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MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA, INOVACOES E COMUNICACOES

PARECER TECNICO CTNBio N° 5407/2017

Processo n°01200.002496/2015-57

Requerente:Merial Saude Animal Ltda.

CQB: 048/98

Proton: 34719/15

Assunto: Solicitacédo de parecer para liberagdo comercial OGM

Extrato Prévio: 4681/15, publicado em 07/06/15

Reunido: 2002 Reunido Ordinaria da CTNBIo, realizada em 09 de mar¢o de 2017
Decisdo: DEFERIDO

A CTNBiIo, ap0s apreciacéo do processo de pedido de Parecer Técnico referente a &igssdgur
produto para liberacdo comercial, concluiu pelo deferimento, nos termos deste RParpiwer.

No ambito das competéncias dispostas na Lei 11.105/05 e seu decreto 5.591/05, a Comissao concluiu ¢
o presente pedido atende as normas da CTNBiIo e a legislacédo pertinente que visama garanti
biosseguranc¢a do meio ambiente, agricultura, saide humana e animal.

Adicionalmente, a CTNBIo acata a solicitacao de isencado de apresentacauoddgeMNeonitoramento,
apresentada pela requerente.

PARECER TECNICO

EMENTA: O responsével legal da instituicdo requereu a CTNBIo parecer técnico rederente
biosseguranca da vacina denominada PUREVAX RAIVA, para felinos, para liberac&ciabem
territério nacional. A instituicdo afirma que dispde de infraestrutura adequadsoalfgésnico
competente para desenvolver com seguranca as atividades propostas. Foi encaminhBitaa CTN
documentacéo referente a essa solicitagao.

1. Informagdes Gerais:

A vacina PUREVAX RAIVA, destinada a imunizacao de felinos contra raiva, consistieus
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Canarypox recombinante, que expressa a glicoproteina G do virus da raiva, dando origem ao virus
recombinante vCP65. Essa proteina € a unidade basica de projecéo da superficie do piousageks
pela inducéo da producédo de anticorpos neutralizantes. O virus de sGpoatg{ox) é originalmente
utilizado para a producédo de vacinas para canarios contra variola, e € mantido ha mais da@@tspas
em células embrionérias de galinha em cultura. O gene recombinante da glicoprbiedrfairabtido de
uma amostra ERA do virus rabico, empregada em imunizacdo de mamiferos ha mais de 50 anos.

O virus recombinant&anarypox vCP65, utilizado na vacina PUREVAX RAIVA obteve registro de uso
comercial em 1998 nos Estados Unidos da América, em 2000 no Canada e em 2004 na Comunidade
Européia, com autorizacao de uso ratificada em 2011.

O OGM foi obtido através da insercdo de cassete codificador para a glicopotemaoamgnoma de
Canarypox, utilizando técnicas tradicionais de engenharia genética. A glicoproteina usada mg&onst

do virus recombinante vCP65, que € a unidade basica de projecédo da superficie do virus, € responsavel
pela inducéo de producédo de anticorpos neutralizantes. A replicacdo limitada do virldnacenque

ocorre exclusivamente no citoplasma das células infestadas, torna praticameeatpossibilidade de
ocorréncia de alteracdes genéticas no material genético das mesmas.

A vacina obtida utilizando o OGM descrito acima ja esta liberada para uso comesdizstados Unidos
desde 1998, no Canadéa desde 2000 e na Comunidade Europeia desde 2004, sem quaisquer restricbes
utilizacdo. Os experimentos para avaliacao de risco incluiram testesuéas.cél

2. Descricéo do OGM:

A construcao de vacina esta fundamentada na recombinacgéo do virus Canarypox, de formaraexpressa
Proteina G do virus da raiva (vCP65). O virus de suporte (Canarypox) possui mais de 200 passagens el
cultivo de células embrionarias de galinha e destina-se originalmente a vacinegéraes contra a

bouba (variola ou pox) dos canarios.

O gene da glicoproteina do virus da raiva usado na construcao do vCP65 é derivado da amostra ERA di
virus rabico. O gene rabico codifica a glicoproteina de superficie G que € a unidade hasiegde e €
responsavel pela produgéo de anticorpos neutralizantes do virus da raiva. A amostraripRy@da na
imunizacdo em mamiferos ha mais de 50 anos em todo o0 mundo. O virus recombinante Canarypox
vCP65 é usado na vacina PUREVAX FELINE RABIES e esta registrado nos EUA desde 1998 e no
Canada desde 2000.

A classificacdo taxonémica do virus receptor usado na geracdo do OGM ¢é a seguinte:
Familia: Poxviridae

Subfamilia: Chordopoxviridae

Género: Avipoxvirus

Espécie: Virus Canarypox

Clone: ALVAC

O vetor ALVAC pode ser também denominado CPpp (Canarypox plaque purified), e como tal é
apresentado na literatura e trabalhos cientificos de suporte.

A classificacdo taxonémica do organismo doador usado na geracdo do OGM ¢€ a seguinte:
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Familia: Rhabdoviridae
Género: Lyssavirus
Cepa: ERA (Evelyn Rotnicki-Abelseth)

O gene da glicoproteina G rabica é proveniente da amostra ERA de virus rabico. A aRWsra E

utilizada para a imunizacdo de mamiferos em todo o mundo por mais de 50 anos, dada sua seguranca,
eficacia e imunidade proporcionada. A glicoproteina G do virus rabico € o principal imunoégeno
responsavel pela indugéo de imunidade protetiva (anticorpos neutralizantes) con&réde flattos et

ai., 2001).

A amostra de Canarypox empregada né&o foi transmitida nos trabalhos de inoculacéo edfraderm
subcutanea ou intramuscular em galinhas, pombos ou aves silvestres ( Kirmse, P., 1969)oiO virus f
adaptado para replicar em culturas de células primarias de galinhas - fibosoAastionalmente, a
amostra ALVAC tem sido usada exaustivamente como vetor para o carreamento de nefroe ge
expressao com vista a gerar potenciais candidatos a vacinas recombinantes, algoomdet@alizados
sem restricbes em paises desenvolvidos. Esta lista inclui diversas eg@a@@ess, gatos, galinhas, caes,
patos, ferrdes, cobaias, cavalos, humanos, entre outros) e diferentes agentes imunidgenos (ra
leucopenia felina, influenza, West Nile Virus, cinomose, parvovirus, sarampo, entrg. outros

A amostra vCP65 foi gerada por recombinacdo homéloga in vitro em fibroblastos de embridahde gali
Esta amostra carrega o gene da glicoproteina da raiva da amostra ERA do virus rabiocotsole o

virus promotor derivado da vaccinia H6, inserido no locus denominado C5. A glicoproteina G do virus
rabico é o principal imunogeno responsavel pela inducdo de imunidade protetiva (anticorpos
neutralizantes) contra a raiva.

Os métodos usados para a construcao, sitios de clonagem, estruturas dos plasmideassdnuesc
detalhes na documentacéo de suporte encaminhada. O locus C5 é um dos mais frequentes locais de
insercao usados na recombinacao deste virus. Cada genoma do virus Canarypox contém dois locos C5
localizados no terminal invertido repetido.

Vérias analises foram realizadas (hibridizacao de placa in situ, imunogg@ipiimunofluorescéncia
indireta, ensaios de imunoplacas, andlises de enzimas de restricdo) para dembpstogeneidade da
populacdo recombinante de Canarypox-raiva e a insercao apropriada do cassete de expressao da
glicoproteina rabica no locus C5 (Reportes 7-03-RAB, 7-01-RAB, Analise de RestricBpple ©
vCP65) . Em complementacéo, a insercao do gene G da raiva da Semente Master de Vjrig (MS
sequenciada, confirmando que a sequéncia correta estava presente na construcao.

3. Biosseguranca do Produto:
Analise do OGM conforme Resolucdo Normativa N° 5, de 12 de marco de 2008 Anexo |l

A amostra vacinal Canarypox € uma cepa viral atenuada uma vez que foi mantida por mais do que 200
passagens em sistemas de células embrionarias de galinhas.

Em funcdo do Canarypox néo se replicar em espécies ndo-aviarias, sua sobrevida erosmamifta e
a habilidade de formar estruturas remanescentes vivas é considerada nulaivA tentataptacao do
virus vacinal a espécie-alvo (gatos) foi infrutifera. Além disso, em estudasdealpor Taylor e
colaboradores (1995), os autores ndo conseguiram induzir a replicacdo da amostra sacihalaete
em células ndo-aviarias de macacos e humanos. Outros trabalhos apresentadoadosarapiteratura
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apresentada na documentacgdo submetida pela empresa confirmam esta incapaaghcicde em
humanos, cavalos, cdes e macacos. Isto indica que a amostra ALVAC possui uma faixaddedmspe
muito estreita, e 0s estudos in vitro mostraram que seu tropismo pode estar limitsldtaas
apresentadoras de antigenos, o que sugere que a administracdo de amostras baseanlasdm cons
usando a amostra ALVAC a mamiferos resultard em uma presenca temporanis do gitio de
administracdo, sua captura pelas células apresentadoras de antigeno entengégeeos linfonodos
regionais.

A replicacédo de vCP65 foi testada e comparada com a da cepa parental CPpp em ciretoligss ¢
diferentes (CEC, CRFK, MDCK, IDH-1, MRC5) por meio do estudo da cinética de titula®il@ango

do tempo e depois de 6 passagens. Em cada passagem, trés amostras foram coletadeerapos dias
trés e sete para titulagdo do virus no CEC. Os resultados indicam que em célusadendae
passagem em CEC, os titulos de virus de ambos vCP65 e CPPP aumentaram entre @iasezero e
aumentou ou permaneceu estavel entre 03 e 07. Crescimento viral foi semelhante pardDRpB65 e
Em células de mamiferos, apenas titulos residuais, devido a diluicdo do vCP65 inacale CPpp

foram registrados até a segunda passagem, em raras amostras. Nenhum virus icadpiawatsf Ultimas

4 passagens em nenhuma condicéo experimental. Nao houve adaptacédo de vCP65 para células de
mamiferos, mesmo apos seis passagens. Estes resultados confirmam, in vitr@gda des

hospedeiro do vCP65 e CPpp em replicar-se apenas em células de aves, mas ndo nas quatro
linhagens celulares de mamifero testadas, isto €, felino (CRF), equino (IDHH1), @4ADCK) e

humano (células MRC 5). A insercao de um gene da glicoproteina da raiva né&o alterou o tropismo
pela cepa parental. Vale ressaltar que a fim de aumentar a probabilidade de idéesccélulas, uma

MOI elevada (razéo virus/célula) foi usada em ceélulas de mamifero (0,5 QrGi8lsla), e uma MOI
inferior mas ainda relativamente elevada em células de aves (0,1 OTCIDda)/ cél

Em estudos de seguranca de uso na espécie alvo, felinos, os animais foram inoculados casrcamost
diferentes MOI das particulas virais. As avalia¢des indicaram que ndo houves @hgrsas locais ou

gerais. Quanto a soroconversao, titulos de anticorpos neutralizantes foram produzidos pog#aidss 0s
das passagens 1 e 2, mas nao foi observada soroconversao em qualquer gato das passagens subsequ

Amostras de bidpsia da pele dos animais inoculados mostraram que ap0s a primey@mpassavo,

apenas quatro amostras foram positivas para os 10 gatos. Na segunda passagem, apenas uma das
amostras coletadas em 05 foi positiva. Na terceira passagem, duas amostrpsdibiras com

titulos baixos. No entanto, nenhum virus poder ser re-isolado das passagens 4 e 5.

Em conjunto, os dados listados acima indicam que o vetor vacinal apresenta baixissid® risc
propagacdo na espécie alvo ou em outras espécies de mamiferos. Desta forma, o vetor pode se
considerado seguro para uso para o fim indicado.

4. Seguranca Alimentar:

Por se tratar de vacina viral para uso em animais domésticos, cujo agente imumizianse
recombinanté&anarypox VCP65, 1) se replica exclusivamente no citosol de células infectadas; 2)
apresenta capacidade replicativa limitada a células de aves; e 3) aprabentasisténcia a

sobrevivéncia no ambiente; a probabilidade que o virus venha a contaminar fontes alintentares
humanas quanto animais, é muito baixa. Em estiudago, o evento recombinante ndo foi detectado em
secrecdes e/ou excrecdes de gatos e cachorros injetados com altas doses de vCR@&bgdoonfaixo
potencial para contaminacao de fontes alimentares. O risco de infec¢ao adelestacies alvo do

virus de suporte, aves, também é baixo, como demonstrado pelo resultado de que nenhum virus foi
encontrado emwabs traqueais de galinhas mantidas em contato com animais imunizados com vCP65 po
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distintas vias, incluindo subcutanea e escareficagcéo. Esses resultados indicamade OGM vCP65
para sua utilidade fim ndo oferece risco previsivel tedrico para segurangaalime

5. Plano de Monitoramento Pds-Liberacdo Comercial:

A Empresa solicita a CTNBio, com base na documentacao de seguranca do produto aprestentada ne
processo que a mesma seja dispensada da elaboracdo de "Plano de Monitoramento Bias-Gomer
produto PUREVAX RAIVA com base nos seguintes argumentos de seguranca:

- A vacina decorrente desta modificacdo genética se destina a imunizacao dedonméaticos (gatos),
em aplicac¢des individuais, via injetavel, estando a espécie-alvo em ambienteadontrol

- O agente carreador da alteragdo genética € um virus vacinai com mais de 200 parsssiglesisato
"in vivo" , ou seja, células embrionérias de aves, e € usado em sua forma inalteradiapairzagdo de
canarios contra a variola das aves.

- Por se tratar de agente espécie-especifico, ndo ocorre viremia do mesmoiealespda vacina, seja
na forma natural como na forma alterada geneticamente.

- A possibilidade de recombinacdo genética, dadas as caracteristicas do agemtesmgdo com 0
hospedeiro, é praticamente nula.

- A possibilidade de eliminacdo do agente no meio ambiente é bastante reduzida, e quando ocorre, a
mesma se da em ambiente doméstico, e em volumes infimos que nao impactam o me@. ambient

- A facilidade de eliminacdo do agente, através do uso de detergentes e desinfetamiesé&bastante
ampla, facilitando sua eliminacédo em caso de vazamentos de pequenos volumes decapboaeata
injetavel individual.

- Por se tratar de produto preconizado para o uso exclusivo em animais de companhia, de aplicaca
individual via parenteral e do virus recombinante depender exclusivamente de célwas para
multiplicacéo, o impacto no ambiente é considerado praticamente nulo.

A empresa considera que o produto ndo oferece riscos ao ambiente e a saltde humana, e com iss
monitoramento pés-liberacdo comercial ndo se faz necessario. Essa Comisséaamm 0S pontos
colocados e concorda com a dispensa de procedimentos de monitoramento pos-liberac&o para est
produto especifico.

6. Parecer Final:
Considerando que vCP65:

1. é derivado de uma cepa de vacina de \Qarsarypox altamente atenuada e ndo se replica em
células de espécies ndo-aviarias, inclusive a espécie alvo (gatos);

2.tem capacidade insignificante para sobreviver, se estabelecer e dissemmbrembea e
capacidade negligenciavel para transferéncia genética;

3. demonstrou ser ndo-patogénico em todas as espécies testadas incluindo gatos, @d&s, canar
roedores e seres humanos;

4.nédo tem capacidade de transmitir caracteristicas potencialmente paggudamo por exemplo
através de plasmideos;
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5. deve ser inoculado em animais domeésticos em condi¢cfes assépticas, sob estritoharnena
de médico veterinario;
6. é fornecido como preparacao liquida em dose Unica, hermeticamente fechada,

a probabilidade de ocorrerem
eventos que coloquem em risco a seguranca tanto dos seres humanos, como de animais e do meio
ambiente € bastante limitada; e

7. por se tratar de produto voltado para o uso exclusivo em animais, de aplicagéo individual via
parenteral e do virus recombinante depender exclusivamente de células para sizagiadtipl
portanto o impacto no ambiente ser considerado praticamente nulo.

Assim, frente ao exposto acima, somos pelo deferimento do pedido de liberacdo comercial do
produto PUREVAX RAIVA
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