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Extrato Prévio: 5723/17
Reunido: 2102 Reuni&o Ordinaria da CTNBIo, realizada em o1a618

Deciséo: DEFERIDO

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

No ambito das competéncias dispostas na Lei 11.3@582u decreto
5.591/05, a Comissao concluiu que o presente pedé@hale as normas da
CTNBiIo e a legislacéo pertinente que visam gararbiosseguranca do meio
ambiente, agricultura, salde humana e animal.

PARECER TECNICO

EMENTA: A instituicdo requereu a CTNBIo parecer técnicemefite a
biosseguranca da levediBaccharomyces cerevisiae (cepa Y22021)
geneticamente modificada, bem como seus derivaaliasgs finalidades de



transporte, comercializagéo, producao industridadseceno, descarte e
quaisquer outras atividades relacionadas ao prtopdsiOGM em questdo e
progénies dele derivadas. A instituicdo solicitowla que as informacgdes,
figuras, tabelas ou fragmentos de texto contido&p@ndice 1, Secdo V—
itens V.3; V.4; V.5; V.6; V.8, V.9, V.10, V.11 e ¥4 e no Apéndice 2, Secao
VI — texto complementar ao item VI.10 (contendegugncia da proteina
farneceno sintase), fossem consideradas de c@@FIDENCIAL, uma
vez que se tratam de informacdes que envolvemaegrdustrial e
comercial da Requerente, além de apresentarenneetalacionados a
construcdo genética da cepa Y22021, ainda naotpatkrs no Brasil. A
confidencialidade foi aprovada pelo Presidente T Elo.

O OGM ao qual esse processo se refeneaécepa da leveduga
cerevesiae modificada para a alta producaopdarneceno a partir de
biomassa. A producéo de farneceno utiliza umamati@bdlica endogena da
levedura, a via do isopreno, que produz farnefibktito. A poteina
recombinante adicionada ao OGM, farneceno sintagmaria deArtemisia
annua L. (GenBank AAX39387.1), converte farnesil difosfata farneceno.
O farneceno € um sesquiterpeno consistindo de ajurto de seis isbmeros
estruturais, que sdo encontrados naturalmente psdeto ja € produzido
pela empresa utilizando duas outras cepas ja agaevzara liberagcéo
comercial pela CTNBIo, cepas Y1979 e Y5056. O feene € um
intermediério de alto valor comercial, como porreg na producao de
bioquerosene de aviacéo.

Para fins desse pedido de Liberacdo Comercial,.eerente apresentou
documentacéo contendo informagdes descrevendo o, ®@&klcomo os
resultados relativos as avaliacdes de risco a daiiana e animal e ao
ambiente. Vale ressaltar que toda a producéo siaéein contencdo, uma vez
que as condi¢des de fermentacéo utilizadas saptassedevido a menor
robustez das linhagens; e que néo é possivel de@GMs viaveis no

produto final.

1. Informacdes Gerais:

A presente cepa (Y22021) foi geneticamente modifigaara converter de
forma eficiente e com alto rendimento acucar emefaeno, um
hidrocarboneto isoprendide, ndo toxico, um impaetamsumo da industria
quimica que pode ser utilizado como precursor agm@ducao de
biocombustiveis, lubrificantes, solventes, cosmoétiadesivos, polimeros,
nutracéuticos, entre outros produtos. As modifieaggenéticas realizadas na
cepa Y22021 foram selecionadas com base na sucidaga de aumentar a
producao celular de farneceno a partir da sacats@ans-beta-farneceno é
uma substancia quimica naturalmente encontradaleos essenciais e
aromas de muitas plantas (como macas, kiwis, calapetc.). Os Oleos



essenciais ricos em farneceno sao utilizados cogredientes de aroma e
sabor, ndo tendo sido seu uso associado como cautaduaisquer efeitos
adversos para a saude humana, animal ou ao meieramb

Outras duas linhagens 8ecerevisae geneticamente modificadas para a
producao de farneceno ja foram analisadas pela GJ,N#8ido suas
liberacdes para uso comercial aprovadas anteridgemen

2. Descricdo do OGM:

O organismo receptoBaccharomyces cerevisae, é reconhecido pelo Food
and Drug Administration, do USA, como GRAS - Geligridecognized As
Safe; sendo também reconhecida pela comunidadifici® organismos
reguladores internacionais como n&o patogénicaéolparigosa para
humanos, animais e meio ambiente.

Todos os genes inseridos na cepa Y22021 estéo mesemo integracdes
estaveis nos cromossomos naturais da cepa hospemepadroes de heranca
genética dos genes inseridos sao idénticos ao8qsade heranca genética de
todos os outros genes cromossOmicos nativoS. eanevisiae. Entretanto,
tendo em vista que a cepa Y22021 teve os genesored@os a capacidade de
meiose e mating deletados, a capacidade de prdaadas genes inseridos é
limitada em relac&o a cepasS&erevisiae que nao foram alvo dos mesmos
processos de transformacao da cepa Y22021.

A documentacao apresentada fornece informacoelhaetes (classificadas
pela CTNBIio como informacdes confidenciais) sobsanatodologias
utilizadas nas transformacdes genéticas; sobreaatedzacdo molecular do
inseto, incluindo a sequéncia completa de nucleosi@ indicando as regides
flanqueadoras, elementos os reguladores pres@ntgsdtores, elementos
reguladores em cis, sitios de poliadenilacao, istméxons e regido de
terminacado da transcricédo); a localizacéo do insevtgenoma da levedura; as
proteinas produto da transcricdo do segmento o)sEsttécnicas de
identificacdo e andlise do OGM; o grau de estaidfenotipica.

3. Biosseguranca do Produto:

Testes de toxicidade oral em ratos e toxicidade idaimvitro da cepa
Y22021 foram realizados pela empresa Envigo (Ipadha na Inglaterra)
utilizando a levedura seca. O teste de toxicidadefoi conduzido com ratos
da linhagem Wistar, e a dose aguda oral letal madilaD50) foi estimada ser
maior do que 2000 mg/kg de peso corporal. Ndo houwtalidade dos
animais, e nao foram observados sinais de toxieidaiémica, sendo que



todos os animais apresentaram ganho de peso cenésperado e nenhuma
anormalidade foi observada na necropsia.

O teste para determinar o potencial irritante dadara seca a pele foi
conduzido utilizando o modelo tridimensional EPISKM, que consiste em
epiderme humana reconstruida a partir de queratsdrormais humanos
cultivados em umamatriz de colageno na interfadeaido. A viabilidade
celular dos tecidos ap0s exposicao a cepa Y22@2lcserespondeu a 93,4%,
portanto, a levedura seca foi classificada comgténlsia ndo irritante. O
teste foi conduzido de acordo com as diretrizesrdas em OECD Guideline
for the Testing of Chemicals No. 439 e Method Bid&itro skin irritation:
Reconstructed Human Epidermis Model Test as descimb@dmmission
Regulation (EC) No. 761/2009, of 23 July 2009, anmegdor the purpose of
its adaption to technical progress, Regulation (E&€¥#40/2008 laying down
test methods pursuant to Regulation (EC) No. 19@& 20 the European
Parliament and of the Council on the Registratifrgluation, Authorization
and Restriction of Chemicals (REACH).

Adicionalmente, foram realizados testes de toxdrdaral e dérmica agudas
com o proprio produto produzido por esta leved@a@eticamente modificada
(farneceno), e os resultados mostraram que a dtzdelb farneceno é
superior a 5000 mg/kg de peso, sendo gque até gelodastada de 5000
mg/kg de peso n&o houve mortalidade ou reacdorosis (dados
apresentados na proposta de aprovacéao de liberag@cial da cepa Y5056
Processo n° 01200.003977/2011-56 - Extrato de €afécnico N°
3.287/2012, ja aprovado pela CTNBIo).

Baseados na literatura cientifica a respeito daraega envolvida no uso do
organismdS. cerevisae, e de acordo com o exposto acima e com os reesltad
dos ensaios desenvolvidos usando as cepas da Amghisndo cepa

Y22021, objeto da presente proposta de liberacaeimal, pode-se concluir
que a cepa Y22021 n&o apresenta interacdes caimsedelversos que
poderiam ser causadas pela introducéo dos gererslogbs, ndo havendo
guaisquer indicios de que possa provocar riscoaadica saude animal ou
humana em comparacao a uma cepa convencionaletulab. cerevisiae,
classificada como GRAS.

Quanto a seguranca ambiental, foram realizadososnsara verificar se a
cepa Y22021 afetava negativamente o meio ambi@stensaios foram
realizados tanto pela equipe da Amyris e por labds independentes
(Laboratério Tecam). Nao foram detectadas difereegtisticas
significativas entre a cepa Y22021 e sua isolinB&9Y no que se refere a
sobrevivéncia em ambiente aquatico e edafico. Adermaepa Y22021 ndo
ocasionou efeito negativo aos fungos e bactér@sdicadores do solo, aos
organismos representantes da mesofauna do sobggeuecomo indicadores,



como as minhoca&i(senia andrei) nem aos organismos representantes do
ambiente aquatico, como os peixPsatfio rerio). Adicionalmente, foram
realizadas andlises de agua e solo utilizadosxpeEienentos e nao foram
identificados impactos prejudiciais na composicaionica das amostras dos
componentes analisados, quando comparando actdesutia cepa Y22021
com a cepa isolinha Y969.

Quanto ao risco de transferéncia génica, a pratlablé de fluxo genético de
leveduras para organismos pertencentes a outrdgafafitogenéticas é baixa,
em especial pelo fato de que a cepa Y22021 nadeldp plasmideos que
contenham material genético heterélogo. A frequedas transferéncias de
genes horizontais entre espécies € prognosticagiade aproximadamente
2.0x10. Pelo fato de essa taxa ser excessivamente baivansferéncia de
genes horizontais ndo foi medida experimentalmens, sim inferida a partir
dos dados evolutivos. Além disso, os genesateng e esporulacao foram
deletados na cepa Y22021 e a mesma também se mmastos robusta
guando comparada a sua isolinha Y969.

4. Seguranca Alimentar:

Estudos de incluséo de levedura na alimentacédoed atilizando a cepa
Y1979 que contem a mesma modificacdo genéticavedlea em avaliacédo
nesse processo, e ja liberada para uso comertaaCp&lBio, demonstram
que o uso da levedura é seguro e ndo causa quaigqites adversos a saude
dos animais.

Visando avaliar a especificamente a segurancama22021 para a
finalidade de alimentacao animal, foram realizaekisdos com incluséo de
levedura seca na alimentacéo de suinos em difereivteis e em comparacao
a inclusdo de uma levedura comer8aterevisiae ndo OGM, ja utilizada
para fins de alimentacdo animal. Os dados obtido®wdstraram que a saude
dos animais e seu desempenho foram mantidos, nédo sbservados
guaisquer efeitos adversos na saude dos animdiadins Foram
monitorados os parametros de ganho de peso, caovaimentar, analises
hematoldgicas (eritrograma e leucograma), andliséslogicas (rins, figado,
pulma&o, intestino, bacgo e linfonodos mesentéridaagao hepatica e renal e
morfometria intestinal.

5. Avaliagéo de risco ao meio ambiente:

Foram apresentados estudos para avaliar os rist&sgmis desta cepa caso
liberada no meio ambiente. Os estudos avaliaranhée, o impacto
potencial & seguranca dos trabalhadores. Com basesultados dessas



analises, a cepa Y22021 mostra-se tdo segura qaantisolinha Y969 e
outras leveduras convencionais ja em utilizacaBnagil e os resultados
corroboram os dados previamente apresentados.déoasdo-se 0s estudos
relatados na literatura e conduzidos até o monwntoS. cerevisiae
geneticamente modificada inclusive os com as cépagis Y1979 e Y5056
(aprovadas para uso comercial pela CTNBIo), benmocosrestudos descritos
no processo em tela com a cepa Y22021, demonseauesas alteracdes
genéticas nas leveduras resultam em menor capadi@esbbrevivéncia do
gue sua isolinha Y969 bem como em baixa adaptal#ico solo e a agua. O
processo de fermentacéo para producdédf@oneceno bem como o design do
processo asséptico é diferente do convencionalmifitado na producéo de
etanol. Isso deve-se ao fato destas cepas sereas m@mpetitivas do que as
leveduras de fermentacgé&o alcodlica. Todo o progemsoa producéo di
farneceno é realizado em tanques assépticos, dolin@os tanques de
producdo. A agua residual e off-gas produzido dararprocesso € coletado e
tratado e inativado antes do descarte. Apds o gsodermentativo, a
separacao do produto € realizada por centrifugagiprocessamento do
farneceno consiste no uso de altas temperatureanféyprocesso de
destilacdo, séo atingidas temperaturas de aproamete 110°-115°C), nédo
sendo possivel encontrar células viaveis no profihat o qual € considerado
como sendo uma substancia quimicamente definida dedsiduo da
centrifugacéo é conduzido por tubulacdo para tatpahados para serem
submetidos a inativacao antes de seu descarteimddwassim a possibilidade
de escape de células OGM.

6. Plano de Monitoramento Poés Liberagcdo Comercial:

Em relacédo ao Plano de Monitoramento Pés Liberacawe@ual a requerente
informou que, amparada pela Resolucédo Normativ@®N2igo 3°, apds
publicacdo da decisé&o técnica favoravel ao uso ahela cepa Y22021 e
seus derivados, a Amyris ira submeter um plano al@toramento pos-
liberacdo comercial, que contemplara as questob®dseguranca relevantes
relacionadas ao uso comercial da cepa Y22021 patagio da CTNBIo.

7. Parecer Final:

Considerando os dados apresentados e 0 conhecianemntifico acumulado,
concluimos que a exposicéo a levedura Y22021 e@&umo alimentar é
seguro para o ambiente, homem e os animais enpmrtacomendamos o
deferimento da solicitacéo de liberagcdo comercial.
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