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Decisdo: DEFERIDO

A CTNBIo, ap0s apreciacado do processo de pedidadecer Técnico
referente a biosseguranca de produto para libe@ygéercial, concluiu pelo
deferimento, nos termos deste Parecer Técnico.

No ambito das competéncias dispostas na Lei 11.3@5#8&u decreto
5.591/05, a Comissao concluiu que o presente ped@hule as normas da

CTNBiIo e a legislacéo pertinente que visam gararbiosseguranca do meio
ambiente, agricultura, salide humana e animal.

PARECER TECNICO

1. Fundamentacgé&o técnica



O responsavel legal da instituicdo vem requerefdBlo parecer técnico
referente a biosseguranca para Liberacdo Comegeciaana viva
recombinante contra a Influenza dos equinos derammaifProteqFlu em
territorio nacional. A instituicdo afirma que digpde infraestrutura adequada
e pessoal técnico competente para desenvolver egunasica as atividades
propostas. Foi encaminhada a CTNBIio a documentagéente a essa
solicitacao.

Apresentacéo do produto

ProtegFlu é uma vacina destinada a proteger eqdomgsticos contra a
influenza equina (H3N8). E uma vacina liquida (snsfe para inje¢&o)
contendo 2 virus de canarypox recombinantes guessa@m o gene HA, que
codifica a hemaglutinina do virus da gripe equi&acina € indicada para
imunizacao ativa de equinos contra influenza, padazir os sinais clinicos e
a excrecdao viral ap6s a infeccéo. A via de admagdb é a intramuscular em
condicOes assépticas e sempre sob prescricao rwisdpale um médico
veterinario. A vacina sera comercializada em frast®vidro hermeticamente
lacrados e cada dose de 1ml contera Poxvirus recantbs da bouba de
canario expressando o gene codificador da prokfndos virus da influenza
equina A/equi-2/0Ohio/03 (H3NS) - cepa vCP2242 egAechmond/1/07
(H3NB8) - cepa vCP3011 e carbbmero como adjuvanteeraglutinina é a
Gnica proteina exdgena expressa pelos OGMs. Adfoteleve ser aplicada
pela via intramuscular em equinos com 4 mesesatkeidu mais em
condicOes assépticas e sob a supervisdo de umddierinario. A vacina
sera produzida pela Merial, em Lyon — Franca epdyip sera importado
pronto e acabado.

|. Descricdo do OGM

Classificacdo do OGM a ser liberado: Classe deoRlisc

1. ldentificacdo do OGM
ProtegFlu - vacina contra a influenza equina {H3N8)

Virus recombinante da bouba dos canarios, cepa304dRe vCP2242



Familia: Poxviridae
Subfamilia: Chordopoxviridae
Género: Avipoxvirus

Espécie: Canarypox virus

Aplicac&o do produto: importagdo, armazenamerdaasporte e
comercializacao de vacina destinada a protegenegjuiomésticos contra a
influenza equina.

Caracteristica da proteina expressa

A hemaglutinina € uma glicoproteina antigénica atreala na superficie dos
virus influenza. Duas glicoproteinas da membrana s influenza,
hemaglutinina (HA) e neuraminidase (NA), reconheedigam &cido sialico.
A hemaglutinina (HA) liga-se ao acido sialico mosesarido que esta
presente na superficie das células hospedeirasfalé € uma glicoproteina
trimérica composta por subunidades idénticas, sagadas quais contém
dois polipeptidios que resultam da clivagem pradtieal de um Unico
precursor. A clivagem do precursor é essencial patavacao do potencial de
fusdo da membrana e, portanto, da infectividadeiokacéo da infeccéo viral
envolve varias hemaglutininas que se ligam ao®addlicos nas cadeias
laterais de carboidrato de glicoproteinas de sigiertelular e glicolipidos.
Respostas imunes especificas a proteina HA sdolrecidas mediadoras de
protecdo contra a infeccao por influenza em vasgecies animais.

Caracterizacdo do OGM

Os virus canarypox recombinantes, cepas vCP22€P8Q1 1, presentes na
vacina ProtegFlu, foram obtidos por transformagéaaa, sendo o gene HA,
gue codifica a hemaglutinina da Influenza Equirsziio no locus de
insercao C5 do referido virus pelo processo dembamacdo homologa. Os
documentos apresentados pela requerente contencéestetalhada dos
métodos de construcao e purificacdo dos OGMs.

De forma resumida, o poxvirus da bouba de canécieptor (clone ALVAC)
recebeu o gene que codifica a proteina HA do dausfluenza equina (cepa
A2/0hio/03), gerando a cepa recombinante vCP2Z3g8aene que codifica a
proteina HA do virus da influenza equina (cepa Aaedpmond/1/07) gerando
a cepa recombinante vCP3011.



Para a construgao dos organismos recombinantes g&aepa vCP3011
guanto a vCP2242) foram utilizados vetores plasaisdioadores usados para
a insercdo das sequéncias de interesse no orgar@semor. O plasmideo
pC5 H6p Eqgf foi utilizado para a constru¢éo da ecepambinante vCP3011 e
o plasmideo pJY1571.1 para a construcédo da cepmb@tante vCP2242.
Foram formados cassetes de expressao contendhe agdificador da
proteina HA da influenza equina, sob controle dméecia promotora H6 e
ladeados por bracos flanqueadores C5 do viruswaalbde canario
(Plasmideos pC5 H6p Eqf e pJY1571.1 = braco flarapre@5R + promotor
H6 + gene HA + braco flanqueador CSL). A identif@ago plasmideo
utilizado foi analisada por mapeamento com enzuhea®stricdo e
sequenciamento. A homogeneidade da populacaorirmada por um
ensaio imunoldgico, que detecta a expressao doigeeedo. Os resultados
mostraram que o material € homogéneo para a efprdssproduto do gene
HA e o mapeamento por endonuclease de restrici@ameéddises de Southern
blotting do DNA viral indicaram a insercéo apropaada sequéncia
codificadora de HA. A sequéncia correta do generide em vCP2242 e
vCP3011 foi reconfirmada por sequenciamento. Taata wyCP2242 como
para vCP3011, o fragmento inserido correspondessete de expressao
constituido pelo gene HA colocado sob o control@ionotor.

O Unico produto da expressao do gene inserido ngamismos receptores € a
proteina exdgena HA.

A estabilidade dos OGMs foi avaliada pelo mapeampat endonuclease de
restricdo e analise de sequéncia das cepas-ma@YCBICP2242 apds
nove passagens, mostrando alta estabilidade gen&iestabilidade
fenotipica foi analisada por meio de imunoensio placas usando-se
anticorpos monoclonais especificos para a protegsida. Os resultados
mostraram, que apés nove (VCP3011) e dez passagera242), 100% dos
OGMs expressaram especificamente o gene HA dasatasgs cepas de
influenza equina. Deste modo, o virus recombindateonstrou a
preservacao da sequéncia codificante inseridaatianestabilidade genética e
fenotipica ao longo das passagens in vitro.

Saude humana e animal

Foram realizados estudos de seguranca nas espbmesm testes
laboratoriais e em ensaios de campo, de variagsda® 3,5 meses a 13 anos
em laboratorio, de 1 més a 40 anos no campo) stddafisioldgico (potros,
adultos do sexo masculino, éguas prenhes). Em ylarti@a seguranca da
vacina foi testada em éguas prenhes em variasdaggsriodo gestacional.
Foram utilizadas trés formulacfes da vacina coomdpntes a diferentes



niveis de purificagéo e diferentes estabilizantssensaios laboratoriais e de
campo. A equivaléncia destas formulagfes foi ektaloa. Foram utilizados
varios lotes para componentes de gripe equinapsdis quais com titulos
muito elevados. Os resultados dos estudos de seguraalizados nas
espécies-alvo suportam o perfil de seguranca do pmduto formulado.

Embora os vectores ALVAC sejam conhecidos como né@@asivos em
mamiferos, foram também realizados estudos pafl@aaaapacidade dos
virus vivos de se espalhar, disseminar, replicdocal de inoculagéo,
multiplicar in vitro e recombinar com outro vird&m particular, estudos de
seguranca foram conduzidos em espécies nédo-alvolvendo canarios,
patos, galinhas, porcos, ratos e cobaias e ogadsalcorroboram o perfil de
seguranca do produto.

A vacina é armazenada em frascos de vidro hermadicte lacrados. As
injecdes nos equinos sao feitas por médico vetarina sob sua orientacéo.
A pele é cuidadosamente desinfetada. O materies€attado apos o0 uso.
Pelo fato de os virus serem defectivos em replacagi mamiferos, a via de
administragcao intramuscular oferece uma barreinaralade contengdo. Dessa
forma, as chances de organismos nao-alvo serentadfes acidentalmente
séo altamente improvaveis.

Tanto o organismo parental (clone ALVAC), quantd®d3M derivados néo
séo replicativos em humanos. Estudo realizado dradiem de células
humanas demonstrou a auséncia de capacidade rayaotarias vacinas
baseadas no poxvirus recombinante de canario wéo sisada em humanos
como vetor de varios genes distintos, sendo recisideecomo seguras.

Meio ambiente

As caracteristicas dos organismos doadores pardotaétor e dos
organismos modificados vCP2242 e vCP3011 foranddewente
apresentados e a estabilidade genética dos vaobinantes foram
demonstrada. Esses OGMs nao estdo envolvidos emsgaxambientais
(producédo primaria, renovacao de nutrientes, deosipfio de matéria
organica ou respiragao), possuindo assim impadpordeivel na qualidade da
agua, do ar e do solo.

Os OGMs néo sobrevivem, ndo se multiplicam e nedisseminam em agua,
ar ou solo, uma vez que sua resisténcia quandstxpo meio-ambiente é
extremamente reduzida.



Apos a inoculacao, os virus ndo se multiplicaman@to, mas expressam as
proteinas protetoras. Considerando que a vacidenéstrada por injecées
intramusculares individuais, que 0s canarypoxvieg®@mbinantes sao
construgdes seguras, ndo se replicam e que nadgssentham de animais para
animais, nao ha potencial risco ambiental que pesisalentificado pelo uso
vacina ProtegFlu.

Estudos sobre a capacidade dos MGMs colonizarerasoatimais e 0s
possiveis efeitos sobre plantas, animais ndo-hespsd: 0 meio-ambiente
foram realizados e os resultados mostraram quec@oeu a replicagcdo em
células de mamiferos, ndo ocorreu contaminacéosio ambiente. A
capacidade de sobrevivéncia dos virus da boubardeio foi avaliado em
testes em ambiente simulado (fezes, urina de egjjlastagem fresca e PBS),
apos o que amostras foram colhidas para titulagéfibeoblastos de embrido
de galinha. Nenhum residuo dos virus foi detectadsmo apds 30 min. de
infeccdo, demonstrando assim a baixa sobrevivéosasirus da bouba do
canario no meio ambiente.

A possibilidade do MGM produzir esporo € inexistemstudos mostraram
que os MGMs nao resistem ao ambiente aberto, dpo8r8 de exposicdo em
ambiente similar a de um estabulo nenhum MGM resgidade ser detectado.

Os MGMs séo inativados por clorexidina, cloretdodazalconio, formol e
hipoclorito de sodio. Apds tratamento com hipottode sédio e etanol 70%
demonstrou-se uma reducédo da carga viral de 4 logs.

Plano de monitoramento pos-liberacdo comercial

A requerente apresenta plano de monitoramentoilp@istao comercial
objetivando obter informacgdes que possam indicatosf adversos
decorrentes da liberacdo comercial do OGM sobreio ambiente ou sobre
saude humana ou animal, que atende a Resolucaabiar9 da CTNBIo
de 02 de dezembro de 2011.

Conclusao

A andlise dos dados experimentais apresentadagsenpe solicitacdo
mostram que os OGMs em questéo sao indcuos pdearass espécies de
animais, ao homem e ao meio ambiente.



PARECER: Pela analise das informac¢des apresentadas e diadosiveis

em literatura, concluimos que essa Proposta atavgleequisitos legais
preconizados pelas Resolu¢cdes Normativas da CTMBamdidas as
recomendacdes e as medidas de biosseguranca sondigaocesso, essa
atividade néo é potencialmente causadora de sigtifa degradacdo do meio
ambiente ou prejudicial a satde humana.

Referéncias Bibliograficas

Gamblin SJ, Skehel JJ. Influenza hemagglutininrexdaminidase membrane
glycoproteins. J Biol Chem. 2010; 285(37):28403-9.

Tartaglia J, Cox WI, Taylor J, Perkus M, Riviere Meignier B, Paoletti E.
Highly attenuated poxvirus vectors. AIDS Res Huntr&aruses. 1992;
8(8):1445-7.

Khatchikian D, Orlich M, Rott R. Increased viraltpagenicity after insertion
of a 28S ribosomal RNA sequence into the haemagagiuene of an
influenza virus. Nature. 1989; 340(6229):156-7. Madl- IZNA
recombination in animal and 1)larit viruses. MieobRev. 1992: 56(1):61-
70.

Copper PD, Steiner-Pryor A, Scotti PD, Delong D.t@anature of poliovirus
genetic recombinants. J Gen Virol. 1974; 23(1):41-9

Tabynov K. A new safe and effective cold-adapted ifremtllive equine
influenza virus vaccine that enables the diffeaitn of infected from
vaccinated animals. Microbiol Indep Res J. 2016:%8-73.

Myers C., Wilson, D. Equine Influenza Virus. Clinidaechniques in Equine
Practice. 2006 Sept, 5(1): 187-196.

Landolt G.A. Equine Influenza Virus. Veterinary Gtis of North America:
Equine Practice. 2014 Dec, 30(3): 507-522.

Orlich M., Gott-vsald E., Rott R. Nonhonmologousambination between
the hemagglutinin gene and the nucleoprotein géndloenza virus.
Virology. 1994 Oct;04(l ):462-5.



Khatchikian D, Orlicli M, Rott R. Increased virahihogenicity after insertion
of a 285 ribosomal RNA sequence into the haemaiggiugene of an
influenza virus. Nature- 1989 Jul 13; 0(6229):136-7

Lai MM- RNA recombination in animal and plant viass Microbiol Rev.
1992 Mar:56(1):61-70.

Campbell, Ballard C. ed. American Disasters: 20la@dies That Shook the
Nation. 2008: 131-32.

Dr. Edivaldo Domingues Velini

Presidente da CTNBio



