarios

[00317] Avaliar a seguranga e a tolerabilidade de FP2 administrada
por IV
2.2. Hipdtese

[00318] Nenhum teste de hipdtese estatistica formal esta planejado
para este estudo, ja que o objetivo primario € seguranca e tolerabilidade.
Todas as outras analises serao exploratorias.
3. DESIGN E BASE LOGICA DO ESTUDO

Visdo geral do design do estudo

[00319] Este estudo é o primeiro em humanos (FIH) para FP2. O
estudo tem 2 partes e sera conduzido em individuos com sobrepeso,
de outro modo saudaveis, em um unico centro de estudo. A Parte 1 é
um estudo randomizado, duplo-cego, controlado por placebo para ava-
liar a seguranca, a tolerabilidade e a PK de doses SC unicas ascen-
dentes de FP2. A Parte 2 é um estudo aberto de brago unico para ava-
liar a exposicao sistémica e a PK de FP2 administrada como uma infu-
sdo IV de curto prazo em dose unica durante 30 minutos (taxa cons-
tante).

[00320] Planeja-se que um total de até aproximadamente 62 indivi-
duos com sobrepeso (IMC = 25 a < 29,9 kg/m?), de outro modo sauda-
veis, dos sexos masculino e feminino (sem potencial gravidez), partici-
pem deste estudo (Partes 1 e 2). Até aproximadamente 56 individuos
serao designados aleatoriamente na Parte 1 deste estudo, e aproxima-
damente 6 individuos seréo designados na Parte 2.

[00321] Os individuos serédo triados quanto a elegibilidade entre o
Dia -28 e o Dia -3. Os individuos qualificados serao admitidos na Uni-
dade de Pesquisa Clinica (UPC) no Dia -2 e serdo submetidos a ava-
liagbes de segurancga de linha de base. No Dia -1 e no Dia 3, os indi-

viduos serdo submetidos a uma medicdo da ingestdo de alimentos
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em 24 horas e completardo questionarios de EAV para avaliar as
classificagdes de apetite e palatabilidade alimentar. Os individuos re-
ceberdo o farmaco do estudo no Dia 1 e permanecerédo continuamen-
te domiciliados na UPC para avaliagbes de seguranca, tolerabilidade,
PK/AAF e PD até a manha do Dia 5 quando, ao completarem as ava-
liacbes do estudo, podem receber alta. Sera necessario que os indi-
viduos retornem a UPC para visitas ambulatoriais nas Semanas 1
(Dia 7), 2 (Dia 14), 3 (Dia 21), 4 (Dia 28), 6 (Dia 42), 8 (Dia 56), 10
(Dia 70), Semana 12 (Dia 84), e uma visita de fim de estudo (7 a 10
dias depois). A duragao total do estudo para cada individuo sera de
até aproximadamente 17 semanas.

[00322] Um diagrama do design do estudo é fornecido na Figura 38.

3.1.1. Parte 1: Dose unica ascendente

[00323] Até 7 grupos de dose (GDs) de individuos com sobrepeso e
de outro modo saudaveis (8 individuos por GD) serdo estudados se-
quencialmente. Dentro de cada GD, 6 individuos serdo randomizados
para FP2 e 2 individuos serdo randomizados para o placebo correspon-
dente; dessa forma, a razdo entre farmaco ativo e placebo sera de 3:1
para cada nivel de dose (consulte a Tabela 67). Quatro individuos do
sexo masculino e 4 individuos do sexo feminino (randomizados com 3
ativos para 1 placebo para cada grupo sexual) seréo inscritos no primei-
ro GD na Parte 1, onde se planeja administrar o farmaco do estudo nao
diluido (isto €, formulacao nao diluida de 50 mg/mL) para permitir a cor-
respondéncia dos individuos ao grupo de dose IV correspondente na
Parte 2 do estudo.

[00324] O esquema de escalonamento de dose planejado para FP2
€ descrito na Tabela 67, abaixo. A dose que sera administrada durante
o estudo tem por base uma abordagem de dose plana calculada para
um individuo de 80 kg, conforme especificado na coluna "FP2 (mg
SC)™":
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Tabela 67: Niveis de dose de FP2 planejados na Parte 1.

Grupo FP2 FP2 Placebo cor- Numero total de
de dose (mg SC) (mg/kg) respondente individuos por
(SC) grupo de dose

1 0,8 mg [N=6] 0,01 Placebo [N=2] N=8

2 2,5 mg [N=6] 0,03 Placebo [N=2] N=8

3 7,5 mg [N=6] 0,09 Placebo [N=2] N=8

4 15 mg [N=6] 0,18 Placebo [N=2] N=8

5 30 mg [N=6] 0,36 Placebo [N=2] N=8

6 60 mg [N=6] 0,72 Placebo [N=2] N=8

7 90 mg [N=6] 1,08 Placebo [N=2] N=8

[00325] Os tratamentos serdo duplo-cegos e randomizados em cada
nivel de dose.

[00326] Para cada nivel de dose, os individuos seréo separados em
4 subgrupos (n=até 2/subgrupo) e dosados em dias diferentes. Dois
individuos sentinela receberdao suas doses simultaneamente primeiro
(um com placebo, um com FP2) no mesmo dia, e completardo um pe-
riodo de vigilancia de seguranca de 72 horas antes que os individuos
subsequentes no GD possam ser dosados. Apds a analise dos dados
de seguranga, até 2 individuos adicionais podem ser dosados (com
intervalo de aproximadamente 2 horas) por dia até que todos os indivi-
duos tenham completado a dosagem. Havera ao menos 10 dias entre
o ultimo individuo do grupo anterior € o primeiro individuo do GD se-
guinte.

[00327] Apos cada nivel de dose concluido, a seguranca preliminar e
os dados de PK serdo analisados pelo Patrocinador e pelo Investigador
Principal (IP) para decidir sobre o proximo nivel de dose planejado. Cada
decisdo de aumento de dose sera baseada em dados cegos preliminares
de segurancga, tolerabilidade e PK coletados em todos os individuos de
um determinado GD durante ao menos 72 horas apds a dose. O numero
minimo de individuos avaliaveis (isto é, individuos que concluiram no mi-

nimo os procedimentos de estudo pos-dose de 72 horas) necessarios
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para a analise de escalonamento de dose sera N = 7 por GD.

[00328] Nenhuma dose sera administrada para a qual as exposi-
cOes séricas médias projetadas (Cmax ou AUCo.48n) de FP2 excederi-
am as exposi¢bes mais baixas sem efeitos adversos observados
(NOAEL) dos estudos de toxicologia de BPL de 1 més nas espécies
mais relevantes (isto €, macacos Cynomolgus).

3.1.2. Parte 2: Biodisponibilidade absoluta

[00329] A Parte 2 é um estudo aberto de brago unico para avaliar a

exposigao sistémica e a PK da administragdo de FP2 sob a forma de
uma infusdo IV de dose unica ao longo de 30 minutos (taxa constan-
te) para individuos saudaveis com sobrepeso (IMC = 25 a < 29,9
kg/m?) dos sexos masculino e feminino. Os dados de PK da Parte 2
serao usados para determinar a biodisponibilidade absoluta da forma
de dosagem SC de FP2.

[00330] A Parte 2 envolvera 6 individuos com sobrepeso (IMC = 25 a
< 29,9 kg/m?), de outro modo saudaveis, do sexo masculino (n=3) e do
sexo feminino (n=3). Os individuos corresponderdo quanto a sexo, idade
(x 5 anos) e peso corporal (£ 5 kg) a individuos de um grupo de dose SC
da Parte 1 (provavelmente GD 5; 30 mg, primeiro grupo de dose no qual
sera usada a formulagdo de FP2 nao diluida de 50 mg/mL). A Parte 2
pode ser iniciada antes da conclusao da Parte 1 do estudo, apds o patro-
cinador e o IP terem analisado os dados cegos preliminares de seguran-
ca e tolerabilidade provenientes dos GDs anteriores da Parte 1 do estu-
do.

[00331] Cada individuo elegivel na Parte 2 recebera uma dose IV uni-
ca de FP2 administrada como uma infusdo de curto prazo de taxa cons-
tante ao longo de 30 minutos através de um cateter permanente em uma
veia adequada do antebracgo. A dose IV para a Parte 2 sera selecionada
com base nos dados de segurancga preliminar e de PK na Parte 1. A dose

IV selecionada ndo excedera um terco de uma dose ja avaliada como
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bem tolerada na Parte 1, a fim de levar em conta as diferencas espera-
das nos niveis de exposicdo maximos na administragéo IV e, possivel-
mente, a biodisponibilidade incompleta da formulacdo SC. Para obter de-
talhes, consulte Secado 3.5, Selecdo de dose, Parte 2, do Exemplo 21.
Para monitoramento de seguranga, 1 individuo sentinela sera dosado
primeiro e completara um periodo de vigilancia de seguranga de 72 horas
antes que os individuos subsequentes possam ser dosados. Os 5 indivi-
duos restantes serdo subdivididos em subgrupos (dosados com intervalo
de ao menos 24 horas), de modo que ndo mais que 2 individuos rece-
bam doses a cada dia (com intervalo de aproximadamente 2 horas).

3.2. Base logica do design do estudo

3.2.1. Consideracoes gerais sobre o design do estudo

[00332] O estudo proposto € um teste de dose unica ascendente
(SAD), FIH, duplo-cego, randomizado, controlado por placebo em in-
dividuos adultos com sobrepeso e, de outro modo, saudaveis para
avaliar a seguranca, a tolerabilidade, a PK, a imunogenicidade e a PD
(isto €, ingestdo de alimentos, peso corporal, classificagdes de apetite
e palatabilidade alimentar) de FP2, um homodimero totalmente re-
combinante de GDF15 fundido a HSA.

[00333] O estudo foi projetado de acordo com as diretrizes regulado-
ras pertinentes (EMA Guidance EMEA/CHMP/SWP/28367/07 Rev. 1,
2017; FDA Guidance for Industry, 2005) para estudos do tipo primeiro em
humanos e outros estudos de desenvolvimento clinico precoce.

[00334] Em relagdo a seguranga sistémica antecipada, com base nos
dados nao clinicos disponiveis e nas caracteristicas farmacologicas, a
FP2 nio é considerada como sendo uma nova entidade biolégica (NBE)
de "alto risco", de acordo com os critérios delineados no documento
"Guideline on strategies to identify and mitigate risks for first-in-human
clinical trials with investigational medicinal products”, da EMA*,

[00335] Elementos importantes de design do teste, como a determi-
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nacao de uma dose de partida segura (com base em dados de nivel mi-
nimo de efeito bioldgico previsto [MABEL], dose farmacologicamente ati-
va [PAD] e NOAEL), a estratégia de escalonamento de dose e a defini-
cao dos critérios de interrupcao, satisfazem os padrdes e requisitos cien-
tificos, médicos e éticos atuais (consulte as Sec¢odes 3.3, 3.4, 3.5, 3.6 do
Exemplo 21), e sdo consistentes com os designs de outros testes de FIH
atuais investigando produtos comparaveis com obijetivos similares.
[00336] A populacédo de pacientes-alvo € bem definida e sera cui-
dadosamente selecionada com base em um conjunto abrangente de
critérios de inclusdo e exclusao aplicaveis (consulte a Secédo 4 do
Protocolo, Populacdo de individuos). Todos os individuos serdo moni-
torados com acompanhamento de seguranga regular durante 13 se-
manas apos a dose.

[00337] O estudo € projetado para, e sera conduzido em, uma
UPC dedicada sob condigdes de monitoramento médico que garan-
tem uma alta probabilidade para a detecgao precoce de eventos ad-
versos e para intervencao terapéutica adequada, se necessario.

3.2.2. Cegamento, controle, fase/periodos do estudo, grupos de trata-

mento

Parte 1

[00338] Um design de estudo randomizado, duplo-cego, controlado
por placebo permite a melhor avaliagao pratica do perfil de seguranca
e tolerabilidade de FP2, minimizando os potenciais vieses durante a
coleta de dados e a avaliagdo dos pontos finais de teste clinico. Um
controle de placebo sera usado para a Parte 1 a fim de avaliar a fre-
guéncia e a magnitude das alteragées nos pontos finais de teste clini-
co que podem ocorrer na auséncia de tratamento ativo. A randomiza-
cao sera usada para minimizar vieses na atribuicdo de individuos a
grupos de tratamento, para aumentar a probabilidade de que atributos

conhecidos e desconhecidos do individuo (por exemplo, caracteristi-
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cas demograficas e basais) sejam uniformemente equilibrados nos
grupos de tratamento.

Parte 2

[00339] A Parte 2 é um design de estudo aberto, de brago unico,
que fornecera dados de PK |V independentes de formulagdo sobre a
disposicao de FP2 que nao podem ser obtidos de outro modo, e serao
usados para estimar a biodisponibilidade absoluta (BA) da forma de
dosagem de FP2 SC.

3.2.3. Populacdo de estudo

[00340] A justificativa para a inscricao de individuos com sobrepe-
so e, de outro modo, saudaveis no estudo € conforme apresentado a
seguir:

[00341] A FP2 sera administrada pela via SC e as caracteristicas de
absorg¢ao de farmaco a partir de tecidos SC (isto €, taxa e extensao de
absorcdo) provavelmente serdo diferentes entre diferentes individuos
(por exemplo, homens vs. mulheres) e populagdes (isto €, individuos
magros vs. com sobrepeso vs. obesos). Portanto, o estudo visa determi-
nar a PK humana inicial em uma populagao relevante para permitir uma
predicdo confiavel de PK em dose repetida e selecdo de dose em uma
populacdo que estara préxima das uma ou mais populagdes-alvo, antes
de expor individuos com sobrepeso ou obesos em ensaios de duracéo
mais longa.

[00342] Os riscos a individuos com sobrepeso e, de outro modo,
saudaveis sao considerados comparaveis aos de individuos saudaveis
magros, uma vez que os critérios de avaliagdo excluirdo individuos
com condigdes clinicamente significativas conhecidas por serem mais
prevalentes em individuos com sobrepeso (por exemplo, DMT2, hiper-
tensdo);

[00343] A inscricdo de individuos com sobrepeso e de outro modo

saudaveis permite uma avaliagao preliminar da seguranca da FP2 e
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dos efeitos de PD (como ingestdo de alimento, peso corporal, classi-
ficacdes de apetite e palatabilidade alimentar) em uma populacido de
individuos que é préxima/comparavel a populacdo de estudo prevista
para ser inscrita na Fase 2.

3.2.4. Farmacocinética e farmacodinamica

[00344] O tempo e a duragdo da amostragem de PK neste estudo
sao baseados nos dados nao clinicos de PK, incluindo previsdes de
modelo alométrico. Usando estas informagdes, um cronograma fre-
quente de coleta de amostra de sangue permitira uma caracterizagao
completa do perfil de PK e fornece os dados necessarios para definir
os principais parametros de PK necessarios para suportar desenvolvi-
mento clinico adicional.

[00345] Avaliagao de vinte e quatro horas da ingestao de alimentos
(pré-dose e na Tmax projetada), e monitoramento do peso corporal ao
longo do estudo, permitirdo a avaliagédo da redugéo na ingestao de ali-
mentos (isto €, diminuicdo na ingestdo de calorias, e para possivel perda
de peso, que poderia ocorrer mediante a administracdo de FP2 em dose
unica. A concluséo frequente dos questionarios de EAV permitira uma
caracterizacdo de alteracbes no comportamento do apetite que podem
estar associadas a redugao na ingestdo de alimento e a perda de peso
corporal mediante tratamento com administracdo de dose unica de FP2.

3.2.5. Sequranca e tolerabilidade

[00346] A maior parte das descobertas registradas nos estudos de
BPL para toxicologia por 1 més em ratos e macacos com FP2 foi consi-
derada como sendo secundaria a reducao significativa da ingestdo de
alimento e as perdas de peso corporal observadas, que era a farmacolo-
gia alvo hipotetizada para essa classe de farmaco. De modo geral, a FP2
foi considerada bem tolerada nos estudos de toxicologia e ndo foram ob-
servados achados que precisariam de monitoramento especializado.

[00347] Portanto, o monitoramento de seguranca nesse estudo
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consistira em avaliagbes de seguranga padrao seriais, como sinais Vvi-
tais (frequéncia cardiaca, pressao arterial sistdlica e diastolica, tempe-
ratura corporal), testes clinicos laboratoriais padrdo (hematologia,
quimica clinica, urinalise, lipidios, coagulagao), exames fisicos, moni-
toramento de sinais emergentes do tratamento e sintomas/eventos ad-
versos [TEAES] inclusive reagdes alérgicas/hipersensibilidade e rea-
cbes locais no sitio de injecdo, e a documentacado de ECGs seriais pa-
drao de 12 derivacdes. O monitoramento continuo de ECG com deri-
vacao |l também sera conduzido na Parte 2.

3.2.6. Imunogenicidade

[00348] Como o potencial imunogénico de uma NBE faz parte de
seu perfil de seguranga geral, a imunogenicidade potencial de FP2
sera monitorada mediante quantificacao serial de AAFs, e pela tria-
gem de anticorpos que possam ser formados contra GDF15 enddge-
no.

3.2.9. Administracao IV (Parte 2)

[00349] A Parte 2 do estudo € um estudo aberto de brago unico pa-

ra avaliar a exposigcao sistémica e PK da administracdo de FP2 como
uma infusdo IV de dose unica durante 30 minutos (taxa constante) em
individuos com sobrepeso e de outro modo saudaveis, com corres-
pondéncia por idade, sexo e peso corporal a um grupo de referéncia
SC adequado (primeiro grupo de dose na Parte 1 onde o farmaco de
estudo ndo diluido sera administrado). A Parte 2 fornecera dados de
PK em |V independentes de formulacdo sobre a disposi¢cao de FP2
que nao poderiam ser obtidos de outro modo, e que serdo usados para
estimar a BA absoluta da forma de dosagem SC de FP2. Seis indivi-
duos recebendo administragdes IV de FP2 na Parte 2 sdo o numero
habitual para a estimativa de BA absoluta e para servir como um teste
de desempenho para a avaliagao de atributos de qualidade farmacéu-

tica da forma de dosagem SC.
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3.3. Base logica da selecdo de dose e do escalonamento para a Parte
1

[00350] Um modelo PK/PD de resposta indireta entre a PK de FP2

e a ingestao de alimento, integrado a uma representacao fisiolégica da

relacdo entre a ingestdo de alimento e o peso corporal (PC), foi de-
senvolvido para caracterizar simultaneamente a PK e o PD (porcenta-
gem de alteracdo na ingestdo de alimentos e no PC em comparacao
com a linha de base) de FP2 em 3 niveis de dose estudados em um
estudo de dose repetida em macacos Cynomolgus com sobrepeso
(consulte o Exemplo 19). Neste estudo, as redugdes na ingestdo de
alimentos foram maximas da semana 2 para 3, e mostraram atenua-
cao dose-dependente com tratamento sustentado, enquanto o peso
corporal declinou continuamente até a semana 4 (no grupo 1 nmol/kg)
ou na semana 7 (no grupo 10 nmol/kg) e estabilizou depois disso. Para
caracterizar essas observagdes, um novo modelo PK/PD baseado em
fisiologia foi desenvolvido para descrever as alteracdes induzidas por
tratamento tanto na ingestdo de alimentos (FI) como no peso corporal
(PC) por meio da inclusdo dos termos que descrevem as alteracdes
compensatorias na ingestdo de alimentos e o gasto energético que
ocorrem em resposta a perda de peso. A alteragcdo de PC foi descrita
como um efeito longitudinal da alteragdo na ingestao de alimentos, jun-
tamente com a alteragcéo de gasto de energia ao longo do tempo. Este
modelo PK/PD foi capaz de descrever as trajetérias de ingestdo de
alimento e PC no estudo de 12 semanas, e forneceu uma relacédo de
resposta de exposicdo para FP2 em macacos Cynomolgus com so-
brepeso. O termo de ingestdo compensatoéria de alimento dependente
de perda de peso corporal no modelo possibilita que os parametros
para o efeito do farmaco sobre a ingestdo de alimento permanegam
constantes ao longo do tempo para uma dada exposicdo. O modelo

semimecanicista desenvolvido em macacos cynomolgus possibilitou a
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modelagem translacional adicional com base nas relagbes conhecidas
entre a ingestdo de energia e as alteracbes de PC em seres humanos,
com os resultados mostrando que para uma determinada porcentagem
de reducdo na ingestdo de energia, os seres humanos tém uma maior
porcentagem de redu¢do na PC do que os de macacos Cynomolgus.
Os resultados da modelagem também suportam quantitativamente os
mecanismos de acédo de FP2 e a perda de PC é acionada principal-
mente pela reducao da ingestdo de alimento induzida por farmaco em
macacos Cynomolgus com sobrepeso. Esta abordagem de modela-
gem foi usada para determinar as doses/exposi¢des clinicas eficazes
em seres humanos.

[00351] Presumindo-se que a relacdo PK/PD de FP2, bem como os
parametros fisiologicamente relevantes e a biodisponibilidade SC sejam
transladaveis entre macacos Cynomolgus e seres humanos com sobre-
peso, espera-se que a dose SC preliminar prevista para uma vez por
semana, que se espera que confira uma redugao de 20% na ingestao
de alimento na semana 12, seja de aproximadamente 0,08 mg/kg (~0,5
nmol/kg). Com base na literatura publicada’'?>'" e nas simulagdes de
modelo, uma dose que fornece uma reducédo de 20% na ingestao de
alimentos na semana 12 apds a dosagem SC uma vez por semana po-
de corresponder a uma reducédo de peso maior que 10% apds um ano
de tratamento.

3.3.1. Justificativa da dose inicial

[00352] A dose inicial para este estudo foi selecionada de acordo
com as diretrizes®® regulamentares pertinentes a primeiros estudos em
humanos com base em toxicologia (NOAEL) e dados farmacoldgicos
(PAD).

[00353] A dose NOAEL em ratos e macacos cinomolgos para os
estudos de toxicidade de 1 més foi de 100 mg/kg para o rato e 50

mg/kg para o macaco cynomolgus. As doses equivalentes a seres hu-
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manos (HEDs) foram calculadas pela normalizagdo das doses para a
area de superficie corporal. O calculo da dose inicial maxima reco-
mendada (DIMR) usa um fator de segurancga padréo de 10 para forne-
cer uma margem de seguranga para protecdo de pacientes humanos
que recebem a dose clinica inicial.® Conforme refletido nos célculos de
razao de exposicao descritos a seguir, com o0 uso de um fator de segu-
ranca de 10, a DIMR para FP2 foi calculada como sendo 1,6 mg/kg de
PC. Para uma pessoa com um peso corporal de 80 kg, a dose de
DIMR foi calculada como sendo de 128 mg.

[00354] Com base em sua farmacologia, espera-se que a FP2 fun-
cione como GDF15 enddgena para reduzir a ingestdo de alimento, o
que resulta em perda de peso corporal. O mecanismo de acao e o
perfil de seguranca néao clinica da FP2 sugerem que a FP2 n&o satis-
faz os critérios para serem considerados um produto de alto risco.
[00355] Como os resultados do estudo de doses repetidas de ma-
cacos cynomolgus mostraram atividade farmacologica (isto é, reducao
da ingestdo de alimentos) em doses muito mais baixas, a DIMR deve
ser guiada por uma abordagem baseada em PAD. Para este propdésito,
os parametros PK humanos para FP2 foram previstos por meio de al-
teracdo de escala alométrica expoente fixa de parametros PK estima-
dos por modelo com base no peso corporal apdés uma unica dosagem
SC em macacos cynomolgus com sobrepeso.

[00356] Com base nisso, um modelo de PK/PD da FP2 foi desenvol-
vido com o uso de dados de PK e PD em 3 niveis de dose estudados em
macacos Cynomolgus, e o0 modelo previu que uma dose SC unica de
0,05 mg/kg (~0,3 nmol/kg) resultara em aproximadamente 10% de redu-
¢ao maxima da ingestao de alimento, que € considerada um limiar signi-
ficativo para indicar atividade farmacoldgica. Uma vez que o nivel previs-
to de reducéo da ingestdo de alimentos associado a 0,05 mg/kg néo é

considerado critico para a seguranca dos individuos, € ndo ha outros
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efeitos de PD criticos de seguranga conhecidos, um fator de seguranga
de 5 (em vez de um fator de seguranca padrao de 10) € aplicado a dose
estimada por modelo de 0,05 mg/kg. A escolha desse fator de seguranga
também considera a afinidade, dentro de 2 vezes, de ligag¢ao in vitro de
FP2 com proteinas de fusdo GFRAL recombinantes de macaco humano
e cynomolgus, bem como um padréo de expresséao tecidual comparavel
do receptor GFRAL em macaco € humano, e leva a um DIMR de 0,01
mg/kg. Como uma abordagem de dosagem plana para um peso corporal
de 80 kg sera usada neste estudo, a DIMR baseada em PAD foi calcula-
da como sendo 0,8 mg (0,01 mg/kg x 80 kg). Isso indica que o DIMR ba-
seado em PAD é cerca de 160 vezes menor que um DIMR baseado em
NOAEL.

[00357] Prevé-se que a DIMR baseada em PAD de 0,01 mg/kg pro-
duza uma concentragdo maxima de farmaco no soro de ~0,6 nM, que é
13 vezes mais alta que os niveis de faixa normal superior de GDF15 en-
ddgenos (isto €, ~0,046 nM ou 1,15 ng/mL)?, e 5 vezes mais baixo que o
nivel de GDF15 endégeno médio encontrado em mulheres gravidas sem
complicagdes (isto €, ~3,2 nM ou 80.000 pg/mL).?° Esse valor de concen-
tracdo, quando corrigido para a diferenga em: 1) afinidade de ligagcéo ao
receptor GFRAL humano (afinidade de ligacdo de FP2 reduzida 11 vezes
quando comparada com GDF15 enddgeno); e 2) diferengcas na poténcia
de um ensaio funcional in vitro (valores de ECsp reduzidos em ~19 vezes
para FP2 vs. GDF15 enddgeno no ensaio funcional de pAKT com o uso
de células SK-N-AS que expressam rhGFRAL), resulta na previsao de
que a concentragdo maxima prevista de FP2 em seres humanos apos
uma dose SC unica de 0,01 mg/kg esta dentro de 1,2 vezes a faixa supe-
rior normal de GDF15 enddégena em individuos magros.

[00358] Além disso, espera-se que a Cmax da dose inicial de 0,01
mg/kg seja menor que EC1o da leitura do ensaio funcional de pAKT

usando células que expressam rhGFRAL.
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3.3.2. Dose maxima

[00359] As doses NOAEL nos estudos de toxicologia de 4 semanas
em rato ou macaco cynomolgus resultaram em valores médios de Cmax
de 415 yg/mL (Dias de 1 a 4, feminino e masculino) e 1.117 pg/mL
(Dia de 22 a 29, feminino e masculino), respectivamente, e valores
médios de ASC de 883 ug-dia/mL (Dia de 1 a 4, masculino e feminino)
e 6.341 ug-dia/mL (Dias de 22 a 29, masculino e feminino), respecti-
vamente. Nao foram observadas diferengcas aparentes nas exposicoes
médias de farmaco delineadas pelo sexo (avaliadas por Cmax € ASC) e
outros parametros TK entre macacos cinomolgos machos e fémeas.
Houve uma tendéncia de que as exposi¢des a farmacos (avaliadas por
Cmax e AUCpiass 1-4 apds a primeira dose) nos ratos fémeas fossem li-
geiramente mais altas que nos ratos machos. Prevé-se que a dose
maxima de 1,08 mg/kg de PC planejada na Parte 1 produza exposi-
cbes Cmax € ASC médias que estdo aproximadamente 97 a 21 vezes
abaixo das exposi¢cdes Cmax € ASC médias, respectivamente, na dose
NOAEL no macaco cynomolgus. Conforme progrida a Parte 1 deste
estudo, os dados de PK de cada GD sequencial serdo utilizados para
simulacdes que predizem as exposi¢coes sistémicas de FP2 e adicio-
nalmente refinam essas estimativas de exposicdo. Doses subsequen-
tes podem ser ajustadas com base em uma analise dos dados emer-
gentes de seguranca, tolerabilidade e PK, mas n&do excederao a dose
maxima planejada.

[00360] O estudo de seguranga CV em macacos Cynomolgus ins-
trumentados ndo demonstrou quaisquer descobertas significativas até
a dose SC mais alta testada de 50 mg/kg e, portanto, ndo foi conside-
rado como limitando as exposigdes maximas planejadas sumarizadas
acima.

3.4. Escalonamento de dose

[00361] A faixa de dose planejada na Parte 1 permitira a caracteri-
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zacgao de doses que sado antecipadas para fornecer margens de segu-
rangca (= 10 vezes) a partir de exposicdes esperadas de doses tera-
peuticamente eficazes que seriam exploradas em estudos futuros em
individuos obesos, e levara em conta aumentos potenciais de exposi-
¢ao em populagdes especiais (por exemplo, individuos com insuficién-
cia renal e hepatica) e configuracdes (por exemplo, estudos de intera-
cao farmaco-farmaco, estudo completo de QT/QTc, etc.).

[00362] A estratégia de escalonamento de dose proposta segue o
conceito de incrementos de dose de ~3 vezes para as primeiras 2
etapas de escalonamento de dose até o 3° nivel de dose do estudo,
quando os niveis de dose precedentes mostraram ser seguros e 0s
niveis de exposicdo (Cmax € AUCo.72 horas) €xibem aproximadamente
PK linear proporcional a dose (ou aumentos de exposicdo menos que
proporcionais). Sob as mesmas disposigbes, a 3 a, a*a e a® a eta-
pas de escalonamento de dose para os niveis de dose 4, 5 e 6 con-
sistirdo em escalas de dose~ 2 vezes, enquanto todas as etapas de
escalonamento de dose subsequentes (se houver) seriam planejadas
com incrementos de dose aproximados de 50% (Tabela 3).

[00363] Apos cada nivel de dose completado, a segurancga preliminar
e os dados de PK serao analisados pelo Patrocinador e pelo IP para de-
cidir sobre o escalonamento para o proximo nivel de dose planejado. Ca-
da decisao de aumento de dose sera baseada em dados cegos de segu-
ranga preliminar, tolerabilidade e PK coletados em todos os individuos de
um determinado grupo de doses durante ao menos 72 horas apos a dose
e dados de PK preliminares obtidos durante ao menos 72 horas apos a
dose. O numero minimo de individuos avaliaveis (isto é, individuos que
concluiram no minimo os procedimentos de estudo pos-dose de 72 ho-
ras) necessarios para revisao sera N = 7 por grupo de dose. Quaisquer
informacdes clinicamente relevantes adicionais a partir de 72 horas ap6és

a dose até a reunido de revisdo sera comunicada pelo investigador na
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reunido de revisdo. Com o progresso do estudo, os dados de seguranga
cumulativos dos grupos de doses anteriores serdo regularmente analisa-
dos, bem como parte de cada decisdo de escalonamento de dose aten-
dida. As doses planejadas podem ser modificadas, se suportadas por
dados preliminares DE PK, seguranca e/ou tolerabilidade das uma ou
mais doses anteriores, e podem ser reduzidas ou repetidas, mas nao
aumentadas, a menos que uma alteragcdo substancial ao protocolo do
estudo seja emitida e submetida a Autoridade Sanitaria (AS) competente
e ao Comité de Etica Independente (CEI).

[00364] Havera ao menos 10 dias entre o ultimo individuo do grupo de
dose anterior e o primeiro individuo do GD a seguir.

[00365] As doses de NOAEL nos estudos de toxicologia de BPL de 4
semanas em ratos ou macacos cynomolgus serao usadas para guiar o
limite superior de exposicéo alvo neste estudo (para obter detalhes, con-
sulte o Exemplo 21, Sec¢éo 3.3.2).

3.5. Selecao de dose, Parte 2

[00366] A intensidade de dose para a Parte 2 sera selecionada com

base nos dados preliminares de seguranca e PK na Parte 1, e ndo ex-
cedera 1/3 de uma dose avaliada como bem tolerada na Parte 1, a fim
de fornecer uma margem de seguranga de cerca de 3 vezes se a BA da
FP2 SC em pacientes humanos com sobrepeso for substancialmente
menor que aquela determinada em macacos Cynomolgus magros (BA
absoluta mediante doses IV unicas de 1,0 mg/kg 99%). Como os valo-
res de Cmax Observados mediante a dosagem IV (50 mg/kg de PC) no
estudo DE TK de macaco cynomolgus de 4 semanas foram apenas
cerca de 2 vezes mais altos que o observado com a administragdo SC
da mesma dose, espera-se que uma reducao de 3 vezes de uma dose
SC bem tolerada fornega também margens adequadas para uma expo-
sicdo maxima segura (Cmax) esperada para uma infuséo IV de FP2 com

taxa constante ao longo de 30 minutos. Por exemplo, se a dose SC de
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30 mg administrada no Grupo de Dose 5 for considerada segura e bem
tolerada, a dose IV para a Parte 2 poderia ser selecionada com base
neste GD e seria 1/3 de 30 mg ou 10 mg. Isto sera baseado na suposi-
cado de que a BA absoluta mediante a dose SC em individuos com so-
brepeso é tao baixa quanto ~33% e, portanto, a intensidade da dose IV
de 10 mg ira assegurar que a ASC apos a administragao IV nao exce-
dera a ASC obtida apos a administracdo SC de 30 mg. Uma vez que a
BA é calculada a partir da ASC (ndo Cmax) € a suposi¢do DE BA de 33%
€ conservativa, € provavel que a intensidade da dose IV de 1/3 da dose
SC produza Cmax (isto €, final da infusdo) menor que aquela de 30 mg
SC.

3.6. Critérios de interrupcao

3.6.1. Critérios individuais de interrupcao - Parte 1

[00367] Como a Parte 1 do estudo envolve apenas uma unica ad-
ministracdo SC de FP2, critérios de parada individuais para o farmaco
de estudo (como a interrupcédo da dosagem) n&o sao aplicaveis. Entre-
tanto, um individuo randomizado nao recebera o farmaco do estudo se
ele/ela for retirado do estudo (consulte o Exemplo 21, Segéo 10.2).

3.6.2. Critérios individuais de interrupcao - Parte 2

[00368] A infusdo IV sera descontinuada em caso de EAs medica-
mente importantes, significando um risco potencial para individuos
conforme julgado pelo(s) Investigador(s). Tais EAs medicamente im-
portantes incluem - mas néo se limitam - aos seguintes achados:
[00369] O individuo tem um QT absoluto corrigido, de acordo com
a férmula de Fridericia (QTcF) de = 500 ms ou um aumento no QTcF
a partir da linha de base de >60 ms em 2 medi¢gdes sucessivas (com
intervalo de 15 minutos) apds a primeira ocorréncia.

[00370] Individuo com taquicardia definida como frequéncia cardiaca
supina em repouso >100 bpm persistindo durante ao menos 15 minutos

apos a primeira ocorréncia com base no monitoramento continuo da fre-
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quéncia cardiaca.

[00371] Individuo com bradicardia definida como frequéncia cardiaca
supina em repouso <45 bpm persistindo durante ao menos 15 minutos
apos a primeira ocorréncia com base no monitoramento continuo da fre-
quéncia cardiaca.

[00372] Individuo que desenvolveu hipertensdo definida como
pressao arterial sistdlica em repouso (SBP) acima de 180 mmHg e
persiste por ao menos 15 minutos apds a primeira ocorréncia.

[00373] O individuo experimenta um evento adverso grave ou seério e
o Investigador acredita que, por razdes de seguranga, € do melhor inte-
resse do individuo descontinuar a infusdo V.

[00374] Uma vez descontinuada por uma dessas razdes, a adminis-
tracdo do farmaco do estudo deve ser considerada definitivamente
terminada (isto é, ndo sera reiniciada novamente. Razdes para a des-
continuagao do farmaco do estudo serdo documentadas).

3.6.3. Critérios de interrupcao do estudo

[00375] A progressao do estudo (dentro de um GD ainda ndo con-
cluido ou a progresséo para um nivel de dose mais alto) sera mantida
em espera se, a qualquer momento:

- 2 individuos forem retirados do estudo (independentemen-
te do grupo ou periodo de dosagem) devido a experiéncia de qualquer
evento adverso medicamente importante ou sério (EAS) avaliado pelo
Investigador como possivelmente, provavelmente ou muito provavel-
mente relacionado ao farmaco em estudo, ou

- 1 individuo experimentar um EAS avaliado pelo Investiga-
dor como possivelmente, provavelmente ou muito provavelmente rela-
cionado ao farmaco do estudo.

[00376] Um DRC interno, independente da equipe de estudo clinico,
pode ser convocado (vide Sec¢éo 11.8). O propédsito do DRC seria ana-

lisar todos os dados de seguranca n&o cegos. Apos a conclusio dessa
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analise de segurancga detalhada, uma das recomendagbes a seguir
seria feita:

Continuar com o estudo conforme planejado (isto é, ndo ha
preocupacodes significativas sobre a seguranca).

Continuar com o estudo repetindo a dose atual em mais in-
dividuos.

Continuar com o estudo em uma dose entre a dose atual e a
proxima dose planejada, ou em uma dose entre a dose atual e a dose
inferior anterior.

Encerrar o estudo.

4. POPULACAO DE INDIVIDUOS

[00377] A triagem para individuos elegiveis sera realizada dentro

de 28 dias antes da administragcdo do farmaco do estudo.

[00378] Para ambas as Partes 1 e 2, ao menos 2 individuos de re-
serva adicionais serdo admitidos no Dia 2 do periodo com pacientes
internados e serdo submetidos a todas as avaliagbes que levam a
dosagem para assegurar que um grupo de dose completo seja ran-
domizado.

[00379] Individuos adicionais podem ser inscritos se forem neces-
sarias substituigcdes; cada individuo substituto completara todo o es-
tudo para o individuo que esta substituindo, de acordo com o crono-
grama de randomizagao (consulte a Se¢édo 5 do Protocolo, Alocagao
do farmaco em estudo e cegamento). Nenhum individuo pode partici-
par de mais de um grupo de dose ou parte deste estudo. Os indivi-
duos de reserva podem ser submetidos a nova triagem para partici-
pagao em um outro grupo de doses no estudo.

[00380] Na Parte 1, quatro homens e 4 mulheres (randomizados
como 3 ativos para 1 placebo em cada grupo de sexo) serdo inscritos
no grupo da primeira dose onde se planeja administrar o farmaco do

estudo n&o diluido (isto é, formulacdo ndo diluida de 50 mg/mL) para

Peticao 870210058179, de 28/06/2021, pag. 151/258



143/200

permitir a correspondéncia de individuos com o grupo de dose |V cor-
respondente na Parte 2 do estudo.

[00381] Os critérios de inclusdo e exclusao para inscricao de indi-
viduos neste estudo sdo descritos nas 2 subsec¢des a seguir. Se hou-
ver uma pergunta sobre os critérios de inclusdo ou exclusédo abaixo, o
Investigador consultara com o representante adequado do Patrocina-
dor e resolvera quaisquer problemas antes da inscricdo de um indivi-
duo no estudo. Renuncias nio sédo permitidas.

[00382] Para uma discussao das consideragdes estatisticas da se-
lecdo do individuo, consulte a secdo 11.2, Determinagdo do tamanho
da amostra, no Exemplo 21.

4.1. Critérios de inclusido

[00383] Cada potencial paciente atendera a todos os seguintes cri-
térios para ser admitido no estudo:

Homem ou mulher

[00384] 18 a 45 anos de idade, inclusive.

[00385] indice de massa corporal (IMC) entre 25,0 e 29,9 kg/m?

(inclusive), e peso corporal 280 kg.

[00386] Saudavel com base em exame fisico, histérico médico, si-
nais vitais, exames clinicos laboratoriais e ECG de 12 derivacdes rea-
lizado na triagem e na linha de base (Dia -2 e/ou Dia -1). Se qualquer
um dos resultados for anormal, o individuo pode ser incluido somente
se o Investigador julgar que as anormalidades ou desvios do normal
nao sao clinicamente significativos. Essa determinagao sera registrada
nos documentos originais do individuo e assinaladas com as iniciais
pelo investigador.

[00387] Cada individuo precisa assinar um termo de consentimento
informado (TCI) indicando que ele ou ela compreende os propdsitos e
procedimentos necessarios para o estudo e que estao dispostos a parti-

cipar do estudo.
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[00388] As mulheres serdo sem potencial de gravidez, definido co-
mo:

Em pds-menopausa

[00389] Um estado pds-menopausa € definido como nenhuma mens-
truacao por a0 menos 12 meses sem uma causa medica alternativa, e
um nivel de hormdnio foliculo-estimulante (FSH) na triagem na faixa pos-
menopausa (>40 UI/L ou mlU/mL). Entretanto, se o individuo tiver tido
amenorreia por menos de 12 meses, entdo 2 medi¢cdes de FSH (1 pode
vir dos registros médicos do individuo) s&o necessarias para confirmar o
estado pds-menopausa. Todas as mulheres devem ter um teste de gra-
videz por gonadotropina coribnica B-humana (hCG) sérica negativa na
triagem; e um teste de urina para gravidez negativo na admissao, no Dia
-2.

Permanentemente estéril

[00390] Os métodos de esterilizagdo permanentes incluem histe-
rectomia, salpingectomia bilateral, procedimentos de oclusao/ligacéo
bilateral das trompas e ooforectomia bilateral ou, de outro modo, ser
incapaz de engravidar, conforme documentado por registros médicos.
Todas as mulheres devem ter um teste de gravidez de hCG sérica
negativo na triagem; e um teste de urina para gravidez negativo na
admissao, no Dia -2.

[00391] Uma frequéncia cardiaca em repouso (apos o individuo estar
supino durante 5 minutos) entre 50 e 90 batimentos por minuto (bpm). Se
a frequéncia cardiaca estiver fora da faixa, até 2 avaliagdes repetidas séo
permitidas.

[00392] Pressao arterial (apds o individuo estar supino por 5 minutos)
entre 90 e 140 mmHg de sistdlica, inclusive, e nao mais que 90 mmHg de
diastdlica. Se a presséao arterial estiver fora da faixa, até 2 avaliagdes re-
petidas sao permitidas.

[00393] Os homens concordardo em usar preservativos (inclusive
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homens que tiveram vasectomias) mesmo que sua parceira esteja
gravida (isto é para assegurar que o feto ndo seja exposto ao farma-
co do estudo através de absorgao vaginal) e ndo doar esperma du-
rante o estudo e durante 3 meses apds a conclusao do estudo. Os
individuos do sexo masculino devem encorajar sua parceira do sexo
feminino a usar um método de contracepcgado eficaz (por exemplo,
contraceptivos orais de prescricdo médica, inje¢gdes contraceptivas,
dispositivo intrauterino, método de barreira dupla e adesivo contra-
ceptivo) além do preservativo usado pelo individuo do estudo mascu-
lino.

[00394] Dispostos a aderir as proibicdes e restricdes especificadas
no protocolo de estudo.

[00395] Os individuos gostardo e tipicamente comerao os itens ali-
menticios que serdo fornecidos para avaliacdo da ingestdo de alimen-
tos de 24 horas (pelo menos a entrada principal e um dos pratos late-
rais dos menus almoco e jantar), e terdo um padrao de refeicdo habi-
tual de 3 refeigbdes principais por dia (café da manha, almogo e jantar).
[00396] Assinardao um termo de consentimento informado separado
se concordarem em fornecer uma amostra de DNA opcional para
pesquisa. A recusa em dar consentimento para as uma ou mais
amostras de DNA opcional para pesquisa ndo exclui um individuo da
participacao no estudo.

4.2. Critérios de exclusao

[00397] Qualquer potencial paciente que atenda a quaisquer dos se-
guintes critérios sera excluido da participacédo no estudo:

[00398] Histdrico ou estado atual de doencga significativa ou distur-
bios médicos, incluindo (mas nao se limitando a) doenca cardiovascu-
lar (incluindo arritmias cardiacas, infarto do miocardio, acidente vascu-
lar cerebral, doenga vascular periférica), doenca endécrina ou metabo-

lica (por exemplo, diabetes, hiper/hipotiroidismo, hipertrigliceridemia
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grave [> 400 mg/dL]), doenga hematoldgica (por exemplo, doenga de
von Willebrand ou outros disturbios de sangramento), doencga respira-
téria, doenga hepatica ou gastrointestinal, doenga neuroldgica ou psi-
quiatrica, disturbios oftalmologicos (incluindo disturbios ou cataratas da
retina), doenca neoplasica, disturbio da pele, disturbio renal ou qual-
quer outra doenga que o investigador considere deve excluir o indivi-
duo ou que poderia interferir com a interpretacdo dos resultados do
estudo.

[00399] Tratamento cirurgico anterior para obesidade ou alteracbes
recentes no peso corporal (2 5%) devido a dieta, inclusive programas de
perda de peso comerciais ou tratamento farmacolégico dentro de 6 me-
ses da triagem.

[00400] Histérico de vida de qualquer disturbio alimentar ou alto
risco de disturbio alimentar (usando o Questionario sobre padrbes de
alimentacao e de peso-5 [QEWP-5]?°). Consulte a Tabela 1.

[00401] Histdérico de vida com malignidade ou histérico familiar de
suscetibilidade a malignidades definidas como o mesmo tipo de can-
cer em ao menos 2 parentes proximos (definidos como pais, irmaos,
criangas, avos, tias, tios, sobrinhos, sobrinhas) no mesmo lado da
familia, ou mais de 1 tipo de cancer em uma Unica pessoa que é um
parente proximo, ou parentes préximos que tiveram cancer em uma
idade jovem (< 50 anos de idade), ou um parente proximo com cance-
res que ocorrem em ambos dentre um par de 6rgaos (por exemplo, am-
bos os rins), ou mais de 1 cancer de infancia em irmaos, ou cancer de
mama em um parente do sexo masculino, ou cancer que ocorre em
muitas geragdes (por exemplo, avos, pai, filho) também serdo exclui-
dos.

[00402] Historico de resultados anormais ou positivos para testes
de triagem de cancer de rotina (por exemplo, antigeno prostatico es-

pecifico [PSA] para homens, esfregaco de Papanicolau [PAP] ou ma-
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mograma para mulheres).

[00403] Sindromes genéticas que predispdem ao cancer (por
exemplo, BRCA1 e BRCA2, sindrome de Lynch, sindromes de poli-
posicdes familiares, sindrome de Li-Fraumeni e sindromes de neo-
plasia enddcrina multipla).

[00404] Aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase
(ALT) excedendo o limite superior do normal (LSN) da faixa de referéncia
do laboratorio clinico na Triagem ou na admiss&o no Dia -2.

[00405] Bilirrubina total que exceda o LSN em 1,5 vezes (isto €,
1,5x LSN), para levar em conta niveis de bilirrubina ligeiramente ele-
vados em individuos com sindrome de Gilbert (hiperbilirrubinemia nao
hemolitica de baixo grau congénita indcua devido ao polimorfismo de
UGT1A1).

[00406] Hemoglobina, hematodcrito ou contagem de eritrécitos abaixo
do limite inferior do normal da faixa de referéncia do laboratério clinico na
triagem ou na admissao no Dia -2.

[00407] Glicose sanguinea em jejum anormal (isto é, > 125 mg/dL
ou > 6,9 mmol/L; plasma da matriz da amostra de sangue venoso)
e/ou hemoglobina A1c (HbA1c) (isto é, > 6,4% [Cromatografia liquida
de alta eficiéncia] ou > 42 mmol/mol Hb) na Triagem ou no Dia 2. As
medi¢des de glicose sanguinea podem ser repetidas durante o perio-
do de triagem em caso de suspeita de ndo conformidade dietaria com
o periodo de jejum de um dia para o outro necessario.

[00408] Creatinina sérica acima do LSN da faixa de referéncia do la-
boratério clinico na triagem ou na admissao no Dia -2.

[00409] Niveis de horménio estimulante da tireoide (TSH) fora dos
limites normais da faixa de referéncia do laboratério clinico na tria-
gem.

[00410] Tenha tomado quaisquer terapias nao permitidas, Terapias

pré-estudo e concomitantes, até 30 dias antes da primeira dose planeja-

Peticao 870210058179, de 28/06/2021, pag. 156/258



148/200

da do farmaco do estudo.

[00411] Histérico de abuso de farmacos ou alcool de acordo com
os critérios do Manual diagnostico e estatistico de disturbios mentais
(5a Edicado) (DSM-V) dentro de 2 anos antes da Triagem, ou resulta-
dos positivos de teste para alcool ou farmacos de abuso (incluindo
mas nao se limitando a barbituratos, opiatos, cocaina, canabindides,
anfetaminas e benzodiazepinas) na Triagem ou na admissao no Dia -
2.

[00412] Alergias, hipersensibilidade ou intolerancia conhecidas a
qualquer um dos excipientes de FP2 (consulte 1B, Sec¢ao 2.3, Informa-
¢Oes de formulagao).

[00413] Tenha doado sangue ou produtos sanguineos (aproximada-
mente 450 mL) ou tenha perdido uma quantidade significativa de sangue
dentro de 2 meses antes da primeira administracao da farmaco de estu-
do.

[00414] Tenha recebido um farmaco investigacional (incluindo va-
cinas de investigagao) ou usado um dispositivo médico investigacio-
nal invasivo dentro de um més ou dentro de um periodo menor que
10 vezes a meia-vida do farmaco, o que for mais longo, antes da pri-
meira dose planejada do farmaco do estudo.

[00415] Gravida ou lactante ou que planeje engravidar enquanto ins-
crita neste estudo ou dentro do periodo de 12 dias apds a ultima dose do
tratamento do estudo

[00416] Um homem que planeje ser pai de uma crianga enquanto
estiver admitido neste estudo ou no periodo de 12 meses apos a ul-
tima dosagem do farmaco do estudo.

[00417] Historico de antigeno de superficie da hepatite B (HBsAQ)
ou anticorpo da hepatite C (anti-HCV) positivo, ou outra doencga hepa-
tica clinicamente ativa, ou testes positivos para HBsAg ou antiHCV na

Triagem.
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[00418] Apresentar historico de anticorpo positivo contra o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) ou testes positivos para HIV na Triagem
[00419] Tenha passado por cirurgia de grande porte (ou seja, que
exige anestesia geral) em 4 semanas antes da dosagem, ou que nao
tenha se recuperado completamente da cirurgia, ou que tenha cirur-
gia programada durante o periodo em que o individuo espera partici-
par do estudo ou em 4 semanas apds a ultima dosagem de adminis-
tracdo do farmaco do estudo. Nota: Individuos com procedimentos
cirurgicos programados para serem conduzidos sob anestesia local
podem participar se forem aprovados pelo Investigador.

[00420] O individuo fuma cigarros (ou equivalente) e/ou usou pro-
dutos a base de nicotina dentro de 3 meses antes da administracao
do farmaco do estudo ou tem um teste positivo para cotinina na tria-
gem ou na admissao no Dia -2.

[00421] Bebe, em média, mais de 1.200 mL (isto &, 5 xicaras, volume
total combinado) de cha/café/cacau/cola/ bebidas cafeinadas (por exem-
plo, bebida energética) por dia.

[00422] Individuos que sejam veganos ou vegetarianos, tenham aler-
gias alimentares ou intolerancias alimentares.

[00423] Problemas psicoloégicos e/ou emocionais, que tornariam o
consentimento informado invalido ou limitariam a capacidade do indi-
viduo de cumprir os requisitos do estudo.

[00424] O individuo ndo consegue ou n&o quer ser submetido a multi-
plas venopuncdes devido a baixa tolerabilidade ou a falta de facil acesso
as veias.

[00425] Apresentar qualquer condicdo para a qual, na opinido do in-
vestigador, a participagdo nao seria do melhor interesse do individuo (por
exemplo, comprometimento do bem-estar) ou que possa impedir, limitar
ou confundir as avaliagdes especificadas no protocolo

[00426] Funcionarios do Patrocinador, do Investigador ou do cen-
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tro de estudo, com envolvimento direto no estudo proposto ou em ou-
tros estudos sob a direcdo do investigador ou centro de estudo, bem
como membros da familia dos funcionarios ou do Investigador ou Pa-
trocinador.

[00427] O individuo que viva em uma instituicdo sob ordem de um
tribunal ou autoridade.

[00428] Selecionado aleatoriamente em um grupo de doses anterio-
res deste estudo.

4.3. Proibicoes e restricoes

[00429] Adicionalmente, potenciais pacientes estardo dispostos e
serao capazes de aderir as seguintes proibicdes e restricdes durante
o curso do estudo, para serem elegiveis para a participacao:

[00430] Concordar em seguir todos os requisitos que serdo atendidos
durante o estudo, conforme observado nos critérios de inclusdo e exclu-
séo (por exemplo, requisitos contraceptivos).

[00431] Exercicio extenuante pode afetar as avaliacbes especifi-
cadas pelo estudo e os resultados laboratoriais de seguranga; por
essa razao, exercicios vigorosos (por exemplo, corrida de longa dis-
tancia de 5 km/dia, levantamento de peso, ou qualquer atividade fisi-
ca a qual o individuo nédo esteja acostumado) devem ser evitados
comecgando trés (3) dias antes da triagem, ao longo do estudo, e até
a conclusédo da visita de fim do estudo.

[00432] Os individuos seréo instruidos a evitar doar sangue duran-
te ao menos 3 meses apds o término do estudo (isto é, a visita de fim
do estudo).

[00433] Nao é permitido o consumo de alcool ou produtos contendo
alcool desde ao menos 24 horas antes da triagem e antes da admisséo
na UPC no Dia -2 até o final do periodo de internagao no Dia 5, e pelo
menos 24 horas antes de todas as outras visitas clinicas ambulatoriais.

Durante os dias restantes do estudo, o consumo de alcool deve ser limi-
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tado a uma quantidade maxima de 24 gramas por dia em homens (isto é,
0,5 L de cerveja/dia ou 0,25 L de vinho/dia ou 3 copos [2 cL por copo] de
destilado/dia) e 12 gramas por dia em mulheres (isto €, 0,25 L de cerve-
jaldia ou 0,125 L de vinho/dia ou 1,5 copos [2 cL por copo] de destila-
do/dia para mulheres).

[00434] Os individuos ndo podem consumir nenhum alimento ou
bebida contendo suco de toronja, laranja-da-terra (inclusive qualquer
geleia de laranja) ou quinina (por exemplo, agua ténica) a partir de 48
horas antes do Dia 1 até o Dia 5, o final do periodo de internagao.
[00435] Os individuos absterdo do uso de quaisquer produtos con-
tendo metilxantina (por exemplo, barras ou bebidas de chocolate, ca-
fé, chas, colas ou bebidas energéticas) a partir de 48 horas antes da
administracdo do farmaco em estudo no Dia 1 e até o Dia 5. Em ou-
tros dias entre Triagem e a visita de acompanhamento, os individuos
serao instruidos a nao beber, em média, mais de 1.200 mL de
cha/café/cacau/cola (5 xicaras, volume total combinado) por dia.
[00436] Os individuos serao instruidos a se absterem do consumo
de sementes de papoula por ao menos 72 horas antes da admisséo ao
UPC, uma vez que isso pode interferir com a triagem de farmacos.
[00437] Nao é permitido fumar cigarros (ou equivalente) e/ou usar
produtos a base de nicotina a partir de 3 meses antes da administra-
cao do farmaco em estudo até a conclusao da visita de final do estudo.
[00438] Os individuos ndo consumirdo quaisquer alimentos ou bebi-
das além daqueles fornecidos pela equipe do local de estudo durante a
fase em clinica.

[00439] Concordardo em seguir os requisitos contraceptivos, con-
forme observado nos critérios de inclusdo. Nao ha informagdes sobre o
efeito da FP2 sobre o esperma ou sua produg¢ao no corpo, nem ha in-
formacdes sobre os efeitos sobre o desenvolvimento do feto. E impor-

tante que o individuo e os parceiros do individuo ndo engravidem duran-
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te o estudo ou até 3 meses apds o estudo. Os individuos precisam in-
formar ao Investigador se seu parceiro engravidar durante o estudo ou
nos 3 meses apos o término do estudo (isto €, a visita de fim do estu-
do).

5. ALOCACAO DO FARMACO EM ESTUDO E CEGAMENTO

Parte 1

[00440] Todos os individuos que permanecerem elegiveis para

participacdo no estudo serdo randomizados antes da administracdo
do farmaco em estudo no Dia 1. Um cronograma de randomizagao
gerado por computador sera fornecido pelo Patrocinador e retido na
farmacia da UPC.

[00441] Dentro de cada GD, os individuos serdo aleatoriamente
designados para tratamento ativo (FP2) ou placebo, com base em um
cronograma de randomizacédo gerado por computador e preparado
antes do estudo pelo, ou sob a supervisdo do, Patrocinador. A ran-
domizacdo sera equilibrada com o uso de blocos aleatoriamente
permutados. Dentro de cada GD, um total de 6 individuos recebera
FP2 e 2 individuos receberdo placebo. Para o GD na Parte 1 que se-
ra correlacionado com a Parte 2, 4 mulheres e 4 homens serao inscri-
tos, com uma randomizagéo de 3:1 (3 FP2 e 1 placebo) para cada
grupo de sexo.

[00442] Para cada GD, os individuos serdo separados em 4 sub-
grupos (n=até 2/subgrupo) e dosados em dias diferentes. No Dia 1
em cada GD, o primeiro subgrupo (grupo sentinela) de 2 individuos
sera designado aleatoriamente para FP2 ou placebo em uma razao
de 1:1, e sera administrado aproximadamente ao mesmo tempo no
mesmo dia para permitir a avaliagdo de seguranca e tolerabilidade
até 72 horas. Quaisquer EAs relatados/observados nos individuos
dosados no primeiro subgrupo que possam afetar a dosagem dos in-

dividuos restantes no GD serdao comunicados ao Patrocinador antes
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da randomizacdo e dosagem de individuos adicionais. Os 6 indivi-
duos restantes (1 placebo, 5 FP2) serdo aleatoriamente atribuidos a
FP2 ou placebo em uma razdo de 5:1 (5 FP2 e 1 placebo). Apds os
individuos sentinela terem sido dosados, em cada GD, os 6 indivi-
duos restantes receberao suas doses ao longo de aproximadamente
3 dias (com intervalo de ao menos 24 horas) em grupos de 2 (dosa-
gem com intervalo de aproximadamente 2 horas).

[00443] Um farmacéutico ndo cego na UPC preparara doses indi-
viduais do farmaco em estudo do individuo de acordo com o crono-
grama de randomizacgao e ira aplicar um marcador cego antes da dis-
pensacdo e mascarar a seringa de injecdo para evitar que o cega-
mento seja acidentalmente desfeito pela cor da solugdo. A adminis-
tracdo do farmaco em estudo sera feita por pessoal do estudo nao
envolvidos em quaisquer avaliagcbes de seguranca do estudo. O In-
vestigador sera dotado de um coédigo de randomizacgao lacrado para
cada individuo, contendo detalhes codificados do farmaco em estudo.
Esses codigos lacrados serao mantidos juntos em uma area de aces-
so limitado, que é acessivel 24 horas por dia. Todos os codigos de
randomizacdo, abertos ou lacrados, serdo coletados apés o final da
participacao do individuo no estudo.

[00444] Os dados que possam potencialmente desfazer o cega-
mento quanto a atribuicdo do farmaco em estudo (isto €, concentra-
cbes séricas do farmaco em estudo, dados de anticorpos antifarmaco
contra FP2, dados de preparagao/responsabilidade do farmaco em es-
tudo, alocagao de tratamento) serdo manuseados com cuidado espe-
cial para assegurar que a integridade do cegamento seja mantida e o
potencial para viés seja minimizado. Isso pode incluir a producéao de
disposi¢cdes especiais, como segregar os dados em questdo da vista
pelos investigadores, a equipe clinica ou outros, conforme adequado,

até o momento em que a base de dados seja bloqueada e o cegamen-
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to seja desfeito. Qualquer acesso da equipe local ou do estudo aos
dados de PK sera anonimizado (isto €, apenas dados em nivel de gru-
po e/ou numeros de individuos ficticios atribuidos, se forem dados par-
ticipante individual).

[00445] Em circunstancias normais, o0 cegamento nao deve ser des-
feito até que todos os individuos tenham concluido o estudo e a base
de dados tenha sido finalizada. Caso contrario, o cegamento quanto a
um participante individual do estudo deve ser desfeito apenas se um
tratamento de emergéncia/curso de acao especifico for ditado pelo co-
nhecimento do status de tratamento do individuo. Em tais casos, o in-
vestigador poderia, em uma emergéncia, determinar a identidade do
farmaco em estudo entrando mediante a abertura do cédigo lacrado. E
recomendado que o Investigador entre em contato com o patrocinador
ou seu representante, se possivel, para discutir a situacédo especifica,
antes de desfazer o cegamento. O contato por telefone com o patroci-
nador ou seu representante estara disponivel 24 horas por dia, 7 dias
por semana. Caso o cegamento seja desfeito, o patrocinador sera in-
formado o mais rapido possivel. Data, hora e razdo para desfazer o
cegamento serdao documentadas no documento de origem.

[00446] Os individuos que tenham o cegamento de sua atribuigcdo
de farmaco em estudo desfeito devem continuar a retornar para as
avaliagbes programadas.

[00447] Em geral, os cédigos de randomizacgao serdo completamen-
te divulgados apenas quando o estudo estiver concluido e a base de
dados clinicos tiver sido travada. Entretanto, para revisdo de DRC nao
cega, os codigos de randomizagao e, se necessario, a tradugao de co-
digos de randomizag&o em grupos de tratamento e placebo sera divul-
gada aqueles autorizados.

Parte 2

[00448] Como a Parte 2 é de rétulo aberto com um unico tratamen-
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to, e todos os individuos receberdao a mesma dose |V de FP2, nenhu-
ma randomizac¢ao ou outra disposi¢ao especial € necessaria a atribui-
cao de tratamento.

[00449] Os individuos serao selecionados para corresponder a par-
ticipantes individuais do grupo de dose SC de referéncia da Parte 1 do
estudo, quanto a sexo, idade (+ 5 anos) e peso corporal (£ 5 kg).
Partes 1 e 2

[00450] Para ambas as Partes 1 e 2, e para cada GD, ao menos 2
individuos de reserva adicionais serdao admitidos no Dia -2 e serdo
submetidos a todas as avaliagbes levando a dosagem para assegurar
que um grupo de dose completo seja randomizado.

[00451] Os numeros de randomizagao serao atribuidos sequenci-
almente aos individuos elegiveis comegando com 1001 na Parte 1 e
3001 na Parte 2. Individuos adicionais podem ser inscritos como
substitutos para assegurar que, na Parte 1, ao menos 7 individuos
por grupo de dose completem no minimo os procedimentos de estudo
de 72 horas pos-dose e, na Parte 2, que 6 individuos completem os
procedimentos de estudo por um tempo equivalente a pelo menos 2
meias-vidas de FP2 (determinado com base nos dados de PK de
grupos de dose anteriores na Parte 1). Os individuos substitutos as-
sumirdo o mesmo tratamento dos individuos que estdo substituindo e
receberdo um novo numero de randomizagao que sera igual ao nu-
mero de randomizagao do individuo sendo substituido, mas o primei-
ro digito sera substituido por um ‘2’ na Parte 1 e um ‘4’ na Parte 2.
Por exemplo, o individuo 1004 sera substituido pelo individuo 2004
na Parte 1 e o individuo 3006 sera substituido pelo individuo 4006 na
Parte 2. Na Parte 2, todos os individuos receberao FP2 de maneira
aberta.

6. DOSAGEM E ADMINISTRACAO

6.1 Farmaco em estudo
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[00452] A FP2 é fornecida sob a forma de uma solucao estéril para
injecdo que sera armazenada a -40 °C e protegida da luz. A solugéo
tem aparéncia castanho-amarelada e tem uma concentracao de FP2
de 50 mg/mL em 10 mM de fosfato de sdodio, 8% de sacarose e
0,04% de polissorbato 20, a um pH de 6,5. A FP2 é fornecida conge-
lada em frascos de vidro R2 com um volume de preenchimento de
1,2 mL (Tabela 68).

[00453] O tampao de formulag¢ao usado na formulagcdo de FP2 sera
fornecido para este estudo para também ser usado como a formulagao
de placebo e como um diluente na preparacdo das doses iniciais de
FP2 SC (GD 1 a GD 4). Ela € uma solucao estéril transparente que
consiste em fosfato de sédio 10 mM, 8,0% de sacarose e 0,04 % de
polissorbato 20. O tampao de formulagao sera usado para preparar as
injecbes de placebo. O tampéo de formulagdo é fornecido congelado
em frascos de vidro R2 com um volume de preenchimento de 1,2 mL.

Tabela 68: Descricdo dos farmacos em estudo

Composto ativo: FP2

Formas de dosagem | Solucdo de 50 mg/mL para injegdo SC e in-
fusdo IV de curto prazo.

Diluente: Tampéo de formulagédo contendo 10 mM de
fosfato de sédio, 8,0% de sacarose e 0,04%
de polissorbato 20.

Concentragoes: Para as administracées SC, a formulagao
de FP2 sera reconstituida com um volume
adequado de tampéo de formulacéo para
preparar diluicbes de 0,5 mg/mL (GD 1), 5,0
mg/mL (GD 2 e GD 3) e 10,0 mg/mL (GD
4); a formulacao de 50 mg/mL n&o diluida
também sera usada (GD 5, GD 6, GD 7).
Para a administragao IV, a formulacio de
FP2 sera reconstituida com um volume
adequado de tampéo de formulacao para
preparar uma diluicdo de 10,0 mg/mL.

Placebo (Parte 2): Tampao de formulagao contendo 10 mM de
fosfato de sodio, 8,0% de sacarose e 0,04%
de polissorbato 20.

Peticao 870210058179, de 28/06/2021, pag. 165/258



157/200

[00454] Devido a diferenca de aparéncia entre o produto farmacéutico
FP2 (solucédo castanho-amarelada) e o placebo (solucéo limpida e inco-
lor), o farmacéutico ndo cego seguira as instrugdes no Manual de manu-
seio do produto medicinal investigacional (IMP) para manter o cegamento
do estudo e evitar a visualizacdo do produto pelo pessoal do estudo e
individuos na Parte 1.

[00455] Instrucdes detalhadas para preparo da dose, procedimentos
de dosagem e condi¢gdes de armazenamento do farmaco do estudo se-
rao fornecidas separadamente ao local do estudo em um documento de
orientac&o adicional.

Dosagem da parte 1:

[00456] O farmaco do estudo sera administrado pela equipe local de-
signhada, treinada e qualificada, que € independente da equipe do estudo
e nao estara envolvida em nenhum outro aspecto da conduta do estudo
clinico. Apés um jejum de um dia para o outro de ao menos 10 horas, o
farmaco do estudo (FP2 ou placebo) sera administrado usando seringas
de insulina de 1,0 mL (GD 1, GD 2 e GD 5) ou seringas de 2,0 mL (GD 3,
GD 4, GD 6 e GD 7) como uma dose SC unica (volume maximo de 2 mL)
no quadrante inferior direito do abdémen no Dia 1. Para cada grupo de
dose, os individuos serdo separados em 4 subgrupos (n= até
2/subgrupo) e dosados em dias diferentes. Dois individuos sentinela re-
ceberdo suas doses primeiro (1 placebo, 1 FP2) no mesmo dia, aproxi-
madamente no mesmo horario, e completardo um periodo de vigilancia
de seguranga de 72 horas antes que os individuos subsequentes no GD
possam receber suas doses. Apds a analise dos dados de seguranca
cegos, até 2 individuos adicionais podem receber doses por dia, de ma-
neira escalonada (com intervalo de aproximadamente 2 horas, com um
individuo recebendo a dose as ~7:00 e um individuo recebendo a dose
as ~9:00) até que todos os individuos no grupo de dosagem tenham

completado a dosagem.
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[00457] O tempo zero (0) é o tempo de inje¢cao do farmaco de estu-
do.

[00458] Todas as inje¢cdes SC serdo feitas na parede abdominal
anterior evitando a area de 2 polegadas (~ 5 cm) ao redor do umbigo.
Antes de qualquer injecao, o pessoal do local responsavel inspeciona-
ra/apalpara o local de injecdo planejado. As inje¢cdes ndo devem ser
aplicadas em uma area da parede abdominal avaliada como anormal.
[00459] Um meédico experiente e treinado em medicina de emergén-
cia, bem como equipamentos de emergéncia (inclusive medicamentos
prontos para uso para o tratamento de anafilaxia), estarao imediatamente
disponiveis na sala de administracdo, o tempo todo, durante a adminis-
tracdo do farmaco em estudo.

Dosagem da parte 2:

[00460] Uma dose unica de FP2 sera administrada como uma infusao
de taxa constante ao longo de 30 minutos com o uso de um dispositivo
de infusdo automatico (Braun Perfusor ® Compact S ou dispositivo equi-
valente) por meio de um cateter permanente em uma veia adequada do
antebraco, através de uma linha separada com o uso de um conjunto de
administragdo com um filtro. A dosagem sera realizada aproximadamen-
te na mesma hora a cada dia, mas de forma desalinhada (um individuo
por dia as ~7:00 e um individuo as ~9:00 horas da manhéa). Dois indivi-
duos sentinela receberdo suas doses primeiro, € os proximos 2 indivi-
duos receberédo suas doses ao menos 24 horas apds os dois individuos
sentinela receberem suas doses, seguidos pelos ultimos 2 individuos a
serem tratados ao menos 24 horas depois. Um individuo sentinela sera
dosado primeiro e completara um periodo de vigilancia com seguranca
de 72 horas antes que os individuos subsequentes possam ser dosados.
Os 5 individuos restantes serdo subdivididos em subgrupos (dosados
com intervalo de ao menos 24 horas), de modo que ndo mais que 2 indi-

viduos recebam doses a cada dia (com intervalo de aproximadamente 2
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horas).

[00461] O tempo zero (0) € o tempo de inicio da infusdo IV do farma-
co de estudo.

[00462] Como nenhuma comparacao de placebo € prevista para a
administracéo IV de FP2, nenhuma medida para a ocultagcao do farmaco
de estudo é necessaria.

[00463] Um meédico experiente e treinado em medicina de emergén-
cia, bem como equipamentos de emergéncia (inclusive medicamentos
prontos para uso para o tratamento de anafilaxia), estardo imediatamente
disponiveis na sala de administracdo, o tempo todo, durante a adminis-
tracado do farmaco em estudo.

[00464] Pode haver problemas técnicos, exigindo interrupgao tem-
poraria da administragdo do farmaco do estudo (por exemplo, falha
do cateter permanente e necessidade de colocacdo de um novo).
Nesse caso, a infusdo pode ser reiniciada assim que possivel, e 0
tempo de interrupgéo e a respectiva razdo devem ser documentados.
7. ADESAO AO TRATAMENTO

[00465] O farmaco do estudo sera administrado como uma injecéo

SC (Parte 1) ou como uma infusao IV (Parte 2) por pessoal qualifica-
do do local do estudo e os detalhes de cada administracao serao re-
gistrados no sistema eletrénico de coleta de dados, conforme aplica-
vel [Parte 1 SC: data da injecéo, horario de injegédo, volume da dose
injetado, sitio de injecao; Parte 2 |V: horarios de inicio e de parada da
infusdo IV e volume infundido].

8. TERAPIA ANTERIOR E CONCOMITANTE AO ESTUDO

[00466] Terapias anteriores ao estudo administradas até 30 dias an-

tes da primeira dose da farmaco de estudo serdo registradas. Ao longo
do estudo, nenhuma terapia (medicamentos com prescri¢do ou de venda
liberada, inclusive vacinas, vitaminas, suplementos minerais, suplemen-

tos nutricionais, suplementos herbais [inclusive erva de Sao Jodo, extrato
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de alho e chas herbais]) € permitida dentro dos 30 dias anteriores a pri-
meira dose planejada do farmaco em estudo e durante o estudo, exceto
paracetamol. Se for necessario que um individuo receba medicamentos
de prescricdo ou de ndo prescricao durante o estudo, um individuo pode
ser inscrito ou continuar no estudo com o acordo e a aprovacao pelo pa-
trocinador (ou designado) e pelo Investigador Principal.

[00467] Se a administragcdo de qualquer terapia concomitante se tor-
nar necessaria, ela sera relatada na secdo adequada do formulario de
relatério de caso eletrénico (eCRF). As informacgdes registradas incluirdo
uma descri¢ao do farmaco, duragdo do tratamento, regime de dosagem,
via de administracio e sua indicagao.

[00468] O uso de paracetamol é permitido até 3 dias antes de cada
administracdo do farmaco em estudo. Ao longo do estudo, um maxi-
mo de trés doses por dia de 500 mg de paracetamol, e ndo mais que
3 gramas por semana, serao permitidas para o tratamento de dor de
cabeca ou outra dor.

[00469] Terapias concomitantes serao registradas ao longo do es-
tudo comegando com o inicio da primeira dose do farmaco do estudo
até a visita de fim do estudo. Terapias concomitantes também preci-
sam ser registradas além da visita de fim do estudo, apenas em con-
junto com eventos adversos novos ou piora e eventos adversos gra-
ves que satisfacam os critérios.

9. Avaliacoes do estudo

9.1. Procedimentos do estudo

9.1.1. Viséo geral

[00470] O Cronograma de Tempo e Eventos resume a frequéncia e
o tempo de PK, imunogenicidade, PD, biomarcador exploratério, far-
macogendmica e medi¢cdes de segurancga aplicaveis a este estudo.

[00471] A temporizagao das refeicdes e dos questionarios de EAV

€ especificada no cronograma das refeigcdes e dos questionarios DE
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EAV.

[00472] Se multiplas avaliagbes estiverem agendadas para o mesmo
ponto no tempo, e/ou se uma ou mais avaliagbes estiverem agendadas
para o mesmo horario que uma refeicdo, recomenda-se que os procedi-
mentos sejam executados na seguinte sequéncia: sinais vitais, ECG, PK,
coleta de sangue, questionarios EAV para classificagbes de apetite, re-
feicdo, e questionarios EAV para palatabilidade do alimento (apds o pri-
meiro bocado de alimento). As coletas de sangue para avaliagdes de PK
devem ser mantidas tdo proximas quanto possivel do tempo especifica-
do. Quando um ECG precisa ser executado no mesmo ponto no tempo
que a PK, a amostra para PK precisa ser coletada imediatamente apds a
conclusdo do ECG. Outras medi¢des podem ser feitas mais cedo que os
pontos no tempo especificados, se necessario. A ordem de multiplas ava-
liagdes no mesmo ponto no tempo precisa ser a mesma ao longo do es-
tudo. As datas e os horarios das avaliagdes reais serao registrados na
documentacéo de origem e no formulario eCRF.

[00473] Os sinais vitais (isto €, pressao arterial [PA], frequéncia cardi-
aca [FC]) devem ser registrados do brago oposto a partir do qual as
amostras de sangue estao sendo tomadas, quando for exequivel (exceto
durante o tempo de infusao IV).

[00474] O teste de gravidez sera realizado em todas as mulheres
na triagem e ao longo do estudo. Um teste sérico de gravidez pode
ser realizado na triagem e o teste de gravidez de urina sera obtido em
todos os outros pontos no tempo no Cronograma de Tempo e Even-

tos.
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Tabela 69: Volume de sanque a ser coletado de cada individuo (parte

1 e parte 2 do estudo)

Tipo de amostra Volume apro- Numero de Volume aproxi-
ximado por amostras por mado total de
amostra (mL) individuo  sangue (mL)2

Laboratérios de seguranga

- Hematologia 3 14 42
- Quimica clinica 5 14 70
- Coagulagao 3 14 42
- Painel de lipidios 3 5 15
Quimica sérica ® 5 1 5
- Sorologia (HIV, hepatite)
- Teste de gravidez com [3- 5 1 5
hCG sérico °©
TSH 3 1 3
FSHe 3 1 3
HbA1c 3 1 3
Amostras de farmacocinética 3 20 60
Imunogenicidade 7,5 4 30
Amostras exploratorias de 3 9 27
biomarcador
Amostra de farmacogenomi- 10 1 10
cad
Total aproximado® 315

@ Calculado como o numero de amostras multiplicado pela quantidade de sangue por amos-
tra.

ba quimica sérica inclui testes de sorologia (HBsAg, anticorpo anti-HCV, anticorpos para
HIV 1 e 2) e gravidez de B-hCG sérico.

€ Apenas em individuos do sexo feminino.

dUma amostra de sangue sera coletada apenas de individuos que se consentiram forne-
cer uma amostra de DNA opcional para pesquisa.

€ Amostras repetidas ou ndo programadas podem ser coletadas por razdes de seguranga
ou problemas técnicos com as amostras. Nota: Uma canula IV permanente pode ser usa-
da para coleta de amostra de sangue. [Se for usado um obturador, a perda de sangue
devido ao descarte néo é esperada.]

[00475] Esses volumes podem ser ajustados nos manuais de labora-
torio finais desde que a quantidade maxima de sangue coletado de ca-
da individuo neste estudo ndo exceda 500 mL (permitindo alteracdes no

tamanho ou disponibilidade do tubo de coleta de sangue). Amostras de
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sangue adicionais podem ser coletadas, se necessario, para avaliagdes
adicionais de seguranca, imunogenicidade ou PK com base nos dados
emergentes, mas o volume de sangue total coletado de um individuo
durante este estudo ndo excedera a quantidade estabelecida neste pro-
tocolo do estudo sem aprovacdes anteriores do Comité de Etica Inde-
pendente (CEI) e autoridade sanitaria. Amostras repetidas ou ndo pro-
gramadas podem ser tomadas por razbes de seguranga ou por ques-
tdes técnicas com as amostras que ndo exigem aprovagao prévia de
|IEC e autoridade sanitaria.

[00476] Para cada individuo, a quantidade maxima de sangue coleta-
do neste estudo n&o excedera 500 mL. O volume total de sangue a ser
coletado de cada individuo sera de aproximadamente 315 mL.

9.1.2. Periodo de triagem (partes 1 e 2)

[00477] Potenciais pacientes serédo vistos para uma visita de tria-
gem dentro de 28 dias antes da administracdo do farmaco do estudo
no Dia 1 para determinar a elegibilidade dos individuos para participa-
cdo do estudo. Se o individuo atender aos critérios para inscricao,
ele/ela sera admitido(a) na UPC no Dia -2.

[00478] Antes da realizacao de qualquer procedimento do estudo,
o investigador (ou pessoa designada do estudo) ira rever e explicar o
TCI escrito para cada individuo. Nenhum procedimento de estudo (in-
cluindo jejum para testes laboratoriais de estudo) pode ser realizado
até que o individuo assine o TCI. Para visitas de triagem, todas as
avaliacbes relatadas pelo individuo devem ser conduzidas antes de
quaisquer testes, procedimentos ou consultas para interromper indi-
viduos que néao satisfagam nenhum desses critérios de entrada.
[00479] O Investigador (ou equipe de estudo designada) também ira
analisar e explicar o TCI escrito para amostras de pesquisa genética op-
cionais antes da amostragem de sangue para farmacogendmica.

[00480] Todos os eventos adversos, sejam graves ou nao graves,
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serao relatados a partir do momento em que um formulario de con-
sentimento informado assinado e datado é obtido até o ultimo proce-
dimento de estudo no fim da visita de estudo, e também por questio-
namento direto em pontos de tempo especificos. (Consulte o Crono-
grama de tempo e eventos.)

[00481] A retestagem de valores anormais que poderiam levar a
exclusdo so sera permitida uma vez. O novo teste pode ocorrer du-
rante uma visita ndo programada. Se quaisquer testes de triagem fo-
rem repetidos, os resultados dos testes atenderdo aos requisitos de
elegibilidade e estaréo disponiveis para revisdo do investigador antes
da admissao ao UPC (por exemplo, Dia -2).

9.1.3. Periodo de tratamento como paciente internado (partes 1 e 2)
Dias -2 e -1 (linha de base)

[00482] Os individuos qualificados serdo admitidos na UPC no Dia -2

e serao submetidos a avaliagbes de seguranca de linha de base (Dia -2)
e coleta de ECG de linha de base (tempo correlacionado aos ECGs do
Dia 1) no Dia -1 conforme especificado no Cronograma de tempo e even-
tos. No Dia -1 os individuos serdo submetidos a uma medig¢do da inges-
tdo de alimentos em 24 horas e completardo questionarios de EAV para
avaliar as classificacdes de apetite e palatabilidade alimentar.

Dia 1/ Randomizacdo e dosagem

[00483] Apods a confirmacdo de que todos os critérios de inscricdo
sao atendidos, individuos elegiveis serdo randomizados no Dia 1 logo
antes da dosagem do farmaco de estudo.

[00484] O farmaco do estudo sera administrado sob a supervisédo
do IP ou de seu designado. Consulte o Cronograma de tempo e even-
tos para obter detalhes e pontos no tempo do procedimento do estudo.
[00485] Para cada nivel de dose na Parte 1 e na Parte 2, os indivi-
duos serao separados em subgrupos e receberdo doses em dias dife-

rentes, de modo que ndo mais que 2 individuos receberdo suas doses
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por dia. Dois individuos sentinela na Parte 1 (1 placebo, 1 FP2) e 1
individuo sentinela na Parte 2 (FP2) receberdo suas doses primeiro e
completarao um periodo de vigilancia de seguranga de 72 horas, antes
que individuos subsequentes no grupo de doses possam ser dosados.
Apos a analise dos dados de seguranga, até 2 individuos adicionais
receberdo suas doses de maneira escalonada (com intervalo de apro-
ximadamente 2 horas) por dia até que todos os individuos tenham
completado a dosagem.

Dias 3 até o Dia 5

[00486] No Dia 3, a medigao da ingestao de alimentos de 24 horas e

a administracédo de questionarios EAV serao repetidas.

[00487] Os individuos permanecerao continuamente domiciliados
na UPC para avaliagbes de seguranca, tolerabilidade, PK e PD até a
manha do Dia 5 quando, ao completarem as avaliagbes do estudo,
podem receber alta.

9.1.4. Periodo ambulatorial (partes 1 e 2)

[00488] Os individuos retornardo ao UPC em jejum (ao menos 10
horas) para avaliacdes de segurancga, tolerabilidade, PK, PD e imu-
nogenicidade, conforme detalhado no Cronograma de tempo e even-
tos. A conclusdo da visita de fim do estudo constitui o final de uma
participacdo do individuo no estudo. Todas as tentativas razoaveis
devem ser feitas para conduzir visitas ambulatoriais nos pontos no
tempo agendados (isto €, dia especifico para cada visita), mas uma
janela dentro de £ 1 dia é permitida até a visita da Semana 4 (Dia 28)
e uma janela de + 3 dias € permitida para as visitas ambulatoriais res-
tantes fora da visita de fim do estudo. Todas as visitas subsequentes
precisam ser agendadas em relagdo a data da primeira dose do far-
maco em estudo (Dia 1) e ndo a data da visita reagendada anterior.

Inicio de retirada

[00489] Se um individuo se retirar do estudo por qualquer razao an-
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tes do final do periodo ambulatorial, entdo as avaliacées de fim do es-
tudo devem ser obtidas.

9.2. Farmacocinética e imunogenicidade

[00490] Amostras de sangue venoso serdo coletadas ao longo do
tempo, conforme especificado no Cronograma de tempo e eventos.
Os tempos de amostragem de PK podem ser ajustados com base nos
dados de PK preliminares provenientes de grupos de dose anteriores
(por exemplo, tempos de amostragem tardios podem ser omitidos se
as concentracdes sericas de FP2 estiverem abaixo do limite inferior
de quantificagdo [(LQI]). A data e hora reais de cada coleta de PK e
amostra de sangue de imunogenicidade (AAF) serdo registradas no
eCRF no sistema eletrénico de coleta de dados. Os individuos que
terminam prematuramente a participacao do estudo devem ter amos-
tras de avaliacao finais coletadas no momento do término.

9.2.1. Avaliacoes

[00491] As amostras coletadas para analises da concentracédo sé-
rica de FP2 e do anticorpo contra FP2 podem ser adicionalmente
usadas para avaliar aspectos de seguranca ou eficacia que abordam
preocupagdes que surgem durante ou apos o periodo do estudo, para
caracterizagédo adicional da imunogenicidade ou para a avaliagao de
biomarcadores relevantes. A confidencialidade dos individuos sera
mantida.

9.2.2. Procedimentos analiticos

Farmacocinética

[00492] As amostras séricas serdo analisadas para determinar as
concentracdes de FP2 com o uso de um método de imunoensaio va-
lidado, especifico e sensivel por ou sob a supervisdo do patrocinador.

Imunogenicidade

[00493] A deteccédo e caracterizacido de anticorpos anti-FP2 e de

anticorpo potencial para GDF15 endégeno no soro serdo realizadas
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com o uso de um método de ensaio validado por ou sob a supervisao
do patrocinador. Todas as amostras coletadas para deteccdo de AAFs
serao também avaliadas quanto a concentracao sérica de FP2 para
permitir a interpretacdo dos dados do anticorpo.

9.2.3. Parametros farmacocinéticos

[00494] Os parametros farmacocinéticos de FP2 serdo calculados
a partir dos perfis de concentracédo sérica-tempo com o uso de anali-
ses nao compartimentais. Os parametros farmacocinéticos apdés uma
administragc&o unica de FP2 incluirdo, mas n&o se limitam aos seguin-
tes:

Cmax: Concentracdo sérica maxima observada.

Tmax Tempo para atingir a concentragcédo sérica maxima observada.
ASCint Area sob a concentracdo sérica em funcéo da curva de tempo
desde o tempo zero até o infinito com extrapolagéo da fase terminal.
ASCutima: Area sob a concentragdo sérica versus a curva de tempo do
tempo zero até o tempo correspondente a ultima concentracdo quantifi-
cavel.

T2 Meia-vida de disposi¢ao terminal.

CL: Depuracao sistémica total (apenas V).

CL/F: Depuracao sistémica total aparente apds administracdo extravas-
cular (apenas SC).

Vz: Volume de distribuicdo com base na fase terminal (apenas V).
V/F: Volume aparente de distribuicdo com base na fase terminal apos
administragéao extravascular (apenas SC).

F (%): Biodisponibilidade absoluta de SC a ser calculada como a fragao
da dose administrada disponivel sistemicamente, expressa como uma
porcentagem. A biodisponibilidade absoluta é calculada utilizando-se a
seguinte equacao.

(%) = x  x9

9.2.4. Avaliacdes de imunogenicidade
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[00495] Os anticorpos Anti-FP2 serdo avaliados em amostras de
sangue coletadas de todos os individuos de acordo com o Cronogra-
ma de tempo e eventos. Adicionalmente, amostras de sangue também
devem ser coletadas na visita de fim do estudo, de individuos que se-
jam retirados do estudo. Essas amostras seréo testadas pelo Patroci-
nador ou pelo designado do Patrocinador.

[00496] As amostras de sangue serao triadas para anticorpos que se
ligam a FP2 e o titulo de amostras positivas confirmadas sera relatado.
Outras analises podem ser realizadas para caracterizar adicionalmente
a imunogenicidade de FP2.

9.3. Avaliacdes farmacodinamicas

[00497] O peso corporal sera medido em duplicata pela manh3,
antes do café da manha e depois do desjejum, conforme detalhado
no Cronograma de tempo e eventos. Os individuos serdo pesados
em uma balancga calibrada, enquanto usam uma camisola ou roupas
intimas em ambiente interno sem sapatos.

[00498] A ingestao de alimento em vinte e quatro horas sera avalia-
da no Dia -1 e no Dia 3, mediante o fornecimento de 4 refei¢cdes (café
da manha, almogo, lanche e jantar) que serédo servidas no mesmo ho-
rario em ambos os dias. As refeicdes serdo padronizadas entre os dias
(refeicdes idénticas no dia -1 e no dia 3). As refeicdes também seréo
padronizadas entre individuos de modo que a composi¢ao e o tama-
nho da por¢ao sejam iguais para todos os individuos e serdao baseadas
em preferéncias locais e diretrizes, conforme avaliado pelos dietistas
do estudo. Cada item de cada refeigcao sera pesado antes e depois do
consumo e 0s gramas consumidos de cada item alimenticio serao cal-
culados e registrados. As calorias consumidas serdao estimadas com
base nos gramas consumidos de cada item alimenticio e seu teor nu-
tricional. A alterac&o do Dia 1 para o Dia 3 em ingestao de calorias de

24 horas sera avaliada. Nos dias em que a ingestdo de alimento n&o &
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registrada (Dias -2, 1, 2, 4 e 5), toda refeigado (incluindo café da manha
e lanche) deve ser diferente das refeigdes fornecidas nos Dias -1 e 3.
[00499] Questionarios EAV para avaliar as classificagdes de apetite
(fome, tergo, nausea e plenitude) serdo administrados a cada hora du-
rante as horas de vigilia no Dia -1 e no Dia 3, a cada 3 horas durante
as horas de vigilia nos Dias 1, 2, 4 e 5 e logo antes e no final de cada
refeicdo (Dias -1 ao Dia 5). Questionarios EAV para avaliar a palatabi-
lidade dos alimentos (que podem indicar possiveis aversdes de ali-
mentos) incluirdo questdes referentes a agradabilidade do odor, sabor
e textura do alimento da refeicdo e serdao completados pelos individuos
imediatamente apos terem consumido o primeiro bocado da entrada
principal de cada refei¢do (Dias -1 ao Dia 5). Para uma descricdo deta-
Ihada dos pontos no tempo em que os questionarios de EAV serao
administrados referem-se ao cronograma de tempo e evento para in-
gestao de alimentos e perguntas de EAV.

9.6. Avaliacoes de sequranca

9.6.2. Testes laboratoriais clinicos

[00500] Serao coletadas amostras de sangue em jejum para quimica,
hematologia, coagulacao, lipidios e amostra de urina para urindlise. Os
individuos irdo jejuar de um dia para o outro ao menos 10 horas antes de
todas as coletas de amostras de laboratdrio. Para horarios de avaliacoes
laboratoriais clinicas, consulte o Cronograma de tempo e eventos. O in-
vestigador ira analisar o relatério de laboratério, documentar essa anali-
se, e registrar quaisquer alteragdes clinicamente relevantes que ocorram
durante o estudo na se¢ao de eventos adversos do eCRF. Os relatorios
do laboratorio serdo arquivados com os documentos de origem.

[00501] Os seguintes testes serado realizados pelo laboratério local:

Painel hematoldgico

-hemoglobina -contagem de plaquetas

- hemataocrito - porcentagem de reticuldcitos
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N

-Contagem de glébulos vermelhos (RBC)I

-Contagem de células branca do sangue (WBC) com diferencial

Nota: Uma avaliacdo de leucocitos pode incluir quaisquer células
anormais, que serao, entao, relatadas pelo laboratério. Uma avaliagao
de CVS pode incluir anormalidades na contagem de CVS, parametros
de CVS ou morfologia DE CVS, que serao entéo relatados pelo labora-
tério. Além disso, quaisquer outras células anormais em um esfregaco
sanguineo também serao relatadas.

Painel de coagulacio

- tempo de tromboplatina parcial ativada (aPTT) -tempo de protrombi-
na (PT)

Painel quimico

- sodio - fosfatase alcalina

- potassio - creatina fosfoquinase (CPK)

- cloreto -acido lactico desidrogenase (LDH)
- bicarbonato -acido urico

- nitrogénio de ureia sanguinea - calcio

(NUS)

- creatinina - fosfato

- glicose - albumina

- aspartato aminotransferase (AST)- proteina total
- alanina aminotransferase (ALT) - magnésio

- gama glutamiltransferase (GGT)

- bilirrubina total

- bilirrubina direta*

* Apenas se a bilirrubina total estiver elevada

Painel de lipidios

-colesterol total - lipoproteina de alta densidade (HDL)-colesterol
- triglicerideos - lipoproteina de baixa densidade (LDL)-
colesterol
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Exame de urina

Fita reagente Sedimento (se o resultado da fita for anor-
mal)

-gravidade especifica  -célula vermelha do sangue

-pH -células brancas do sangue
-glicose -células epiteliais

-proteina -cristais

-sangue -cilindros

-cetonas -bactérias

-bilirrubina

-urobilinogénio

-nitrito

-esterase de leucocitos

[00502] Se o resultado da fita for anormal, sera usada microscopia
para medir o sedimento.

[00503] No exame microscopico, observagdes além da presenca
de CBS, CVS e cilindros também podem ser relatadas pelo laboraté-
rio.

Outros testes laboratoriais

[00504] Os seguintes testes laboratoriais seréo realizados em pon-
tos no tempo indicados no Cronograma de tempo e eventos:

O Teste de Gravidez por soro e urina (B-hCG) sera condu-
zido para todas as mulheres

FSH (apenas mulheres), TSH e HbA1c

Sorologia (anticorpos para HIV 1 e 2, HBsAg e anticorpo
anti-HCV

Farmaco na urina (anfetamina, barbituratos, benzodiazepinas,
canabinoides, cocaina, opiatos, metadona) e triagem de cotinina

Teste de bafémetro

9.6.3. Eletrocardiograma
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[00505] ECGs padrao de 12 derivacdes serao coletados conforme
especificado no Cronograma de tempo e eventos. Cada ECG sera
impresso e armazenado no Arquivo Médico do Individuo no local do
estudo. Além disso, os dados de ECG serdo transferidos eletronica-
mente para um laboratério de ECG especializado (Nabios GmbH,
Munique, Alemanha) para analise centralizada de acordo com as re-
comendacgdes da ICH E14. Detalhes da metodologia de analise de
ECG, o tempo de leituras e aplicacdo e formato dos resultados para
reunides de escalonamento de dose serdo detalhados em um Manual
de ECG separado.

[00506] Os ECGs de 12 derivagdes serao capturados em ftriplicata
com menos de 2 minutos de separacao em cada ponto no tempo apos
os individuos terem estado tranquilamente em uma posig¢ao supina du-
rante ao menos 5 minutos, e abster-se de falar ou mover bragos ou per-
nas. Durante a realizacdo dos ECGs, os individuos devem estar em um
ambiente tranquilo sem distracdes (por exemplo, televisdo, telefones
celulares). Se multiplas avaliagdes estiverem agendadas para 0 mesmo
ponto no tempo, e/ou se uma ou mais avaliagdes estiverem agendadas
para o mesmo horario que uma refeicao, recomenda-se que 0s proce-
dimentos sejam executados na seguinte sequéncia: sinais vitais, ECG,
PK, coleta de sangue, questionarios EAV para classificacdes de apetite,
refeicdo, e questionarios EAV para palatabilidade do alimento (ap6s o
primeiro bocado de alimento). As coletas de sangue para avaliacbes de
PK devem ser mantidas tado proximas quanto possivel do tempo especi-
ficado. Quando um ECG precisa ser executado no mesmo ponto no
tempo que a PK, a amostra para PK precisa ser coletada imediatamente
apo6s a conclusao do ECG. Outras medi¢cdes podem ser feitas mais ce-
do que os pontos no tempo especificados, se necessario. A ordem de
multiplas avaliagdes no mesmo ponto no tempo precisa ser a mesma ao

longo do estudo.
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[00507] Os ECGs serao feitos em triplicata em cada ponto no tem-
po agendado para avaliagdes mais precisas de alteragcdo do intervalo
QTc. Os ECGs obtidos no Dia -1 devem ser correlacionados aos
ECGs obtidos no Dia 1. Em cada ponto no tempo no qual ECGs em
triplicata sao necessarios, 3 tragados de ECG individuais devem ser
obtidos o mais préximo possivel em sucessio, mas a hao mais que 2
minutos de intervalo. O conjunto completo de triplicatas deve ser con-
cluido em menos de 4 minutos.

[00508] A média das medi¢des em triplicata em cada ponto no tempo
no Dia 1 servira como valor basal compativel com o tempo de cada indi-
viduo para os parametros correspondentes no Dia 1.

[00509] Além do processo de leitura central fora do local dos
ECGs, cada ECG deve ser revisado apds a coleta por um médico
qualificado do local do estudo para resultados de possivel relevancia
clinica de seguranca (por exemplo, prolongamento do intervalo QTc).
Quaisquer achados patologicos e respectivas intervengbes meédicas
(se houver) serdao documentados no eCRF.

9.6.4. Monitoramento continuo de ECG com derivagéo |l (apenas parte
2)

[00510] O monitoramento continuo de ECG com derivacao Il sé

sera conduzido na Parte 2 no Dia 1, a partir de 30 minutos antes de
iniciar a infusdo IV e até 2 horas apds o término da infusdo. A critério
do investigador (ou designado), o monitoramento continuo de ECG
com derivacao Il pode ser estendido. Esses dados s&o para monito-
ramento visual em tempo real e qualquer anormalidade detectada pe-
lo dispositivo de monitoramento de ECG ou pelo investigador sera
impressa e retida como dados de origem. Uma medi¢cao de ECG de
12 derivagdes ndo programada também deve ser realizada assim que
possivel apdés uma anormalidade ser identificada. Quaisquer anorma-

lidades clinicamente significativas serdo registradas como eventos
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adversos.

9.6.5. Sinais vitais

[00511] As medicbes de pressao arterial e FC serdo avaliadas na
posicdo supina com um dispositivo oscilométrico completamente auto-
matizado. Técnicas manuais serdo usadas apenas se um dispositivo
automatizado nao estiver disponivel. Os sinais vitais devem ser medi-
dos com o uso do brago oposto a partir do qual amostras de sangue
estdo sendo coletadas (exceto durante o tempo de infusao V).

[00512] As medicbes de pressao sanguinea e pulso/frequéncia car-
diaca devem ser precedidas por ao menos 5 minutos de descanso em
um ambiente tranquilo sem distracdes (por exemplo, televisao, telefones
celulares). Em todos os pontos no tempo, as medi¢des Unicas de PA e
FC serdo executadas e registradas.

[00513] O mesmo método para as medicdes de temperatura corpo-
ral (isto €, timpanico) sera usado para todas as medi¢cdes para todos
os individuos ao longo de toda a duragao do estudo.

[00514] Os pontos no tempo para esses exames sao especificados no
Cronograma de tempo e eventos.

9.6.6. Exame fisico

[00515] Um exame fisico completo compreende um exame médico de
rotina incluindo: aparéncia geral, neurologico, olhos, ouvi-
do/nariz/garganta, tiroide, cardiovascular, respiratério, abdomi-
nal/gastrointestinal, hepatico, musculo-esquelético e dermatoldgico.
[00516] Um breve exame fisico inclui a avaliacdo da pele, sistema
respiratorio, sistema CV, abdémen (figado, bago) e SNC.

[00517] Os pontos no tempo para esses exames sao especificados no
Cronograma de tempo e eventos. Uma nova descoberta clinicamente
significativa (na opinido do investigador) ndo observada na triagem sera
capturada como um EA.

9.6.7. Reacoes alérgicas/hipersensibilidades gerais
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[00518] Todos os individuos serdo observados e cuidadosamente
monitorados quanto ao desenvolvimento de qualquer reacio alérgica
durante o estudo e quanto a qualquer reagcao a infusdo durante a ad-
ministragdo do farmaco do estudo IV na Parte 2.

[00519] Um médico estara imediatamente disponivel no local o tempo
todo durante a administracdo do farmaco do estudo.

[00520] Todos os individuos serdo observados cuidadosamente
quanto aos sintomas de uma reacgao de infusdo durante e apds a ad-
ministracdo IV, conforme indicado no Cronograma de tempo e even-
tos. O investigador deve usar julgamento clinico na avaliagao da inten-
sidade de quaisquer reagdes de infusédo.

[00521] Se uma reacao de infusdo for observada, um tratamento co-
mo paracetamol oral e/ou anti-histaminico oral/lV e/ou [3-agonistas inala-
dos e/ou corticosteroides IV e/ou epinefrina IV pode ser administrado,
dependendo da natureza da reagao alérgica e da gravidade dos sinto-
mas. As seguintes precaugdes devem ser aplicadas durante a adminis-
tracao IV da farmaco em estudo na Parte 2:

[00522] Antes de uma infusdo ser iniciada, os funcionarios ade-
quados, medicamentos (por exemplo, epinefrina, p-agonistas inala-
dos, anti-histaminicos e corticosteroides) e outros requisitos, como
solucdes de infusdo para tratar reacdes alérgicas, incluindo anafila-
Xia, estarao disponiveis.

[00523] Se um individuo tiver uma reacao de infusdo moderada ou
grave, a infusdo deve ser encerrada imediatamente e o individuo deve
ser tratado adequadamente de acordo com diretrizes institucionais.
[00524] Os individuos que interromperam o farmaco do estudo de-
vido a uma reacgao de infusdo serdo solicitados a retornar pelas avali-
acoes necessarias em todas as visitas programadas através da visita
de fim do estudo.

[00525] As reagdes apoOs a administracao do farmaco do estudo po-
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dem ocorrer de 1 a 21 dias apdés uma infusdo ou injecéo e a apresen-
tacdo pode ser variavel em sinais e sintomas. e nem sempre evidente
(incluindo, mas néo se limitando a, mialgia e/ou artralgia com febre
e/ou erupcdo cutdnea [que ndo representa sinais e sintomas de outras
sindromes clinicas reconhecidas], e pode ser acompanhada por outros
sintomas incluindo prurido, edema facial, mao ou labio, disfagia, urtica-
ria, dor de garganta e/ou dor de cabega). Qualquer reagao alérgica ou
hipersensibilidade deve ser registrada como um EA e o tipo de reacgao
deve ser indicado. Caso um individuo sofra uma reacéo retardada a
infusdo ou a injecdo, o individuo sera solicitado a fornecer amostras
nao programadas adicionais (urina, soro e plasma para marcadores
inflamatorios). Toda tentativa deve ser feita para coletar essas amos-
tras o mais préximo possivel do inicio dos um ou mais eventos adver-
sos sugestivos de uma reacao retardada de hipersensibilidade. Essas
amostras serdao usadas para tentar entender a etiologia dos sintomas.
No caso de uma reacgao de pele (isto é, erupcao cutanea) ter sido ob-
servada, sera solicitado ao individuo permissao para obter bidpsias de
pele, novamente para que seja usada para entender melhor a causa
da erupcao cutanea.

9.6.8. Reacéo local no sitio de injecdo (Parte 1)

[00526] O local de injegcao apds a administracdo SC do farmaco
em estudo sera avaliado quanto a reagao local no local de injegao
nos pontos de tempo indicados no Cronograma de tempo e eventos.

[00527] Qualquer reagdo adversa (por exemplo, dor, eritema e/ou
endurecimento) deve ser documentada e deve ser caracterizada con-
forme descrito em Toxicity Grading Scale for Healthy Adult and Ado-
lescent Volunteers Enrolled in Preventive Vaccine Clinical Trials’, com
base nos seguintes 4 parametros: 1) grau de dor, 2) sensibilidade, 3)
eritema/vermelhiddo, 4) endurecimento/inchago. Consulte os detalhes

na Tabela 70 abaixo.
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Tabela 70: Escala de classificacdo de toxicidade para reacoes do sitio

de infusdo e de injecao local

Reacao local Leve Moderado Grave Potencial
ao produto (Grau 1) (Grau 2) (Grau 3) ameaca a
injetavel vida
(Grau 4)
Dor Nao interfere | Uso repetido |Qualquer uso Visita a PS ou
com a ativi- |de analgésicolde analgésico| hospitaliza-
dade nao narcotico| narcético ou cao
>24 horas ou| evita a ativi-
interfere com| dade diaria
a atividade
Tenacidade | Desconforto | Desconforto | Desconforto |Visita a PS ou
moderado ao| com movi- | significativo | hospitaliza-
toque mento €em repouso cao
Erite- 25a5cm | 51a10cm >10 cm Necrose ou
ma/vermelhid dermatite es-
ao® foliativa
Endurecimen-| 2,5a5cme | 51a10cm | >10cmou - Necrose
to/inchago® | ndo interfere | ou interfere | evita a ativi-
com a ativi- | com a ativi- | dade diaria
dade dade

ER = sala de emergéncia

aEm adicdo a classificacdo da reacao local medida no maior diametro
unico, a medicdo deve ser registrada como uma variavel continua.
PEndurecimento/inchago devem ser avaliados e classificados com o
uso da escala funcional bem como da medigao real.

[00528]

como EAs com achados visuais (por exemplo, vermelhiddo, endure-

Todas as reacdes locais no sitio de injecao capturadas

cimento, edema) devem ser fotografadas juntamente com uma régua
meétrica para avaliacao posterior.

9.7. Coleta e manipulacdo de amostra

[00529]

trados no eCRF. Se as amostras de sangue forem coletadas através de

As datas e horarios reais da coleta de amostras serao regis-

uma canula permanente, uma quantidade adequada (1 mL) de fluido
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sanguineo ligeiramente maior que o volume de espag¢o morto da trava foi
removida da canula e descartada antes de cada amostra de sangue ser
coletada. Apds a coleta da amostra de sangue, a canula sera lavada com
0,9% de cloreto de sodio e carregada com um volume igual ao volume de
espago morto da trava. Se for usado um obturador, a perda de sangue
devido ao descarte néo é esperada. A lavagem com heparina nao é per-
mitida.

[00530] Consulte o Cronograma de tempo e eventos para obter os
horarios e frequéncia de todas as coletas de amostras.

[00531] Instrucdes para a coleta, manuseio, armazenamento e
transporte de amostras sdo encontradas no manual de laboratorio
que sera fornecido. A coleta, o manuseio, o armazenamento e o
transporte de amostras estardo sob as condicbes de temperatura
controlada especificadas e, onde aplicavel, conforme indicado no
manual de laboratorio.

10. CONCLUSAO/INTERRUPCAQ, PELO INDIVIDUO, DO TRATA-
MENTO DO ESTUDO/ RETIRADA DO ESTUDO

10.1. Conclusao

[00532] Um individuo sera considerado como tendo concluido o
estudo se ele ou ela tiver concluido a avaliagdo da visita de fim do
estudo.

10.2. Interrupcio do tratamento do estudo/retirada do estudo

[00533] Um individuo sera automaticamente retirado do estudo por
qualquer uma das seguintes razdes:

Perdido para acompanhamento

Retirada de consentimento

Morte
[00534] Se um individuo se retirar do estudo por qualquer razéo
antes do final do Periodo ambulatorial, entdo as avaliacdes de fim do

estudo devem ser obtidas. Se o individuo estiver disposto a retornar
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para quaisquer visitas até a visita final de visita, quaisquer informa-
¢Oes adicionais serdo coletadas e quaisquer procedimentos serdo
realizados conforme permitido.

[00535] Se um individuo for perdido para acompanhamento, todos
os esforgos razoaveis foram tomados pela equipe do local do estudo
para entrar em contato com o individuo e determinar o motivo da
descontinuagao/retirada. As medidas tomadas para dar seguimento
deviam ser documentadas.

[00536] Quando um individuo se retira antes de completar o estu-
do, a razdo para a retirada deve ser documentada no eCRF e no do-
cumento de origem. O farmaco de estudo atribuido ao individuo que
se retirou nao pode ser atribuido a um outro individuo. Individuos que
se retiram podem ser substituidos.

[00537] Se o IP ou o Patrocinador acredita (por exemplo, por razées
de seguranga ou razdes de tolerabilidade) que € no melhor interesse do
individuo descontinuar a participacédo adicional do estudo, isso é permiti-
do, mas o individuo ainda deve completar as avaliacbes do estudo atra-
vés da visita de fim do estudo.

11. METODOS ESTATISTICOS

[00538] A analise estatistica sera feita pelo patrocinador ou sob a

autoridade do patrocinador.
[00539] Nenhum teste de hipétese formal esta planejado, devido a
natureza exploratoria e descritiva do estudo.

11.1. Informacoes dos individuos

[00540] Todos os individuos que recebem ao menos uma dose parcial
do farmaco do estudo serédo incluidos nas estatisticas descritivas e anali-
ses de seguranca.

11.2. Determinacdo do tamanho de amostra

[00541] Nao ha dados de PK humana disponiveis para FP2, por-

tanto, para este estudo inicial de Fase 1 FIH, nenhum calculo de ta-
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manho de amostra formal foi realizado. O numero de individuos pla-
nejados para cada grupo de doses € consistente com tamanhos de
amostra costumeiros em estudos unicos de fase 1 de dose ascenden-
te de novos farmacos em que o objetivo primario do estudo é a segu-
rancga e tolerabilidade e um dos objetivos secundarios € avaliar o per-
fil de PK. Em cada grupo de doses, 6 individuos serdo randomizados
para FP2 e 2 individuos serdo randomizados para o placebo; dessa
forma, a razédo entre farmaco ativo do estudo e placebo sera de 3:1
dentro de cada grupo de dose. Espera-se que o numero de individuos
planejados forneca informacgdes suficientes sobre a segurancga, tole-
rabilidade e farmacocinética de FP2 para permitir a avaliagdo do po-
tencial para desenvolvimento clinico adicional. Dois individuos que
receberam placebo por grupo de dose devem ser suficientes para
permitir o julgamento de seguranca e tolerabilidade em cada nivel de
dose e, se adequado, os individuos com placebo serdo agrupados ao
término do estudo para fins de analise de dados. Se n&o for adequa-
do agrupar individuos com placebo devido a problemas como varian-
cia heterogénea, entdo métodos estatisticos alternativos podem ser
explorados (transformacgao logaritmica, etc.) de modo que todos os
dados possam ser usados na analise.

[00542] O tamanho da amostra de 6 individuos tratados com FP2
por nivel de dose é suficiente para estimar a probabilidade de um si-
nal de seguranga (por exemplo, hipersensibilidade). Presumindo-se
um risco verdadeiro de um sinal de seguranca de ~10%, 6 individuos
recebendo farmaco ativo permitem detectar pelo menos um evento
com uma probabilidade de ~47%; ao mesmo tempo em que presume
um risco de ~50%, a probabilidade de detectar pelo menos um evento
€ de aproximadamente 98%.

[00543] Para parametros farmacocinéticos, 6 individuos (3 homens;

3 mulheres) recebendo administracdes IV de FP2 na Parte 2 devem
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fornecer precisao adequada para a estimativa da biodisponibilidade ab-
soluta. Espera-se que o tamanho da amostra de 6 individuos fornega
precisdo adequada para estimar a ASC de FP2 mediante administracao
IV e sirva como um teste de desempenho para a avaliagdo de atributos
de qualidade farmacéutica da forma de dosagem SC.

11.3. Analises farmacocinéticas

[00544] Todos os individuos que recebem ao menos uma dose de
farmaco do estudo e tém ao menos uma amostra de PK e de imuno-
genicidade coletada apds a dose serao incluidos nas analises e relatos
dos dados de PK. Os individuos serédo excluidos da analise de PK se
seus dados ndo permitirem a avaliagdo precisa da PK (por exemplo,
administracdo incompleta do farmaco do estudo; informacées ausen-
tes sobre os tempos de dosagem e amostragem; dados de concentra-
¢ao nao suficientes para o calculo do parametro PK).

[00545] Estatisticas descritivas (médias, medianas, desvios-padrao e
coeficientes de variagdo) serdo usadas para sumarizar as concentragdes
séricas de FP2 em cada ponto de tempo de amostragem e também para
os parametros de PK da FP2 para cada GD. Todas as concentragdes
séricas abaixo da menor concentragcado quantificavel (ALQ) serdo imputa-
das como zero na estatistica de sumario, e todos os individuos e amos-
tras excluidos das analises de PK serdo claramente documentados. Os
parametros de PK também serdo sumarizados por GD.

[00546] Os perfis de concentracdo de FP2 sérica média e/ou medi-
ana serao plotados em relagdo ao perfil completo apdés a administra-
cdo do farmaco de estudo. Para os graficos médios, os valores de
ALQ serao ajustados para zero. Para perfis de tempo de concentracao
sérica individual, os valores de BLQ até a primeira concentracdo medi-
da serdo ajustados para zero e apos a ultima concentracdo medida
sera eliminada da analise.

[00547] A analise estatistica dos dados de PK sera realizada para
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todos os individuos que recebem ao menos uma dose de FP2. Cnax €
a ASC médias geométricas serao plotadas em fungdo da dose para
avaliar visualmente a proporcionalidade da dose. A proporcionalidade
da dose mediante administracdo SC de FP2 pode ser examinada com
0 uso de analises de regresséao linear de dados Cmax € ASC transfor-
mados em log natural (modelo de poténcia). Andlises adicionais dos
dados podem ser realizadas conforme necessario.

[00548] A biodisponibilidade absoluta para SC sera calculada co-
mo a fragdo da dose administrada disponivel sistemicamente, ex-
pressa como uma porcentagem. Para examinar a biodisponibilidade
individual, a razdo entre ASCins normalizada para dose individual a
partir da administragcdo SC versus a média geométrica da ASCinf nor-
malizada por dose a partir do grupo de administragao IV sera calcula-
da e expressa como uma porcentagem. A ASC parcial(o a 4 semanas) PO-
de ser usada em vez da ASCin, se considerada adequada. A biodis-
ponibilidade absoluta de FP2 para SC sera derivada calculando-se a
média da biodisponibilidade absoluta individual para SC descrita aci-
ma. Os intervalos de confianga de noventa e cinco por cento e plota-
gens da biodisponibilidade absoluta individual de SC podem também
ser explorados.

11.4. Analises de imunogenicidade

[00549] A incidéncia de anticorpos anti-FP2 sera sumarizada para
todos os individuos que recebem ao menos 1 dose de FP2 e tém
amostras adequadas para a detec¢do de anticorpos contra FP2 (isto
€, individuos com ao menos 1 amostra obtida apés a dosagem de
FP2).

[00550] Sera fornecida uma lista de individuos que sao positivos
para anticorpos contra FP2. Os titulos maximos de anticorpos contra
FP2 também serdo relatados para individuos que sao positivos para

anticorpos contra FP2.
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[00551] A incidéncia de anticorpos neutralizantes (NAbs) para FP2
sera sumarizada para individuos que s&o positivos para anticorpos
contra FP2 e tém amostras avaliaveis para NAbs para FP2.

11.5. Analises farmacodindmicas (peso corporal, ingestdo de alimentos)

e exploratorias

Avaliacoes de PD (EAV) e biomarcadores

[00552] As analises farmacodinamicas serdo realizadas em todos
os individuos que receberam ao menos 1 dose do farmaco de estudo
(FP2 ou placebo) e com ao menos 1 avaliagdo de PD apéds o tratamen-
to. Para cada dose, as estatisticas descritivas serdo calculadas em
cada ponto no tempo para cada ponto final de PD (por exemplo, peso,
ingestdo de alimentos) e resultados de PD exploratérios (EAV) e pa-
rametro de biomarcador. Os parametros podem ser exibidos grafica-
mente 1) para cada individuo e 2) como valores médios +/- desvio pa-
drdo (ou outras medidas de sumario adequadas) por dose vs. tempo
de amostragem planejado para cada ponto final do teste para avalia-
cao visual dos efeitos relacionados a dose. Analises estatisticas des-
critivas adicionais podem incluir alteracdo e alteragado percentual em
relacdo aos valores de linha de base (isto €, pré-dose) de biomarcado-
res farmacodinamicos e exploratérios selecionados.

[00553] Os biomarcadores farmacodinamicos e exploratérios podem
ser analisados com o uso de um modelo de efeito misto adequado para
um design de painel sequencial de dose unica ascendente. O modelo de
efeitos mistos pode incluir fatores fixos para tratamento, visita, tratamento
por interacdo de visita, linha de base e linha de base por interacdo de
visita, com um fator aleatério para o individuo. Covariantes de linha de
base podem também ser incluidas no modelo (por exemplo, idade, sexo,
peso, etc.). Se adequado, as diferencas (placebo agrupado por tratamen-
to) na alteragdo da média dos minimos quadrados a partir da linha de

base e intervalos de confianca de 90% para a diferenca nas médias po-
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dem ser obtidas usando o erro quadratico médio a partir do modelo linear
e fazendo referéncia a uma distribuigdo t. A média dos quadrados mini-
mos e os intervalos de confianga de 90% para a alteracdo dos pontos
finais de teste de PD/biomarcador a partir da linha de base (pré-dose)
podem também ser calculados pelo grupo de tratamento.

[00554] Analises exploratérias adicionais podem ser realizadas
conforme necessario. Os parametros de PD, como EAV, podem ser
sumarizados ao longo do tempo dentro de uma visita com o uso de
area sob a curva (método trapezoidal) ou média ponderada de tempo
antes da analise no modelo de efeitos mistos lineares descrito acima.

11.6. Analises farmacocinéticas/farmacodinamicas

[00555] As relacdes entre os dados de PK e PD podem ser explora-
das. Quando adequado, as concentracgdes seéricas de farmaco e as me-
di¢cdes de PD correspondentes podem ser plotadas para avaliar sua rela-
cao. Se considerado adequado, um modelo adequado pode ser aplicado
para descrever a relacédo de efeito de exposicao.

[00556] A relagdo PK/PD pode ser investigada graficamente e, se
considerada adequada, pode ser adicionalmente analisada com o uso de
um meétodo estatistico adequado. As exposigdes de PK (Cmax €/ou ASCinr)
versus as variaveis de PD (por exemplo, peso, ingestdo de alimento,
EAV) podem ser graficamente examinadas. Se a representacao grafica
da relacdo for considerada razoavel, entdo esses dados podem ser ana-
lisados estatisticamente com o uso de um modelo adequado.

[00557] As exposicbes de PK (Cmax e/ou ASCin) versus as variaveis
de segurancga (por exemplo, resposta de ECG) podem ser graficamente
exploradas. Se a representacao grafica da relagao for considerada razo-
avel, entdo esses dados podem ser analisados estatisticamente com o
uso de um modelo adequado.

11.7. Analises de sequranca

[00558] O relato dos dados de seguranca de todos os individuos
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que recebem ao menos 1 dose de FP2 ou placebo incluira a incidéncia
e o tipo de eventos adversos, juntamente com valores absolutos e alte-
racbes em: pressao arterial, frequéncia cardiaca, dados clinicos labo-
ratoriais e dados de ECG de 12 derivacdes da pré-dose para o ponto
no tempo pds-dose final.

Eventos adversos

[00559] Os termos literais usados na eCRF pelos investigadores
para identificar eventos adversos foram codificados usando-se
MedDRA conforme descrito no Exemplo 1. Os eventos adversos
emergentes do farmaco do estudo s&o eventos adversos com inicio
durante a fase de intervencédo ou que sao consequéncia de uma con-
dicao pré-existente que piora desde a linha de base. Todos os eventos
adversos relatados serao incluidos na analise. Para cada evento ad-
verso, a porcentagem de individuos que experimentou ao menos 1
ocorréncia do dado evento foi sumarizada por grupo de tratamento.
Além disso, comparagdes entre grupos de intervencido serao forneci-
das, se adequado.

[00560] Sumarios, listagens, conjuntos de dados ou narrativas de
individuos podem ser fornecidos, conforme for adequado, para aque-
les individuos que morrem, que descontinuam o farmaco do estudo
devido a um evento adverso, ou que experimentam um evento adver-
SO grave ou grave.

Testes laboratoriais clinicos

[00561] Os dados laboratoriais serao sumarizados por tipo de teste
laboratorial. As faixas de referéncia e os resultados acentuadamente
anormais (especificado no plano estatistico de analise) serdo usados
no sumario dos dados laboratoriais. As estatisticas descritivas seréo
calculadas na linha de base para valores observados e alteragdo em
relacédo a linha de base de cada ponto de tempo programado. As alte-

racdes dos resultados da linha de base serdo apresentadas em tabu-
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lagdes cruzadas pré e poés-intervengcdo (com classes para faixas
abaixo, dentro e acima do normal). Sera fornecida uma lista de indivi-
duos com quaisquer resultados laboratoriais fora das faixas de refe-
réncia. Uma listagem de individuos com quaisquer resultados labora-
toriais apreciavelmente anormais também sera fornecida.

Eletrocardiograma (ECG)

[00562] As variaveis de ECG que foram analisadas foram frequén-
cia cardiaca, intervalo PR, intervalo QRS, intervalo QT e intervalo QTc
usando-se os seguintes métodos de correc¢ao: QT corrigido, de acordo
com a férmula de Bazett (QTcB), QT corrigido, de acordo com a férmu-
la de Fridericia (QTcF)."19.14.16

[00563] As estatisticas descritivas dos intervalos QTc e as alteragbes
em relacdo a linha de base duplo-cega foram sumarizados em cada pon-
to de tempo programado. As porcentagens de individuos com intervalo
QTc>450 ms, >480 ms, ou >500 ms foram sumarizadas, assim como as
porcentagens de individuos com aumentos do intervalo QTc em relagao
a linha de base <30 ms, 30 a 60 ms, ou >60 ms.

[00564] Todas as alteragbes importantes na forma de onda de
ECG que foram as alteracdes das leituras em relacao a linha de base
foram reportadas (por exemplo, alteragdo na morfologia da onda T ou
a ocorréncia de ondas U).

[00565] A relacdo entre as concentracdes séricas em JNJ-64379090
e o ponto final de teste AAQTc primario (alteracédo corrigida do placebo
em relagcdo ao tempo de QTc basal compativel) pode ser quantificada
com o uso de uma abordagem de modelagem de efeitos mistos lineares
ou nao lineares, se aplicavel.

Sinais vitais

[00566] As estatisticas descritivas dos valores de FC e pressao ar-
terial (sistélica e diastdlica) (supina) e as altera¢des a partir da linha de

base serdo sumarizadas em cada ponto no tempo programado. As
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porcentagens de individuos com valores fora dos limites clinicamente
importantes serdo sumarizadas.

Exame fisico

[00567] As estatisticas descritivas das alteragdes a partir da linha
de base serdao sumarizadas em cada ponto no tempo programado.

11.8. Analise interina/comité de revisido de dados

[00568] Nenhuma analise interina esta planejada. Entretanto, uma
revisdo cega de dados pode ser executada pela equipe de estudo apods
cada grupo de dosagem estar completo, com o propdsito de tomar uma
decisao de escalonamento de dose.

12. RELATORIO DE EVENTOS ADVERSOS

[00569] O relato e a analise oportunos, acurados e completos das

informacdes de seguranca de estudos clinicos sdo cruciais para a
protecdo de individuos, investigadores e patrocinador, e sdo obriga-
dos por agéncias regulatérias em todo o mundo. O patrocinador esta-
beleceu Procedimentos Padrao de Operacdo em conformidade com
requisitos normativos em todo o mundo para assegurar o relato ade-
quado de informacdes de segurancga; todos os estudos clinicos con-
duzidos pelo patrocinador ou suas afiliadas serdo conduzidos de
acordo com esses procedimentos.

Método para deteccdo de eventos adversos e eventos adversos sérios

[00570] Deve-se tomar cuidado para nao introduzir viés ao detec-
tar EAs ou EASs. Questionamento verbal aberto e ndo condutivo ao
individuo € o método preferencial para questionar sobre a ocorréncia
de eventos adversos.

Eventos adversos solicitados

[00571] Os EAs solicitados sao eventos locais e sistémicos prede-
finidos para os quais o individuo & especificamente questionado. Nes-
te estudo, as reagdes no local da injecdo (como dor ou comich&o) se-

rdo solicitadas conforme especificado no Cronograma de Tempo e
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Eventos.

Eventos adversos ndo solicitados

[00572] EAs nao solicitados séo todos os eventos adversos relatados
espontaneamente (isto €, para os quais o individuo nao € especificamen-
te questionado).

12.1. Definicoes

12.1.1. Definicoes e classificacoes de eventos adversos

Evento adverso

[00573] Um evento adverso € qualquer ocorréncia médica desfavo-
ravel em um estudo clinico individuo administrado um produto medi-
cinal (investigacional ou ndo investigacional). Um evento adverso nao
tem necessariamente uma relagcdo causal com o tratamento. Um
evento adverso pode, portanto, ser qualquer sinal desfavoravel e nao
intencional (incluindo um achado anormal), sintoma, ou doenca tem-
poralmente associada ao uso de produto medicinal (investigacional
ou nao investigacional), quer sejam ou nao relacionados aquele pro-
duto medicinal (investigacional ou nao investigacional). (Definicdo pe-
la Conferéncia Internacional sobre Harmonizagéao [ICH]).

[00574] Isto inclui qualquer ocorréncia que seja nova no inicio ou
agravada em gravidade ou frequéncia em relagdo a condi¢gdo basal, ou
resultados anormais de procedimentos diagnosticos, incluindo anormali-
dades de testes laboratoriais.

[00575] O patrocinador coleta eventos adversos comeg¢ando com a
assinatura do TCI.

Eventos adversos sérios

[00576] Um evento adverso sério baseado no ICH e nas diretrizes
Guidelines on Pharmacovigilance for Medicinal Products for Human
Use da EU (unido europeia) € qualquer ocorréncia meédica desfavora-
vel que em qualquer dose:

Resulta em morte
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Ameaca a vida

(O individuo estava em risco de morte no momento do
evento. Isso nao refere-se a um evento que hipoteticamente poderia
ter causado morte se fosse mais grave).

Exige internagao hospitalar ou prolongamento de hospitaliza-
cao existente

Resulta em deficiéncia/incapacidade persistente ou signifi-
cativa

E uma anomalia congénita/defeito de nascimento

E uma suspeita de transmissdo de qualquer agente infec-
cioso através de um produto medicinal

E medicamente importante*

*Julgamento médico e cientifico deve ser exercido na deciséo

do fato de se o relato acelerado € também adequado em outras situa-
cbes, como eventos meédicos importantes que podem nao ser imediata-
mente ameacadores da vida ou resultam em morte ou hospitalizacao,
mas que podem por em perigo o individuo ou podem precisar de inter-
vengao para evitar um dos outros resultados mencionados na definigao
acima. Estes devem normalmente ser considerado graves.
[00577] Se um evento adverso sério e inesperado ocorreu para o
qual a evidéncia sugere uma relacao causal entre o farmaco de estudo
e o evento (por exemplo, morte por anafilaxia), o evento foi reportado
como uma reacgao adversa suspeita, séria e inesperada, mesmo se foi
um componente do desfecho do estudo (por exemplo, mortalidade de
todas as causas).

Evento adverso ndo listado (inesperado)/informacoes de seguranca de

referéncia
[00578] Um evento adverso é considerado n&o incluido na lista se
a natureza ou gravidade nao é consistente com as informacdes apli-

caveis de referéncia sobre a seguranca do produto. Para FP2, a ex-
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pectativa de um evento adverso sera determinada se ele esta listado
ou nao na procura do Investigador.

Evento adverso associado ao uso da intervencao

[00579] Um evento adverso é considerado associado ao uso da in-
tervencao se a atribuicao for possivel, provavel, ou muito provavel pe-
las definicbes mencionadas na Secéo 12.1.2, Definicbes de atribuicio.
[00580] Nenhum estudo clinico foi conduzido com FP2, portanto,
nenhum dado esta disponivel sobre os efeitos de FP2 em seres hu-
manos.

12.1.2. Definicoes de atribuicdo

N&o relacionado

[00581] Um evento adverso que nao estava relacionado com o uso
do farmaco.

Duvidoso

[00582] Um evento adverso para o qual uma explicacao alternativa &
mais provavel, por exemplo um ou mais farmacos concomitantes, doen-
gas concomitantes, ou a relagdo no tempo sugere que uma relagao cau-
sal é improvavel.

Possivel

[00583] Um evento adverso que possa dever-se ao uso do farma-
co. Uma explicagao alternativa, por exemplo, farmacos concomitan-
tes, doengas concomitantes, é inconclusiva. A relacao no tempo é
razoavel; portanto, a relacdo causal ndo pode ser excluida.

Provavel

[00584] Um evento adverso que possa dever-se ao uso do farma-
co. A relagdo no tempo é sugestiva (por exemplo, confirmada pela
suspensao do farmaco ("dechallenge")). Uma explicacao alternativa é
menos provavel, por exemplo, um ou mais farmacos concomitantes,
uma ou mais doencgas concomitantes.

Muito provavel
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[00585] Um evento adverso que € mencionado como uma reagao
adversa possivel e ndao pode ser razoavelmente explicado por uma
explicacao alternativa, por exemplo, um ou mais farmacos concomi-
tantes, uma ou mais doengas concomitantes. A relacdo em tempo é
muito sugestiva (por exemplo, confirmada pela suspensao e reintro-
ducao do farmaco ("dechallenge" e "rechallenge").

Critérios de gravidade

[00586] Uma avaliagdo do grau de gravidade foi feita usando-se os
seguintes descritores categoricos:

Leve: Consciéncia de sintomas que s&o facilmente tolera-
dos, causando desconforto minimo e ndo interferindo com as ativida-
des diarias.

Moderado: Suficiente desconforto esta presente para causar
interferéncia com a atividade normal.

Grave: Sofrimento extremo, causando significante compro-
metimento funcional ou incapacitagdo. Impedimento de atividades diarias
normais.

[00587] O investigador precisa usar julgamento clinico na avalia-
¢ao da gravidade dos eventos n&do diretamente experimentados pelo
individuo (por exemplo, alteragdes laboratoriais).

12.1. Relato de situacoes especiais

[00588] Eventos de segurancga de interesse sobre uma intervengao do
patrocinador no estudo que podem exigir relato/comunicagdo imediato
e/ou avaliagao de seguranca incluem, mas nao se limitam a:

Sobredosagem de uma intervencao de estudo do patroci-
nador

Suspeita de abuso/uso indevido de uma intervencao de estu-
do do patrocinador

Exposicao acidental ou ocupacional a uma intervencao de es-

tudo do patrocinador
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Erro de medicacdo envolvendo um produto do patrocina-

dor (com ou sem exposicdo do individuo/paciente a intervencao de
estudo do patrocinador, por exemplo, confusdo de nome)
[00589] O relato de situagbes especiais precisa ser registrado no
eCRF. Qualquer relato de situagbes especiais que atendam aos critérios
de um evento adverso seério precisa ser registrado na pagina de eventos
adversos sérios do eCRF.

12.3. Procedimentos

12.3.1. Todos os eventos adversos

[00590] Todos os eventos adversos e relatos de situagdes especi-
ais, sérios ou nao sérios, serao reportados a partir do momento em
qgue seja obtido um TCI assinado e datado até a concluséo do ultimo
procedimento relacionado com o estudo do individuo (que pode inclu-
ir o contato para acompanhamento de segurancga). Eventos adversos
sérios, incluindo aqueles relatados espontaneamente ao investigador
na visita de fim de estudo, serdo reportados no formulario para even-
tos adversos sérios. O patrocinador avaliara quaisquer informacdes
de seguranca que sejam relatadas espontaneamente por um investi-
gador além do periodo especificado no protocolo.

[00591] Todos os eventos que atendam a definicdo de um evento
adverso sério serdo reportados como eventos adversos sérios, inde-
pendentemente de serem avaliagdes especificas do protocolo.
[00592] Todos os eventos adversos, independentemente da serie-
dade, gravidade, ou presumida relacdo com a intervengao de estudo,
serao registrados com o uso de terminologia médica no documento de
origem e no eCRF. Sempre que possivel, diagndsticos devem ser da-
dos quando sinais e sintomas se devem a uma etiologia comum (por
exemplo, tosse, corrimento nasal, espirros, dor de garganta e conges-
tdo da cabeca devem ser reportados como "infec¢cao do trato respiraté-

rio superior"). Os investigadores registrardo no eCRF seu parecer so-
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bre a relacdo do evento adverso com a terapia de estudo. Todas as
medidas necessarias para a gestao de eventos adversos seréo regis-
tradas no documento de origem e reportadas de acordo com as instru-
¢bes do Patrocinador.

14. INFORMACOES SOBRE O FARMACO DE ESTUDO

14.1. Descricéo fisica do farmaco do estudo

[00593] A FP2 fornecida para este estudo € uma solugcdo estéril
castanho-amarelada, com uma concentragdo de 50 mg/mL em 10
mM de fosfato de sddio, 8% de sacarose e 0,04% de polissorbato 20,
a um pH de 6,5.

[00594] A FP2 é fornecida congelada em um frasco de vidro com
um volume de enchimento de 1,2 mL.

[00595] A formulacao de tampéao fornecida para este estudo € uma
solugéo esteéril transparente que consiste em 10 mM de fosfato de so6-
dio, 8,0% de sacarose e 0,04% de polissorbato 20. O tampao da formu-
lagdo sera usado para preparar as injecoes de placebo e como diluente
na preparacao das doses iniciais de FP2 SC.

[00596] O tampao de formulagao é fornecido congelado em um frasco
de vidro com um volume de enchimento de 1,2 mL.

[00597] Sera fabricado e fornecido sob a responsabilidade do Patroci-
nador. A lista de excipientes € fornecida acima.

14.2. Embalagem

[00598] O farmaco de estudo (FP2 e o tamp&o de formulagdo para
diluicdo de FP2 e para uso como placebo) sera fornecido sob a forma
de suprimentos a granel. O farmaco do estudo sera armazenado em
uma farmacia trancada e transferido apenas para um membro de
equipe de estudo adequadamente qualificado para administracdo apés
a preparacao para infusdo IV (Parte 2) ou uma preparacédo cega para
uma injegao SC (Parte 1).

14.3. Rotulagem
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[00599] Os rétulos do farmaco em estudo conterdo informacgdes pa-
ra atender as exigéncias regulatorias aplicaveis.

14.4. Preparacdo, manuseio e armazenamento

[00600] Todo o farmaco do estudo sera armazenado em temperaturas
controladas na faixa de -30 °C a -40 °C e protegido da luz.

[00601] Para os quatro grupos de dose SC planejados iniciais, 0 pro-
duto farmacéutico sera diluido antes do uso até a concentracado necessa-
ria (GD 1 0,5 mg/mL; GD 2 e GD 3 5,0 mg/mL; GD 4 10,0 mg/mL) com o
uso do tampao de formulagao. O produto farmacéutico para administra-
¢ao IV sera diluido a uma concentracdo de 10 mg/mL e administrado
com filtragdo em linha.
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Exemplo 22: Resultados do teste clinico.

[00602] Um teste clinico foi conduzido de acordo com o protocolo
descrito no Exemplo 21, com as seguintes excegdes: (1) A parte 2 do
estudo (biodisponibilidade absoluta) ndo foi conduzida; (2) O critério
de inclusdo definindo a idade do participante foi alterado para aumen-
tar o limite superior de idade elegivel para 55 anos; (3) O critério de
exclusao baseado no participante tendo um teste de urina positivo
para cotinina foi modificado para permitir a inclusdo de fumantes le-
ves e intermitentes que estavam dispostos a se abster de fumar du-

rante o periodo interno. A dosagem foi completada para as Coortes 1
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a 6, enquanto a dosagem para a Coorte 7 estda em andamento. Qua-
renta e oito individuos, divididos em seis coortes de oito individuos
cada (coortes 1 a 6), foram expostos a doses unicas de FP2 ou pla-
cebo correspondentes. Em cada coorte, 6 individuos receberam do-
sagem de FP2 e 2 individuos receberam dosagem de placebo cor-
respondente. Abaixo esta um sumario das doses de FP2 (ou placebo
correspondente) administradas a cada coorte de 1 a 6 (Tabela 71):

Tabela 71. Dosagem das coortes 1 a 6.

Coorte Dosagem
Coorte 1 0,8 mg
Coorte 2 2,5mg
Coorte 3 7,5 mg
Coorte 4 15 mg
Coorte 5 30 mg
Coorte 6 60 mg

[00603]

disponiveis para todos os individuos dosados (Coortes 1 a 6). Os re-

Informacdes de seguranca e tolerabilidade cegas estao

sultados farmacocinéticos (PK) e farmacodinamicos (PD) sumariza-
dos do grupo estéo disponiveis para as Coortes 1 a 5.

Seguranca e tolerabilidade: O tratamento foi geralmente considerado se-
guro e bem tolerado.

Farmacocinética

[00604]

Coortes 1 a 5. Para doses crescentes de FP2 administradas, as expo-

Os dados farmacocinéticos estavam disponiveis para as

sicdes aumentaram de uma maneira aproximadamente proporcional a
dose. Tmax ocorreu no Dia 6 e T+, foi de aproximadamente 12 dias, su-
portando assim a dosagem semanal.

Tabela 72. Farmacocinética de doses unicas ascendentes de FP2.

Parametro far- | 0,8 mg (n=6) | 2,5 mg (n=6) | 7,5 mg (n=6) | 15 mg (n=6) |30 mg (n=6)

macocinético Média (DP) Média (DP) Média (DP) | Média (DP) Média

AUC72(ug.himl) | 3,36 (2,94) 9,71 (5,33) 27,3 (5,31) 46,1 (20,2) 128,9
Cr2 (ug/ml)  |0,0691 (0,0572)| 0,208 (0,0935) | 0,592 (0,0975) | 1,05 (0,456) 2,65
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Cr2 representa 72% de Cmax

Farmacodindmica.

[00605] A avaliacédo da ingestao de alimentos foi conduzida na linha
de base (Dia -1) e novamente no Dia 3 ap6s a administragao do far-
maco do estudo. A Tmax observada durante as primeiras 4 coortes des-
te estudo SAD esta em ~Dia 6, e a concentragcdo plasmatica de FP2
no Dia 3 é ~70 a 80% da concentragao alcangada no Dia 6.

[00606] Para avaliar a ingestdo de alimentos, quatro refei¢cbes pa-
dronizadas (café da manha, almoco, lanche, jantar) foram fornecidas
aos individuos; cada individuo recebeu as mesmas refeicoes (mes-
mos itens alimenticios e as mesmas quantidades) em ambos os dias
(isto é, dias -1 e 3). As calorias consumidas das 4 refeicdes foram
somadas para se obter o total de calorias consumidas na linha de ba-
se (Dia -1) e no Dia 3. As altera¢gdes na ingestdo de alimentos a partir
da linha de base até o Dia 3 foram usadas como uma medicédo explo-
ratéria do modo de acéo farmacodinamico da FP2.

[00607] As alteracdes na ingestdo de alimentos foram variaveis em
ambos os individuos recebendo placebo e recebendo farmaco ativo,
com alteragdes no Dia 3 em relacédo a linha de base de aproximada-
mente £ 20% nas Coortes 1 a 4. No entanto, a ingestdo de alimento
diminuiu em mais de 50% (faixa de 55-96%) em 4 dos 6 individuos tra-
tados com 30 mg (Coorte 5) de FP2. Em comparagdao, nenhum dos
grupos placebo agregados (10 individuos) alcangou redug¢des na in-
gestado de alimentos > 30%. Nesse mesmo grupo de dose (Coorte 5,
30 mg), os 2 individuos que apresentaram a maior diminuicdo na in-
gestédo de alimento (redugdes de -85% e -96% na ingestdo de alimen-
to) também foram os individuos que atingiram as maiores exposi¢coes
de FP2). O valor mediano da porcentagem de alteragado na ingestao de

alimentos da linha de base para o Dia 3 apds a dose para os indivi-
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duos em placebo ou em FP2 é apresentado na Tabela 73.

Tabela 73. Alteracoes na ingestio de alimentos a partir da linha de base

(Dia -1) até o Dia 3 em individuos tratados com placebo ou com doses

crescentes de FP2.

Cooort (numero de in- | Valor mediano para porcentagem de altera-
dividuos) ¢ao na ingestao de alimentos, da linha de
base até o Dia 3 (5°, 95° percentil)
Placebo (N=10) -11,7 (-28,6, 15,6)
Coorte 1 (N=6) 2,3 (-17,7,14,8)
Coorte 2 (N=6) 0,7 (-24,0, 16,1)
Coorte 3 (N=6) -9,9 (-26,3, 11,8)
Coorte 4 (N=6) -10,8 (-29,8, 5,8)
Coorte 5 (N=6) -33,7 (92,1, 14,8)
Coorte 6 (cego)* (N=8) -35,1 (-68,4, 1,9)

[00608] Embora a invencio tenha sido descrita em detalhes e com
referéncia a modalidades especificas da mesma, ficara evidente para
o versado na técnica que varias alteracdes e modificagcdes podem ser
feitas na mesma sem que se afaste do espirito e do escopo da inven-

cao.
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REIVINDICAGOES

1. Método para diminuicdo do peso corporal em um indivi-
duo, caracterizado por compreender administrar uma composicao
que compreende uma proteina de fusdo compreendendo SEQ ID NO:
92 e ao menos um veiculo ou diluente farmaceuticamente aceitavel,
sendo que a dita proteina de fusdo é administrada em uma dose na
faixa de 0,8 mg a 90 mg, e sendo que o peso do individuo é de 80 kg
ou mais.

2. Método, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado
por o individuo estar com sobrepeso.

3. Método, de acordo com a reivindicacéo 2, caracterizado
por o individuo ter um IMC de 25 kg/m2 ou mais.

4. Método, de acordo com a reivindicagao 3, caracterizado
por o individuo ter o IMC na faixa de 25 kg/m2 a 29,9 kg/m2.

5. Método, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
por a proteina de fusdo ser administrada em uma dose selecionada
do grupo que consiste em: 0,8 mg, 2,5 mg, 7,5 mg, 15 mg, 30 mg, 60
mg e 90 mg.

6. Método, de acordo com a reivindicagao 5, caracterizado
por a proteina de fusdo ser administrada em uma dose de 0,8 mg.

7. Método, de acordo com a reivindicacédo 5, caracterizado
por a proteina de fusdo ser administrada em uma dose de 2,5 mg.

8. Método, de acordo com a reivindicacédo 5, caracterizado
por a proteina de fusdo ser administrada em uma dose de 7,5 mg.

9. Método, de acordo com a reivindicacédo 5, caracterizado
por a proteina de fusdo ser administrada em uma dose de 15 mg.

10. Método, de acordo com a reivindicagado 5, caracterizado
por a proteina de fusdo ser administrada em uma dose de 30 mg.

11. Método, de acordo com a reivindicagcado 5, caracterizado

por a proteina de fusdo ser administrada em uma dose de 60 mg.
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12. Método, de acordo com a reivindicagédo 5, caracterizado
por a proteina de fusdo ser administrada em uma dose de 90 mg.

13. Método, de acordo com a reivindicagédo 1, caracterizado
por a proteina de fusdo ser administrada por meio de inje¢do subcuta-
nea.

14. Método, de acordo com a reivindicagcado 1, caracterizado
por a composicao ser administrada ao individuo uma vez por semana.

15. Método para diminui¢cao da ingestao de alimentos em
um individuo, caracterizado por compreender administrar uma com-
posicdo que compreende uma proteina de fusdo compreendendo
SEQ ID NO: 92 e ao menos um veiculo ou diluente farmaceuticamen-
te aceitavel, sendo que a dita proteina de fusdo é administrada em
uma dose na faixa de 0,8 mg a 90 mg, e sendo que o peso do indivi-
duo é de 80 kg ou mais.

16. Método, de acordo com a reivindicacao 15, caracterizado
por o individuo estar com sobrepeso.

17. Método, de acordo com a reivindicacao 16, caracterizado
por o individuo ter um IMC de 25 kg/m2 ou mais.

18. Método, de acordo com a reivindicacao 17, caracterizado
por o individuo ter o IMC na faixa de 25 kg/m2 a 29,9 kg/m2.

19. Método, de acordo com a reivindicagcdo 15, caracteri-
zado por a proteina de fusdo ser administrada em uma dose selecio-
nada do grupo que consiste em: 0,8 mg, 2,5 mg, 7,5 mg, 15 mg, 30
mg, 60 mg e 90 mg.

20. Método, de acordo com a reivindicacao 19, caracterizado
por a proteina de fusdo ser administrada em uma dose de 0,8 mg.

21. Método, de acordo com a reivindicacao 19, caracterizado
por a proteina de fusdo ser administrada em uma dose de 2,5 mg.

22. Método, de acordo com a reivindicacao 19, caracterizado

por a proteina de fusdo ser administrada em uma dose de 7,5 mg.
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23. Método, de acordo com a reivindicacao 19, caracterizado
por a proteina de fusdo ser administrada em uma dose de 15 mg.

24. Método, de acordo com a reivindicacao 19, caracterizado
por a proteina de fusdo ser administrada em uma dose de 30 mg.

25. Método, de acordo com a reivindicacao 19, caracterizado
por a proteina de fusdo ser administrada em uma dose de 60 mg.

26. Método, de acordo com a reivindicagao 19, caracterizado
por a proteina de fusdo ser administrada em uma dose de 90 mg.

27. Método, de acordo com a reivindicagao 15, caracterizado
por a proteina de fusdo ser administrada por meio de inje¢do subcuta-
nea.

28. Método, de acordo com a reivindicacao 15, caracterizado
por a composicao ser administrada ao individuo uma vez por semana.

29. Método para diminuicdo do peso corporal em um indivi-
duo, caracterizado por compreender administrar uma composi¢ao que
compreende uma proteina de fusdo compreendendo SEQ ID NO: 92 e
ao menos um veiculo ou diluente farmaceuticamente aceitavel, sendo
que a dita composig¢ao € administrada em uma dose em uma faixa de
0,01 mg/kg a 1,08 mg/kg.

30. Método, de acordo com a reivindicacao 29, caracteri-
zado por a dita composicao ser administrada em uma dose selecio-
nada do grupo que consiste em: 0,01 mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,09 mg/kg,
0,18 mg/kg, 0,36 mg/kg, 0,72 mg/kg e 1,08 mg/kg.

31. Método, de acordo com a reivindicacao 29, caracterizado
por a composicao ser administrada em uma dose de 0,01 mg/kg.

32. Método, de acordo com a reivindicacao 29, caracterizado
por a composi¢ao ser administrada em uma dose de 0,03 mg/kg.

33. Método, de acordo com a reivindicagao 29, caracterizado
por a composi¢ao ser administrada em uma dose de 0,09 mg/kg.

34. Método, de acordo com a reivindicagao 29, caracterizado
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por a composi¢ao ser administrada em uma dose de 0,18 mg/kg.

35. Método, de acordo com a reivindicagao 29, caracterizado
por a composi¢ao ser administrada em uma dose de 0,36 mg/kg.

36. Método, de acordo com a reivindicagao 29, caracterizado
por a composi¢ao ser administrada em uma dose de 0,72 mg/kg.

37. Método, de acordo com a reivindicacao 29, caracterizado
por a composicao ser administrada em uma dose de 1,08 mg/kg.

38. Método, de acordo com a reivindicacao 29, caracterizado
por a proteina de fusdo ser administrada por meio de inje¢do subcuta-
nea.

39. Método, de acordo com a reivindicagao 29, caracterizado
por a composicao ser administrada ao individuo uma vez por semana.

40. Método para diminuicao da ingestao de alimento em
um individuo, caracterizado por compreender administrar uma com-
posicdo que compreende uma proteina de fusdo compreendendo
SEQ ID NO: 92 e ao menos um veiculo ou diluente farmaceuticamen-
te aceitavel, sendo que a dita composicao € administrada em uma
dose na faixa de 0,01 mg/kg a 1,08 mg/kg.

41. Método, de acordo com a reivindicacado 40, caracteri-
zado por a dita composicdo ser administrada em uma dose selecio-
nada do grupo que consiste em: 0,01 mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,09 mg/kg,
0,18 mg/kg, 0,36 mg/kg, 0,72 mg/kg e 1,08 mg/kg.

42. Método, de acordo com a reivindicagao 41, caracterizado
por a composi¢ao ser administrada em uma dose de 0,01 mg/kg.

43. Método, de acordo com a reivindicagao 41, caracterizado
por a composi¢ao ser administrada em uma dose de 0,03 mg/kg.

44. Método, de acordo com a reivindicacao 41, caracterizado
por a composicao ser administrada em uma dose de 0,09 mg/kg.

45. Método, de acordo com a reivindicacao 41, caracterizado

por a composicao ser administrada em uma dose de 0,18 mg/kg.
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46. Método, de acordo com a reivindicacao 41, caracterizado
por a composicao ser administrada em uma dose de 0,36 mg/kg.

47. Método, de acordo com a reivindicacao 41, caracterizado
por a composicao ser administrada em uma dose de 0,72 mg/kg.

48. Método, de acordo com a reivindicacao 41, caracterizado
por a composi¢ao ser administrada em uma dose de 1,08 mg/kg.

49. Método, de acordo com a reivindicacao 41, caracterizado
por a proteina de fusdo ser administrada por meio de inje¢gdo subcuta-
nea.

50. Método, de acordo com a reivindicacao 41, caracterizado

por a composicao ser administrada ao individuo uma vez por semana.
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Figura 2
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Figura 7
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Figura 9
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Figura 18
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Figura 21A
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Figura 37
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Figura 38
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RESUMO
Patente de Invengdo: "ANALOGOS DE GDF15 E METODOS PARA
USO NA DIMINUICAO DO PESO CORPORAL E/OU NA REDUGAO
DA INGESTAO DE ALIMENTOS".

A presente invencao esta relacionada as proteinas de fusao
contendo uma proteina de extensao de meia-vida, um ligante e uma
proteina GDF15 que funcionam como agonistas de GDF15. Esses
agonistas de GDF15 podem ser uteis no tratamento de obesidade, re-
ducao do peso corporal, diminuicdo da ingestdo de alimentos ou dimi-

nuicao do apetite.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

CE & 626 3D2D247AEDO

Campo 2

350D 60A53D38C4896

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: P253644 ListSeq (1.5 RPI 2640).txt
- Data de Geracédo do Cdédigo: 20/09/2021
- Hora de Geracéo do Cdédigo: 15:34:20
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: CE46263D2D247AEQO
- Campo 2: 350D60A53D8C4896
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