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Introdugao

Talimogene laherparepvec (JS1/ICP34.5-/ICP47-/hGM-CSF), anteriormente designado por
OncoVEX®™F & um virus herpes simplex de tipo 1 (HSV-1), atenuado e recombinante.
Talimogene laherparepvec foi criado pela modificacdo do genoma do HSV-1 de tipo nao
mutado (nova estirpe JS1 isolada) para suprimir funcionalmente as duas copias dos genes
ICP34.5 e ICP47 do “esqueleto” do virus e para inserir uma “cassete” de expressao que codifica
o gene do fator estimulador da coldnia de granulécitos-macréfagos humano (hGM-CSF) nas
duas regides do ICP34.5.

Toda a informacdo técnica e cientifica sobre o OGM (Organismo Geneticamente Modificado)
(talimogene laherparepvec) foi devidamente disponibilizada num documento em separado de
acordo com o Anexo IlIA da Diretiva 2001/18/EC, sob a forma de informac&o confidencial.

Objetivo

O objetivo desta Avaliacdo de Risco Ambiental (ERA) é identificar e avaliar os potenciais efeitos
adversos de talimogene laherparepvec na saide humana e no meio ambiente que possam
advir da realizagdo de um ensaio clinico com um OGM, em conformidade com o Anexo IIA da
Diretiva 2001/18/EC.

Talimogene laherparepvec é um medicamento experimental proposto para um estudo de fase
1b/3, multicéntrico, sem ocultagdo para proporcionar evidéncia de que um regime com uma
imunoterapéutica oncolitica (talimogene laherparepvec) e um inibidor de um ponto de
controlo imunitario (pembrolizumab) é seguro e tolerado e que a combinacdo pode aumentar
a eficacia clinica de pembrolizumab em monoterapia no SCCHN (carcinoma das células
escamosas da cabeca e pescoco), recorrente ou metastatico. Talimogene laherparepvec
destina-se a inje¢do intralesional em tumores cutaneos, subcutaneos e nodulares injetaveis
por um Profissional clinico com experiéncia, num estabelecimento hospitalar onde o estudo
esteja a decorrer.

Metodologia

Esta ERA foi realizada de acordo com o principio de precaucdo, utilizando a metodologia
estabelecida em Decisdo de Comissdo 2002/623/EC. Estes principios gerais sdo:

e As caracteristicas identificadas do OGM e sua utilizagdo que tenham potencial para
provocar efeitos adversos devem ser comparados aos aqui apresentados pelo organismo
nao-modificado do qual provém e sua utilizagao em situagdes equivalentes;

e A ERA deve ser efetuada de forma cientificamente correta e transparente, com base nos
dados cientificos e técnicos disponiveis;

e A ERA deve ser efetuada numa base caso-a-caso;

e Uma andlise dos “efeitos cumulativos a longo prazo” relevantes para a introdugdo e
condugdo do ensaio clinico.
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1. Identificacdo das caracteristicas que possam provocar efeitos adversos
1.1 Caracteristicas do virus parental, virus modificado e do ambiente recetor
1.1.1 Caracteristicas do virus parental

O HSV-1 de tipo ndao mutado é um agente patogénico global endémico dos humanos,
habitualmente transmitido pela primeira vez durante a infancia através de contacto ndo
sexual, apesar de poder ser adquirido por jovens adultos através de contacto sexual. Calcula-se
que a seroprevaléncia em adultos seja de 70% em paises desenvolvidos e 100% em paises em
desenvolvimento (Gupta et al 2007). O herpes bucolabial tem uma taxa de infe¢do de cerca de
33% em paises em desenvolvimento e de 20% em paises desenvolvidos (Chayavichitsilp et al
2009).

A sua transmissdo é através de contacto direto com secregdes infetadas ou mucosas/pele com
lesGes de um doente assintomatico ou sintomatico que dissemine o virus (Jerome & Morrow
2007; Chayavichitsilp 2009; Whitley 2006). A transmissdo do HSV-1 pode também verificar-se
através de goticulas respiratérias (Whitley 2006).

O HSV-1 sobrevive no meio ambiente, nos hospedeiros (humanos), sob a forma de uma
infecdo persistente ou de uma infecdo latente no nucleo de algumas células infetadas
(principalmente neurdnios do ganglio trigémeo), onde pode permanecer inativo
indefinidamente ou ser reativado provocando a secre¢do de virus e, por vezes, (mas nem
sempre) sintomas clinicos.

Podem ocorrer diversas doengas mediadas pelo HSV-1 de tipo ndo mutado, como resumido
abaixo.

Herpes labial/tilceras: As infe¢Bes primarias com HSV-1 sdo habitualmente adquiridas na
infancia e podem ser assintomaticas ou subclinicas (Drew 2004; Jerome & Morrow 2007;
Kimberlin 2005). As infe¢Ges primdrias sintomaticas manifestam-se maioritariamente como
gengivo-estomatites, com febre, dores de garganta, halitose, anorexia, adenopatia cervical e
edema das mucosas e lesGes vesiculares e ulcerativas dolorosas na mucosa bucal, lingua,
gengivas e faringe (Drew 2004; Jerome & Morrow 2007; Kimberlin 2005; Miller & Dummer
2007). As ulceras curam sem deixar cicatriz no prazo de 2-3 semanas (Drew 2004; Jerome &
Morrow 2007). As infe¢Bes recorrentes tém geralmente sintomas e uma evolugdo clinica mais
moderadas (Jerome & Morrow 2007). As lesGes recorrentes por HSV-1 ocorrem
principalmente numa area especifica do ldbio (margem vermelha do ladbio) e sdo conhecidas
como “Ulceras” ou “herpes labial” (Drew 2004; Kimberlin 2005). As lesGes curam-se em cerca
de 8-10 dias (Kimberlin 2005).

Panaricio herpético: Caracteriza-se pela formacdo de lesdes vesiculares dolorosas na zona da
unha ou dos dedos (Drew 2004) sendo observado com maior frequéncia em profissionais de
salde (dentistas, por exemplo).

Infecbes oculares: A ulceragdo dendritica carateristica ocorre na conjuntiva e cornea (Drew
2004). A infecdo por HSV pode provocar outras doengas oftdlmicas, nomeadamente
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blefarite/dermatite, conjuntivite, queratite epitelial dendritica e Ulcera da cérnea (Green &
Pavan-Langston 2006).

Encefalites: InfecOes graves do SNC, que afetam criangas e adolescentes (Whitley 2006). A
encefalite € uma complicacdo rara que afeta aproximadamente 1 em 500.000 individuos por
ano (Rozenberg et al, 2011). Pode ocorrer por infecdo primaria ou latente com o virus HSV-1
(Drew 2004; Whitley 2006). A encefalite por HSV afeta um lobo temporal, causando sinais
neuroldgicos focais e edema. A doenca pode ser fatal (taxa de mortalidade de 70%) se néo for
tratada. (Drew 2004; Whitley 2006).

Herpes genital: O herpes genital é provocado maioritariamente pelo HSV-2, apesar de o HSV-1
se ter tornado tdo frequente como o HSV-2 nas infe¢Ges genitais primarias em paises
desenvolvidos. E transmitido por via sexual através de contacto genital-genital ou orogenital.

Os medicamentos antivirais tais como o aciclovir, valaciclovir e famciclovir podem ser
utilizados para inibir a replicagdo do HSV-1 de tipo ndo mutado (Drew 2004; Usatine &
Tinitigan, 2010). O antivirico padrdo utilizado contra o HSV-1 é o aciclovir. A inibicdo da
replicagdo viral com aciclovir depende do gene da timidina quinase (TK) viral que cataliza o
primeiro passo necessario a conversdo de aciclovir de uma forma inativa para uma forma ativa.
O valaciclovir e o famciclovir podem ser utilizados para inibir a replicacdo do HSV-1 de tipo ndo
mutado (Usatine & Tinitigan, 2010). Em casos raros, o HSV consegue mutar as suas quinases
virais para adquirir resisténcia ao aciclovir. Nestes casos, pode ser utilizado o antivirico
Foscarnet (acido fosfonoférmico) que ndo necessita de ativacdo por quinases virais. O
Foscarnet inibe diretamente a DNA polimerase viral.

Os efeitos em populagdes especiais (neonatos e individuos imunocomprometidos) sdo
discutidos em seguida.

A infecdo neonatal por HSV provoca morbilidade e mortalidade significativas apesar dos
avancos significativos no tratamento (revisto em Kimberlin, 2004; Thompson & Whitley, 2011).
A taxa atual estimada de ocorréncia de doenga neonatal por HSV nos Estados Unidos é de
cerca de 1 em 3200 nascimentos. As infecGes por HSV em recém-nascidos podem ser
classificadas em trés padrdes, cuja frequéncia é praticamente igual. Incluem doenc¢a
disseminada que envolve diversos érgaos viscerais, nomeadamente pulmdes, figado, glandulas
suprarrenais, pele, olhos e cérebro; doenca do sistema nervoso central (SNC), com ou sem
lesdes cutaneas e doenca limitada a pele, olhos e/ou boca (doenga SEM). Os individuos com
doenga disseminada e doenga SEM tém uma manifestagdao mais precoce, geralmente aos 10-
12 dias de vida, enquanto a doenga do SNC se manifesta durante a segunda ou terceira
semana de vida. Desde o aparecimento da terapéutica antivirica o progndstico de HSV
neonatal tem vindo a melhorar. Antes do aparecimento da terapéutica antivirica, 85% dos
doentes com doenga disseminada por HSV e 50% dos doentes com doenga do SNC morriam no
prazo de 1 ano. Com a utilizacdo de aciclovir em doses alta, a mortalidade a 12 meses diminuiu
para 29% na doenca neonatal disseminada por HSV e para 4% na doenga do SNC por HSV
(revisto em Kimberlin 2004; Thompson & Whitley 2011). A maioria das infecbes neonatais por
HSV sdo provocadas pelo HSV-2 mas pensa-se que cerca de 15 a 30% sejam provocadas pelo
virus do Herpes Simplex neonatal HSV-1 (Rudnick & Hoekzema 2002).
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Em hospedeiros imunocomprometidos, nomeadamente os com infe¢ao por VIH, a doenca por
HSV pode ser particularmente grave, resultando em infe¢dao crdnica, persistente, ativa e, em
alguns casos, em doenga potencialmente fatal (Stewart et al 1995). Os doentes
imunocomprometidos, especialmente os com diminui¢dao da imunidade das células T,
desenvolvem lesOes graves que persistem durante mais tempo do que as no hospedeiro
normal; estas lesdes podem progredir para doenca visceral. Consequentemente, quase todos
os exemplos de complicacdes graves de infe¢des por HSV de tipo ndo mutado em humanos
ocorrem em individuos imunocomprometidos. Nestes casos, o sistema imunitario é incapaz de
controlar a infecdo, que se dissemina. Os individuos imunocomprometidos suscetiveis incluem
doentes a receberem citotdxicos, doentes transplantados e doentes com o virus da
imunodeficiéncia humana (VIH) (revisto em Brady & Bernstein 2004). O desenvolvimento de
resisténcia do HSV ao aciclovir, um fendmeno observado especialmente em doentes
imunocomprometidos devido ao seu tratamento de longo prazo, é também um motivo de
preocupacdo. Contudo, até a data, ndo foi notificado qualquer caso de encefalite por uma
estirpe de HSV resistente a aciclovir (Rozenberg et al 2011).

Durante a replicacdo ou a laténcia ndo se verifica integracdo do genoma viral com o genoma
celular. O genoma viral linear circulariza pouco tempo apds a infe¢cdo e este DNA circular é o
modelo para replicacdo, permanecendo como um epissoma extracromossdomico, nao
integrado no genoma do hospedeiro (Efstathiou et al 1986; Mellerick & Fraser 1987; Rock &
Fraser 1985). E provéavel que a circularizacdo resulte da ligacdo direta mediada por fatores
celulares pré-existentes ou componentes do novo virido (Mocarski & Roizman 1982).

Fora do hospedeiro, o HSV-1 é um virus com envelope, sensivel a inativacdo fisica
(desidratacdo, calor ou pH baixo) e a desinfetantes (solventes lipidicos e detergentes suaves)
que rapidamente o inativam. Ndo forma estruturas de sobrevivéncia e a sua sobrevivéncia fora
do organismo hospedeiro esta limitada a periodos de tempo curtos (Chayavichitsilp et al
2009). Uma revisdo de Kramer et al (2006) refere que o HSV-1 pode sobreviver em superficies
inanimadas secas durante periodos que oscilam entre poucas horas e 8 semanas (esta ultima
sobrevivéncia referida numa superficie seca, Mahl & Sadler (1975)). Contudo, publicacGes
individuais referem tempos de sobrevivéncia muito inferiores em condigdes de humidade
elevada. Nerurkar et al (1983) relata tempos de sobrevivéncia de 4 horas em 4gua da torneira
e de 4,5 horas em superficies de plastico com humidade elevada. Diversas publica¢gdes de
Bardell (1989, 1990, 1993, 1994) relatam uma redu¢do marcada (2-3 log) nos titulos virais do
HSV-1 ao fim de 1 hora em superficies de plastico (macanetas de portas) e superficies
cromadas (torneiras, manipulos), apesar do virus infecioso ainda ser recuperavel ao fim de 2
horas (o ponto temporal maximo avaliado).O virus infecioso pode ainda ser recuperado da
pele humana, no minimo, 2 horas depois da sua introdugao.

O ser humano é o Unico hospedeiro natural para a infecdo por HSV-1. A Amgen realizou uma
pesquisa bibliografica para identificar relatos de infe¢des por HSV-1 em espécies ndo humanas.
A pesquisa bibliografica mostrou que a infegdo em ndao humanos é rara mas identificou que foi
reportada infecdo por HSV-1 em diferentes espécies, nomeadamente roedores, coelhos,
porcos-espinhos e primatas ndo humanos (Weissenbock et al 1997; Grest et al 2002; Huemer
et al 2002; Wohlsein et al 2002; Allison et al 2002; Lefaux et al 2004; Muller et al 2009; Longa
et al 2011). Nos relatos de casos disponiveis a infecdo ocorreu subsequentemente a um
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contacto préximo com humanos com propagacdo ativa de virus. Um artigo de revisdo que
discute relatos de casos de HSV-1 que provocaram doenca aguda fatal em primatas ndo
humanos refere que “estudos recentes de infecdo por HSV-1 em animais em cativeiro
continuam a ser raros” (Epstein and Price 2009). Uma revisdo da pesquisa bibliografica ndo
sustenta a infecdo por HSV-1 humano em cdes, gatos, cavalos, vacas ou outros animais
domeésticos comuns, apesar de puderem ser infetados com outros membros da familia Alfa-
herpes-virus (McGeoch et al 2006). A infecdo por HSV-1 em coelhos e roedores sintetiza as
caracteristicas histopatoldgicas marcantes da infecdo sistémica e neurovirulenta de HSV-1 em
humanos, sendo frequentemente utilizados modelos experimentais para compreender os
diversos aspetos da virologia do herpes, nomeadamente os mecanismos de infe¢do, genética
viral, patogénese, laténcia e reativacdo (Webre et al 2012; Kumel et al 1986; Leib et al 2009;
MacLean et al 1991; Weinstein et al 1990). Nestas experiéncias, os animais sdo infetados por
injecdo direta, instilagao intranasal ou escarificagao em superficies mucosas.

As infecbes naturais e experimentais em primatas ndo humanos sugerem que sdo
extremamente sensiveis a infecdo por HSV-1, que resulta em febre, lesGes ulcerativas em
redor da boca, infecdo disseminada e encefalite fatal (Lefaux et al 2004; Longa et al 2011). Da
mesma forma, foram referidas convulsdes, desorientacdo e apatia apds infecdo ocular em
chinchilas e sinais neuroldgicos graves resultantes de encefalite num coelho de estimacdo
(Wohlsein et al 2002; Weissenbock et al 1997). A histopatologia nestes animais revelou
necrose neuronal e corpos de inclusdo intranuclear em diversas regides do cérebro.

Talimogene laherparepvec foi geneticamente modificado para diminuir a replicacdo viral em
células humanas normais, no entanto, ndo foi avaliado para atenuacdo de infecdo e
neuroviruléncia em outras espécies além de ratinhos. Em ratinhos imunocompetentes, a
delecdo do ICP34.5 diminuiu marcadamente a poténcia da estirpe parental de talimogene
laherparepvec para induzir neuroviruléncia apds injecdo intracerebral direta ou instilacdo
intranasal, ndo tendo sido associada a viruléncia sistémica apds exposicdo repetida em doses
até 60 vezes superiores a maior dose clinica proposta (Estudos Amgen 4648-00027 e 4648-
00028). Estes dados apontam para que talimogene laherparepvec tenha um risco reduzido ou
sistémico de neuroviruléncia em outras espécies, conforme observado em ratinhos.

1.1.2 Caracteristicas do virus geneticamente modificado - Talimogene Laherparepvec

As modificagbes genéticas introduzidas no isolado clinico (JS1) do HSV-1 de tipo ndo mutado
para produzir talimogene laherparepvec sdo resumidas em seguida.

Talimogene laherparepvec foi criado através da modificacdo do genoma do HSV-1 de tipo ndo
mutado (novo isolado JS1) para apagar funcionalmente as duas copias do gene ICP34.5 e ICP47
do “esqueleto” viral e para inserir uma cassete de expressao codificadora do gene do fator
estimulador da colénia de granuldcitos-macrdéfagos humano (hGM-CSF) nas duas regides do
ICP34.5.

A delecdo funcional de ICP34.5 em talimogene laherparepvec diminui significativamente a
viruléncia comparativamente ao HSV-1 de tipo ndo mutado. Assim, talimogene laherparepvec
é capaz de se replicar em células tumorais mas esta significativamente atenuado em células
normais. E provavel que, assim sendo, a toxicidade mediada pelo virus seja residual. Estirpes

11

AMGEN



Avaliagao de Risco Ambiental EudraCT: 2015-003011-38
Talimogene Laherparepvec

de HSV-1 sem ICP34.5 foram amplamente utilizadas sem incidentes em diversos modelos
animais e também em diversos ensaios clinicos em humanos.

Talimogene laherparepvec foi criado para se replicar seletivamente em tumores, matando as
células tumorais por lise viral e, em seguida, propagar-se pelo tumor e levar a cabo a lise de
células tumorais. Adicionalmente, a oncdlise de células tumorais por talimogene
laherparepvec também liberta e expde uma grande variedade de antigénios para iniciar uma
resposta imunolégica sistémica, aumentada através da expressio de uma proteina
estimuladora imunoldgica, o hGM-CSF do virus (Estudo 4647-00041). Prevé-se que o0s
antigénios libertados pelo tumor sejam capturados por células apresentadoras de antigénios
(APCs) que depois os transportam para os ganglios linfaticos e se apresentam as células T,
induzindo uma resposta imunitaria. O hGM-CSF aumenta a atividade das APCs, melhorando as
respostas imunitdrias. Esta resposta imunitdria destina-se a proporcionar um efeito
antitumoral sistémico, que inclui a reducdo da dimensdo dos tumores que ndo estdo em
contacto direto com talimogene laherparepvec, a reducdo da doenca micrometastdtica e
protecdo contra futura recidiva.

As principais caracteristicas de talimogene laherparepvec sao:

e O HSV-1é um virus ndo integrativo portanto, o tratamento com talimogene laherparepvec
nao resulta em quaisquer alteracdes no DNA do doente.

e Talimogene laherparepvec é baseado numa nova estirpe isolada de HSV-1 (estirpe JS1) que
demonstrou matar células tumorais humanas mais eficazmente do que estirpes de
laboratério de HSV-1 (Liu et al 2003a).

e A proteina ICP34.5 do HSV-1 promove habitualmente a neuroviruléncia ao ultrapassar as
vias de defesa do hospedeiro e permitir que o virus se replique em células ndo divisiveis,
tais como os neurdnios (ver Seccdo Il.A.10(b)). As duas coépias do ICP34.5 sdo
funcionalmente apagadas de talimogene laherparepvec, para evitar que o virus se replique
eficazmente em células nao divisiveis. Em células tumorais é frequente que estas vias de
defesa do hospedeiro sejam afetadas por isso, o ICP34.5 é indispensavel para a replicacdo
(Aita et al 1999; Farassati et al 2001; Liang et al 1999).

e A proteina ICP47 do HSV-1 inibe habitualmente o processamento de antigénios em células
infetadas, permitindo que o virus se esconda do sistema imunitdrio (Hill et al 1995). O
ICP47 é apagado de talimogene laherparepvec de forma a melhorar a apresentagdo de
antigénios virais e tumorais apds a replicacdo viral especifica para o tumor, aumentando a
resposta imunoldgica antitumoral (Liu et al 2003a).

e Aeliminagdo de ICP47 de talimogene laherparepvec provoca um aumento da expressdo de
outra proteina viral, a US11 que tem alguma redundancia funcional com o ICP34.5 (Mohr
and Gluzman 1996). O aumento da expressdo da US11 melhora a replicagdo do HSV-1 sem
ICP34.5 nas células tumorais sem perder a seletividade tumoral (Mohr et al 2001).

e Talimogene laherparepvec expressa a proteina estimuladora imunolégica hGM-CSF para
aumentar a resposta imunoldgica aos antigénios tumorais libertados, ao ajudar na
diferenciagao e proliferacdo de precursores de células dendriticas no tumor injetado e em
seu redor (Dranoff et al 1993).
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e O gene timidina quinase (TK) do HSV permanece intacto, o que torna talimogene
laherparepvec suscetivel a agentes antiviricos, tais como o aciclovir. Assim, o aciclovir
pode ser utilizado para bloquear a replicacdo de talimogene laherparepvec.

1.1.3 Caracteristicas do ambiente recetor

O objetivo da libertagdo é conduzir um ensaio de fase 1b/3, multicéntrico e sem ocultagdo
para avaliar que o regime com uma imunoterapéutica oncolitica (talimogene laherparepvec) e
um inibidor de um ponto de controlo imunitario (pembrolizumab) é seguro e tolerado e que a
combinacdo podera aumentar a eficacia clinica de pembrolizumab em monoterapia no SCCHN
(carcinoma de células escamosas da cabecga e pescogo) recorrente ou metastatico.

Talimogene laherparepvec destina-se a injecdo intralesional em tumores cutaneos,
subcutaneos e nodulares injetdveis por um médico num centro de um estabelecimento
hospitalar.

Antes da administracdo, o produto deverda ser conservado num frigorifico seguro, a
temperatura controlada de -70°C ou inferior, na farmdcia ou noutro local seguro adequado.

Apds a injecdo, o local das injecbes devem ser cobertos por um penso oclusivo antes de os
doentes regressarem a suas casas.

1.2 Caracteristicas que podem provocar efeitos adversos

1.2.1 Efeitos na satide humana

1.2.1.1 Efeitos diretos na saide humana

1.2.1.1.1 Transmissao involuntaria de talimogene laherparepvec a um recetor humano

O HSV-1 de tipo ndo mutado é um agente patogénico global endémico dos humanos, que
sobrevive no ambiente na espécie hospedeira sob a forma de um infecdo persistente ou como
infecdo latente no nucleo de algumas células infetadas (principalmente neurdénios do ganglio
trigémeo), onde permanece inativo indefinidamente ou é reativado dando origem a replica¢do
do virus e, por vezes (mas nem sempre) a sintomas clinicos (ver Sec¢do 1.1.1).

A sua transmissdo é através de contacto direto com secregbes infetadas ou mucosas/pele com
lesGes, a partir de um doente assintomatico ou de um doente sintomatico que dissemine o
virus. A transmissdo do HSV-1 pode também verificar-se através de goticulas respiratérias (ver
Secg¢do 1.1.1).

Talimogene laherparepvec é muito atenuado comparativamente ao HSV-1 de tipo ndo mutado
em termos de viruléncia e patogenicidade através da dele¢do funcional do ICP34.5 de tipo ndo
mutado. Da mesma forma, é provavel que a determinacdo da laténcia esteja diminuida pela
delecdo funcional de ICP34.5 (Perng et al 1996), provavelmente devido a deficiente replicagcdo
do virus nos tecidos periféricos inervados pelos neurdnios. Os niveis de reativagao do tipo ndo
mutado podem ser alcangados a partir de um virus com delegdo de ICP34.5 se for utilizado
1000 vezes mais virus do que o de tipo ndo mutado (Perng et al 1996). Nestas experiéncias, o
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virus nulo de ICP34.5 continuava avirulento, mesmo na dose infeciosa 1000 vezes superior,
apontando para que a laténcia/reativacdo e viruléncia sdo separaveis.

Apesar disto, a transmissdo acidental de talimogene laherparepvec a um recetor humano
involuntario e a determinacdo de laténcia/reativacdo devem ser consideradas um risco
potencial.

A transmissdo inicial teria potencialmente um efeito imediato na saude humana enquanto
uma reativacao seria vista como um efeito tardio.

1.2.1.1.2 Capacidade para transferéncia genética entre humanos e talimogene laherparepvec

O DNA do HSV-1 de tipo ndao mutado circulariza como um epissoma extracromossémico e nao
estd integrado no genoma da célula hospedeira (ver Seccdo 1.1.1). A capacidade do genoma do
HSV-1 para circularizar ndo exige as sequéncias repetidas do terminal virico, a sintese de
guaisquer proteinas virais ou replicacdo viral. Assim, é de prever que a eficiéncia e cinética da
circularizagdo do DNA do genoma de talimogene sejam as mesmas do HSV-1 de tipo ndo
mutado, sem integracdo no genoma da célula hospedeira.

1.2.1.2 Efeitos indiretos na saude humana

1.2.1.2.1 Transmissdo involuntdria de uma variante genética de Talimogene Laherparepvec a
um recetor humano

A criacdo de um HSV-1 de tipo ndo mutado durante o fabrico ndo é possivel uma vez que
nenhuma das delecGes do gene de talimogene laherparepvec necessita de complemento para
crescimento em cultura de tecidos, o que significa que as células utilizadas para fabricar
talimogene laherparepvec nao contém as sequéncias de DNA que codificam os genes
apagados, evitando a reparacdo das mutacGes durante a producgdo do virus. Cada lote de
medicamento é rigorosamente controlado durante a producdo e rigorosamente testado para
confirmar a sua identidade.

A estabilidade genética de talimogene laherparepvec em isolamento (i.e. na auséncia de uma
estirpe diferente coinfetante de HSV-1) foi demonstrada e continua a ser monitorizada. Foram
realizados testes de estabilidade genética por sequenciacdo repetida de pequenas dreas do
genoma de talimogene laherparepvec entre 2001 e 2012. Por exemplo, o GM-CSF do genoma
de talimogene laherparepvec foi completamente coberto por projetos de sequenciacdo em
larga escala, tanto de talimogene laherparepvec derivado de células de BHK como de células
Vero, tendo sido demonstrada a sua conservac¢ao a 100%.

Espera-se que a estabilidade genética de talimogene laherparepvec in vivo seja a mesma do
HSV-1 de tipo ndo mutado.

Experimentalmente, demonstrou-se que a recombina¢do ndo homadloga (recombinacdo entre
diferentes regiGes dos dois genomas virais) ndo ocorre em niveis detetdveis entre virus nao
aptos para replicacdo e aptos para replicagdo (Smith et al 2003).

Contudo, pode ocorrer recombinagdo homodloga gendmica espontaneamente na natureza
entre os genomas virais de estirpes de HSV-1 de tipo ndao mutado. Para que isso ocorra seria
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fundamental que uma célula (humana) fosse infetada simultaneamente por duas estirpes
diferentes.

Assim, existe potencial tedrico para casos de recombinacdo homodloga entre talimogene
laherparepvec e HSV-1 de tipo ndo mutado, levando a criacdo de uma variante genética de
talimogene laherparepvec num individuo e a possibilidade de transmissao dessa variante
genética. Os eventuais produtos de recombinacdo homéloga entre talimogene laherparepvec
e HSV-1 de tipo ndo mutado estdo resumidos na Tabela 1. O potencial para a criacdo de
variantes genéticas estdveis com caracteristicas imprevisiveis € minimizado pelo desenho da
construcado genética de talimogene laherparepvec, conforme descrito em seguida.

Tabela 1. Variantes genéticas estaveis tedricas de Talimogene Laherparepvec criadas por
recombinagdo homoéloga

Sobrerregulagdo
Gene ICP34.5 GM-CSF ICP47 do US11

Aumenta a
replicacdo dos
virus nulos de

Estimulagdo Evasdo ICP34.5
Fungao Viruléncia imunoldgica imunoldgica em tumores
Variante genética
Talimogene laherparepvec -/- +/+ - +
Reparagdo do ICP47 -/- +/+ + -
Reparacdo do ICP34.5 +/+ -/- - +
homozigdtico
Reparacdo do ICP47 e +/+ -/- + -

reparagao do ICP34.5
homozigdtico (HSV-1 de tipo
ndo mutado)

No caso improvavel da recombinagdo homdloga entre o HSDV-1 de tipo ndo mutado e
talimogene laherparepvec ocorrer, e na regido do ICP34.5, o local de inser¢do da cassete de
hGM-CSF (que esta no lugar do ICP34.5) impde que a transferéncia do gene do hGM-CSF
resulte na dele¢do funcional do gene ICP34.5 do HSV-1 de tipo ndo mutado durante o processo
de recombinagdo. O resultado desta recombinacdo seria, portanto, um virus de tipo ndo
mutado (ICP47+) com expressdao de hGM-CSF mas funcionalmente apagado para ICP34.5 e,
portanto, apenas capaz de replicagdo seletiva do tumor. A expressio de US11 seria
equivalente ao tipo ndo mutado uma vez que as regides reguladoras da US11 natural estao
situadas dentro do ICP47. A variante de talimogene laherparepvec produzida simultaneamente
neste contexto repararia o ICP34.5 mas ndo codificaria nem expressaria hGM-CSF. O ICP47 (e
as regides reguladoras da US11 nele localizadas) permaneceria apagado, pelo que a expressao
do US11 continuaria sobrerregulada. Foram criados virus recombinantes que contém a
mutac¢do de sobrerregulacdo da US11 com uma origem genética ICP34.5 no mutado (Mohr et
al 2001). Estes dados demonstraram que a dele¢do do gene ICP34.5 é totalmente responsavel
pelo fenédtipo atenuado da US11 sobrerregulada/virus com delecdo do ICP34.5 e que a
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sobrerregulacdo da US11 contribui pouco para a presenca do ICP34.5. Estes dados sugerem
que ICP47 deveria ser apagado em caso de um virus positivo ICP34.5, ja que o contributo da
sobrerregulacdo da US11 para a replicacdo desse virus seria insignificante. Em termos de
competéncia de replicacdo, os virus resultantes seriam, assim, os mesmos que os materiais
iniciais.

No caso improvdvel de ocorrer recombinacdo homdloga entre HSV-1 de tipo ndo mutado e
talimogene laherparepvec na regido do ICP47, poderia produzir-se uma versdo de talimogene
laherparepvec com hGM-CSF no lugar das duas cépias de ICP34.5 mas com uma cdpia
reparada de ICP47. Uma vez que a dele¢do de ICP47 ndo afeta significativamente a replicacdo
em células ndo tumorais, seria de esperar que este virus fosse afetado de forma semelhante
por talimogene laherparepvec, no entanto, o virus teria menor capacidade de replicacdo em
células tumorais, uma vez que a recombinacdo substituiria as regides reguladoras naturais da
US11 (situadas no interior do ICP47). A variante do HSV-1 de tipo ndo mutado produzida em
simultdaneo neste cendrio seria deletada para ICP47 (e as regides reguladoras da US11
localizadas no seu interior) e, portanto, teria menos capacidade para bloquear a apresentacdo
de antigénios e escapar ao sistema imunitario. De facto, encontrou-se um virus sem ICP47,
mas que continua a expressar US11, equivalente ao tipo ndo mutado em termos de replicacao
e viruléncia no local de inoculagdo e pele circundante. Contudo, o virus sem ICP47 foi menos
neurovirulento do que o tipo ndo mutado apds injecdo na cornea, tendo-se determinado que
tal se deveu a incapacidade de inibir uma resposta das células CD8-+ T protetoras (Goldsmith et
al 1998).

A recombinagdo homdloga nas regides do ICP34.5 e ICP47 resultaria em HSV-1 de tipo nao
mutado ou em talimogene laherparepvec.

Em teoria, é possivel criar virides recombinantes individuais que contenham DNA com uma
copia de ICP34.5 e uma cépia do GM-CSF (uma vez que o ICP34.5 esta presente em duas copias
do genoma do HSV-1 de tipo ndo mutado, uma em cada uma das regides de repeticdo longas).
Apesar de se ter observado heterozigosidade nas regides de repeticdo, estas espécies
heterozigdticas ndo sdo estdveis e revertem para homozigdticas muito frequentemente.

Um exemplo desta situacdo dd-se com o gene que codifica o ICP4, localizado na regido de
repeticao curta do HSV-1.0 ICP4 é um polipéptido precoce imediato essencial para a expressao
de genes virais precoces diferidos e tardios. Mutag¢des sensiveis a temperatura que afetam
este gene diploide, que é de presenca obrigatéria nas duas cdpias do gene, sdo
frequentemente recuperadas (Schaffer et al 1978). Uma vez que é extremamente improvavel
que as duas cdpias do ICP4 adquiram a mesma muta¢do independentemente, esta observagao
sugere que existe um mecanismo que cria homozigotos mutantes a partir de heterozigotos
com muita frequéncia. Este facto foi confirmado pela propagacdo de linhagens de virus
provenientes de um mutante de repeticdo heterozigético do HSV-1 (no qual as duas repeti¢es
invertidas que ladeiam o segmento curto de DNA viral diferiam em comprimento em cerca de
60 pares de bases). Verificou-se que a descendéncia deste heterozigoto continha cerca de 1/3
de heterozigotos e 2/3 de homozigotos apds crescimento de 1 para 10’ PFU, confirmando que
existe um mecanismo que cria homozigotos a partir de heterozigotos com muita frequéncia
(Varmuza & Smiley 1984). Assim, o heterozigoto pode ser visto como um intermedidrio numa
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cadeia de eventos que se inicia com a introducdo de uma alteracdo numa das sequéncias
diploides, seguida pela subsequente aquisicdo desta alteracdo na outra sequéncia diploide.
Provavelmente, esta instabilidade deve-se a recombinacdo em curso entre as regides de
repeticao do HSV no interior do genoma viral individual e as dos outros virides que iniciaram a
infecdo, uma vez que é necessario mais do que um virido para que a replicagcdo produtiva
prossiga. Outras evidéncias de que os virus de repeticdo heterozigdticos ndao persistem na
populagdo sdo provenientes de uma analise de mutantes com dele¢do do ICP4 isolados numa
linhagem celular que criou ICP4 in trans. Todos estes mutantes contém a mesma dele¢do nas
duas cépias do ICP4 sendo, portanto, homozigotos (DelLuca et al 1985).

A instabilidade das regides heterozigdticas do ICP34.5 foi estudada quando duas estirpes
diferentes de HSV-1 foram usadas para criar um virus heterozigdtico que incluisse diferentes
regides de repeticdo longas (onde se encontra o ICP34.5). O virus heterozigdtico que dai
resultou segregou-se nas duas classes de homozigotos de forma igual e com uma frequéncia
elevada (Umene 1987). Para avaliar artificialmente a viruléncia do virus que continha uma
Unica cépia do ICP34.5, o gene foi clonado, sob o controlo de um promotor diferente, numa
regido Unica de um virus com delecdo de ICP34.5 (Holman & MacLean 2008). Este virus, apesar
de expressar mais ICP34.5 do que o virus de tipo ndo mutado, ndo recuperou os niveis de
viruléncia do tipo ndo mutado.

Os virus oncoliticos que s6 expressam uma cépia de ICP34.5 foram criados artificialmente.
Estes virus sé tém capacidade de existir com estabilidade devido as extensas delecdes
gendmicas que evitam a recombinacdo homdloga. Por exemplo, no virus oncolitico NV1020,
em que a regido de unido das regides longa (L) e curta (S) estd apagada, o que significa que
uma copia do ICP34.5 se perdeu (Meignier et al 1988). A regido apagada foi substituida por um
fragmento de DNA de HSV-2 da regido Unica curta. Este fragmento ndo contém nenhuma
sequéncia da regido de repeticdo apagada e, portanto, ndo proporciona um modelo para
recombinacdo homologa.

Tal como com a possibilidade de transmissao do préprio talimogene laherparepvec, a
transmissdo inicial de uma variante de talimogene laherparepvec seria um efeito imediato (e
ndo um efeito tardio). Contudo, uma vez que o HSV-1 pode também entrar num estado
latente, ndo replicativo, qualquer reativagdo seria vista como um efeito tardio na salde
humana.

1.2.1.2.2 Capacidade para transferéncia genética entre humanos e uma variante genética de
Talimogene Laherparepvec

N3o seria expectavel que uma variante genética imagindvel de talimogene laherparepvec
produzida por recombina¢gdo homdloga alterasse a eficiéncia e cinética da circulariza¢cdo do
DNA do genoma viral ou a sua existéncia como epissoma extracromossdomico e,
consequentemente, ndo se espera integracdo no genoma da célula hospedeira.
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1.2.2 Efeitos no meio ambiente
1.2.2.1 Efeitos nos processos ambientais

O ser humano é o Unico hospedeiro natural da infecdo por HSV-1 de tipo ndo mutado. Nao
infeta plantas, raramente infeta animais e ndo contribui para os ecossistemas ou processos
ambientais. Ndo respira e ndo contribui para qualquer producdo primdria ou processo de
decomposicdo. Na sua forma de virido ndo exibe qualquer atividade metabdlica.

N3o é de esperar que alguma das modificacGes genéticas feitas ao HSV-1 de tipo ndo mutante
durante a construcdo de talimogene laherparepvec altere o seu efeito nos processos
ambientais.

1.2.2.2 Transmissao a organismos ndo humanos no meio ambiente

O ser humano é o uUnico hospedeiro natural para infecdo por HSV-1 de tipo ndo mutado. A
infecdo em ndo humanos é rara mas ja foi notificada infecdo por HSV-1 em diversas espécies,
nomeadamente roedores, coelhos, porcos-espinhos e primatas ndo humanos. Nos relatos de
casos disponiveis a infecdo ocorreu subsequentemente a contacto préximo com humanos com
disseminagdo ativa do virus (ver Secgdo 1.1.1).

O potencial de talimogene laherparepvec para exibir interagées bioldgicas ou causar uma
mudanca na variedade de hospedeiros estabelecidos do HSV-1 de tipo ndo mutado é
insignificante. Mesmo uma eventual recombinacdo entre talimogene laherparepvec e o virus
de tipo ndo mutado sé poderia resultar numa reversao das interagdes de tipo ndo mutado na
espécie hospedeira (humanos).

O HSV-1 penetra nas células por interagdo de glicoproteinas virais especificas com recetores da
superficie celular. O gene inserido em talimogene laherparepvec é o hGM-CSF, uma proteina
estimuladora da imunidade que ndo vai afetar a expressdo das glicoproteinas virais pelo que
ndo se espera que altere a variedade de hospedeiros ou o tropismo celular do virus. As
delegbes genéticas em talimogene laherparepvec comprometem a capacidade do virus para se
replicar em células ndo tumorais mas ndo afetam as glicoproteinas virais pelo que ndo se
antevé qualquer efeito na variedade de hospedeiros ou no tropismo celular. Em conformidade,
demonstrou-se que talimogene laherparepvec tem uma variedade de hospedeiros e tropismo
semelhantes aos do HSV-1 de tipo ndo mutado quando determinados tipos de células foram
estudadas. Por exemplo, sabe-se que as células CHO (células de ovario de hamster chinés), que
ndo tém recetores de entrada para o HSV-1, e as células U937 indiferenciadas (que permitem
entrada do virus mas que exibem um bloqueio ao nivel da sintese do RNA) sdo ndo permissivas
para o HSV-1 de tipo ndo mutado nem para talimogene laherparepvec, enquanto se descobriu
que linhas permissivas conhecidas, tais como a linha do carcinoma de células escamosas
humano, FaDu, sustentam replicagdo equivalente dos dois virus. Resumindo, espera-se que a
variedade de hospedeiros e o tropismo de talimogene laherparepvec (ou qualquer variante)
sejam idénticos aos do HSV-1 de tipo ndo mutado.

18

AMGEN



Avaliagao de Risco Ambiental EudraCT: 2015-003011-38
Talimogene Laherparepvec

1.2.2.3 Transferéncia de material genético para o meio ambiente

Em condi¢des normais, ndo se conhecem casos em que HSV-1 de tipo ndo mutado transfira
material genético para outros organismos além do ser humano. O virus ndo é reconhecido
como sendo zoondtico ou zoondtico reverso em condigdes naturais. A replicagdo de DNA
ocorre no nucleo da célula. Nao se verifica integragao do genoma viral com o genoma celular
durante a replicagdo ou laténcia (ver Secgdo 1.1.1).

No exterior do hospedeiro, o HSV-1 é um virus com envelope, sensivel a inativacdo fisica
(desidratacdo, calor, pH baixo) e aos desinfetantes (solventes lipidicos e detergentes suaves)
que rapidamente o inativam. Nao forma estruturas de sobrevivéncia e a sua sobrevivéncia fora
do organismo hospedeiro esta limitada a curtos periodos de tempo. (ver Secgdo 1.1.1).

N3o se espera que qualquer das modificacGes genéticas feitas ao HSV-1 de tipo ndo mutado
durante a construcdo de talimogene laherparepvec permita a transferéncia ou a manutencao
de material genético no meio ambiente (fora da sua espécie hospedeira) ou que tenham efeito
na sensibilidade a agentes de inativagdo nem a capacidade de sobrevivéncia no meio
ambiente. O gene timidina quinase (TK) do HSV permanece intacto, tornando talimogene
laherparepvec sensivel a agentes viricos como o aciclovir.

Por si s6, o HSV-1 de tipo ndo mutado ndo apresenta resisténcia especifica a antibacterianos. O
virus ndo contém qualquer gene que confira resisténcia a antibacterianos de interesse em
termos de saude humana ou animal. Na sua construcdo, ndo estdo presentes em talimogene
laherparepvec quaisquer genes que lhe confiram resisténcia a antibacterianos nem foram
utilizados quaisquer genes de resisténcia antibacteriana como marcadores.

1.3 Conclusoes

Com base na natureza do organismo parental, nas modificacGes genéticas que resultaram em
talimogene laherparepvec e no meio recetor, os eventuais efeitos adversos que talimogene
laherparepvec possa exercer durante a realizagdo do ensaio clinico estdo limitados a:

o Efeitos diretos da transmissdao acidental de talimogene laherparepvec a um recetor
humano que podem ser imediatos ou tardios.

o Efeitos indiretos da transmissdo acidental de uma variante genética de talimogene
laherparepvec a um recetor humano que podem ser imediatos ou tardios.

Ndo foram identificados potenciais efeitos adversos de talimogene laherparepvec em
organismos ndao humanos no meio ambiente, ecosistemas ou processos ambientais.

2. Avaliagdo de eventuais consequéncias/Magnitude do efeito

As eventuais consequéncias dos possiveis efeitos adversos na saude humana identificados na
Seccao 1 da ERA sdao comentadas nesta secg¢ao.
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2.1 Efeitos diretos da transmissao acidental de Talimogene Laherparepvec a um individuo
2.1.1 Magnitude do efeito

E provavel que casos de transmissdo acidental de talimogene laherparepvec a um recetor
humano sejam isolados. O medicamento serd administrado a (e administrado por) um ndmero
limitado de individuos.

Os individuos com maior probabilidade de estarem em risco por uma transmissao involuntaria
sao:

¢ Profissionais de saude envolvidos na administracdo de talimogene laherparepvec

¢ Profissionais de saude ou outros envolvidos nos cuidados ao doente, o que pode incluir a
lavagem de areas afetadas e a mudanca de pensos

¢ Contactos proximos do individuo em tratamento (parceiros e familiares)

Prevé-se que a capacidade de disseminacdo generalizada de talimogene laherparepvec seja
seriamente limitada devido a:

e Administracdo direta no tumor dos doentes elegiveis; a replicagdo no doente serd
autolimitada, dependendo da carga tumoral

e Baixa incidéncia de propagacdo do virus infecioso a partir de individuos tratados com
talimogene laherparepvec (ver Secg¢do 3.1.3)

e Baixa persisténcia e viabilidade fora do organismo hospedeiro; elevada sensibilidade a
agentes fisicos e quimicos (ver Sec¢do 1.1.1)

¢ Modo natural de transmissdo (contacto direto)

* Atenuacdo do virus por delegdo do ICP34.5, tornando-o muito limitado para replicagdo em
células normais (ver Sec¢do 1.1.2)

e Existéncia de imunidade ao HSV-1 de tipo ndo mutado numa propor¢do substancial da
populagdo

¢ Capacidade diminuida para evitar o sistema imunitario do hospedeiro, atribuida pela dele¢do
do ICP47 (ver Secgdo 1.1.2).

2.1.2 Consequéncias da transmissdo acidental de Talimogene Laherparepvec a um individuo
2.1.2.1 Viruléncia e patogenicidade

A delecdo funcional do ICP34.5 no talimogene laherparepvec diminui significativamente a
viruléncia comparativamente ao HSV-1 de tipo ndo mutado. Assim, o talimogene
laherparepvec é capaz de se replicar em células tumorais mas estd significativamente
atenuado em células normais. Consequentemente, é provavel que a toxicidade mediada pelo
virus seja residual.
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Estirpes de HSV-1 sem ICP34.5 foram amplamente utilizadas sem incidentes em diversos
modelos animais e também em diversos ensaios clinicos no ser humano, conforme detalhado
em seguida.

Em qualquer eventualidade, a toxicidade ndo seria superior a observada para o HSV-1 de tipo
ndo mutado (ver Secgdo 1.1.1) e talimogene laherparepvec continua sensivel a agentes
antivirais, tal como o aciclovir (ver Secgao 1.1.2).

2.1.2.1.1 Dados ndo clinicos de seguranga obtidos com mutantes nulos ICP34.5 de HSV-1

Foi utilizada inoculagdo intracerebral de ratinhos para estudar o grau de atenuacdo conferido
pela dele¢do do ICP34.5. As estimativas oscilam entre 25 a 90 vezes maior atenua¢do do que
no tipo ndo mutado (Bolovan et al 1994; apesar do mutante utilizado nesta referéncia conter a
insercdo de um coddo de terminagdo inserido no gene que codifica o ICP34.5, pode ter
ocorrido este mesmo nivel de leitura prévia) a um enfraquecimento superior a 100.000 vezes
(Chou et al 1990; MaclLean et al 1991).

Com base em observagdes de estudos em animais, prevé-se que os virus nulos ICP34.5 tenham
melhorado a seguranca das estirpes de HSV-1 de tipo ndo mutado no tratamento de diversos
tumores humanos (Chambers et al 1995; Kesari et al 1998; Martuza et al 1991; Miller et al
2001; Thomas & Fraser 2003). Foi demonstrado que o HSV-1 com delecdo do ICP34.5 é incapaz
de se replicar ou provocar doenca em células nao divisiveis (Brown et al 1994b) e esta
atenuado para causar encefalite (Whitley et al 1993). Adicionalmente, o HSV-1 com delec¢do de
ICP34.5 pode ter diminuido a viruléncia em determinados ratinhos imunodeficientes (Valyi-
Nagy et al 1994); este assunto é discutido mais pormenorizadamente em “Seguranca em
ratinhos imunodeficientes” (ver seccdo 2.1.2.4.1). Além disso, a seguranga dos virus com
delecdo de ICP34.5 foi também demonstrada em diversas espécies, inclusive em ratinhos
(McKie et al 1998), coelhos, (Perng et al 1995) e primatas ndo humanos (Hunter et al 1999;
Varghese et al 2001).

2.1.2.1.2 Dados clinicos de seguranca obtidos com mutantes nulos ICP34.5 de HSV-1

Diversas estirpes de HSV-1 sem ICP34.5 foram largamente utilizadas sem incidentes em
diversos ensaios clinicos em humanos ja publicados.

Nenhum doente em qualquer destes ensaios clinicos desenvolveu encefalite por HSV ou
necessitou de tratamento com aciclovir. Com a utilizagdo de virus apenas com dele¢do de
ICP34.5, ndo se observou toxicidade apds a administracdo i.t. até 10° PFU de virus em 21
doentes com glioma maligno (Papanastassiou et al 2002; Rampling et al 2000) e em 5 doentes
com melanoma metastatico (MacKie et al 2001). Nestes estudos, nenhum dos doentes sofreu
sintomas adversos atribuiveis a administracdo do virus. Mais tarde, o mesmo virus foi injetado
no bordo da cavidade da ressecdo em 12 doentes com glioma tratado cirurgicamente (Harrow
et al 2004) ou, por via intratumoral, em 20 doentes com carcinoma oral de células escamosas
(Mace et al 2008). Mais uma vez, ndo se verificou evidéncia clinica de toxicidade associada a
administragao do virus em qualquer destes doentes.

Foram também efetuados diversos ensaios clinicos com diversas versdes nulas do ICP34.5 do
HSV. Um destes virus, o G207, também tem delecdo do gene codificador da redutase de
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ribonucleotideo pelo que os resultados ndo sdo diretamente comparaveis aos de um virus nulo
ICP34.5. Todavia, foi demonstrado que administragdes até 10° PFU de G207 foram seguras em
27 doentes com glioma maligno (Markert et al 2000; Markert et al 2009).

Além da delecado funcional do ICP34.5, houve delecao do ICP47 de talimogene laherparepvec e
insercao de uma cassete de expressao hGM-CSF no lugar do ICP34.5. Conforme anteriormente
descrito, a cassete de expressdo hGM-CSF é uma modificacdo estimuladora da imunidade e,
portanto, ndo vai afetar a viruléncia ou atenuar mais o virus. A delecdo do ICP47 afeta
indiretamente a capacidade do virus se replicar em células tumorais mas ndo reverte a
atenuacdo. Esta distingdo é possivel porque além de permitir que ocorra a apresentacdo de
antigénios nas células infetadas, a delecdo do ICP47 provoca a sobrerregulacdo do gene
vizinho, o US11. O US11 é geralmente regulado como um gene tardio, mas a dele¢do do ICP47
coloca o US11 sob o controlo das sequéncias reguladoras do ICP47, fazendo com que se
expresse como um gene precoce imediato (Mohr & Gluzman 1996). Este é um aspeto
importante do mecanismo de acdo de talimogene laherparepvec, uma vez que a
sobrerregulacdo do US11 permite que talimogene laherparepvec se repliqgue com maior
eficacia em tumores. No entanto, foi demonstrado que a sobrerregulacdo do US11 num
segundo plano de um virus com delecdo do ICP34.5 ndo afeta a viruléncia em tecidos sem
tumor; em ratinhos imunocompetentes ou imunocomprometidos, um virus nulo ICP34.5 com
sobrerregulacdo do US11 estd igualmente atenuado como um virus nulo ICP34.5 isolado. Num
estudo que abordou este assunto, 100% dos ratinhos imunocomprometidos que receberam
10° PFU do virus HSV-1 de tipo ndo mutado tinham morrido 8 dias apds injecdo intraperitoneal.
Pelo contrério, o virus nulo ICP34.5 com US11 sobrerregulado foi indistinguivel do virus nulo
ICP34.5, com 100% dos ratinhos a sobreviverem & administragdo de 10°PFU de qualquer um
dos virus durante o minimo de 21 dias apds a inje¢do (Mohr et al 2001).

2.1.2.2 Potencial para provocar encefalite

Para avaliar com rigor o risco de encefalite por HSV foram efetuados estudos para avaliar a
capacidade dos virus nulos ICP34.5 se replicarem em células ependimdrias, que sdo células de
divisdo que forram os ventriculos do cérebro mas que ndo tém origem tumoral. Apesar de ser
ainda muito atenuado, comparativamente ao virus de tipo ndo mutado, os virus nulos ICP34.5
podem replicar num nivel baixo nas células ependimarias (Kesari et al 1998; Markovitz et al
1997; Mehta et al 2010). A exposicdo destes tipos de células particulares ao virus sé se
verificaria se o virus vazasse ou fosse involuntariamente inoculado no ventriculo cerebral pelo
que é muito improvavel que tal ocorra na sequéncia de uma inje¢do i.l. Contudo, para avaliar
as suas eventuais consequéncias, foi injetada uma dose alta de virus nulo ICP34.5 (G207, no
qual também se apagou a redutase de ribonucleotideo) nos ventriculos cerebrais de ratinhos.
100% dos ratinhos injetados com o virus com delegao sobreviveram durante 20 semanas sem
sintomas aparentes de doencga, enquanto 80% dos ratinhos injetados com 10.000 vezes menos
virus de tipo ndo mutado morreram em 10 dias (Sundaresan et al 2000). Além disso, num
ensaio clinico em humanos que utilizou o mesmo virus G207 para gliomas malignos, um desvio
inadvertido ao protocolo resultou na inoculagdo do virus no ventriculo cerebral em vez de
diretamente no glioma, num individuo incluido no ensaio clinico (Markert et al 2009). Este
doente necessitou de tratamento com dexametasona mas uma IRM nao encontrou alteragoes
sugestivas de encefalite e ndo foi necessario aciclovir.

22

AMGEN



Avaliagao de Risco Ambiental EudraCT: 2015-003011-38
Talimogene Laherparepvec

2.1.2.3 Efeitos potenciais do transgene

O Unico gene inserido em talimogene laherparepvec é o hGM-CSF, cujo produto ndo é uma
toxina conhecida e é um produto farmacéutico aprovado pela Food and Drug Administration
(FDA) dos Estados Unidos (US).

2.1.2.3.1 Potencial toxicidade de hGM-CSF

O hGM-CSF também é uma proteina natural, endégena e bem caracterizada que estimula a
producdo e maturacdo de macréfagos e células dendriticas. A expressdo de hGM-CSF mediada
pelo talimogene laherparepvec destina-se a estimular as células imunitdrias a atacarem células
tumorais e a exibirem antigénios tumorais, alertando assim o sistema imunitdrio e resultando
em imunidade especifica para o tumor (Liu et al 2003b).

A administracdo de hGM-CSF foi largamente testada e a sua seguranca demonstrada em
diversas espécies (Baiocchi et al 2001; Davis et al 1990; Liu et al 2003a; Liu et al 2003b;
Nemunaitis et al 1991; Rowe et al 1995; Soiffer et al 2003; Wang et al 2002). O GM-CSF
humano tem sido também largamente utilizado em diversos ensaios clinicos, tendo
demonstrado ser seguro e eficaz contra inUmeras situagées malignas (Bendandi et al 1999;
Daud et al 2008; Jager et al 1996; Sato et al 2008; Schmittel et al 1999; Spitler et al 2009). Mais
recentemente, num ensaio clinico que incluiu mais de 800 doentes concluiu-se que o hGM-CSF
era seguro e eficaz, segundo a avaliacdo da sobrevivéncia livre de doenga dos doentes com
melanoma ressecado de alto risco (Lawson et al 2010).

O GM-CSF humano recombinante (Leukine®; sargramostim) foi aprovado pela FDA pela
primeira vez em 1991 e, posteriormente em 1996, numa formulacdo diferente, para estimular
a recuperacdo de gldbulos brancos apds quimioterapia ou transplante medular. As doses de
hGM-CSF administradas com esta terapéutica sdao geralmente muito superiores das que se
esperaria que fossem criadas apds tratamento com talimogene laherparepvec. Os efeitos
adversos resultantes da perfusdo intravenosa ou da injecdo subcutdnea de hGM-CSF em
humanos sdao geralmente ligeiros, consistindo principalmente em febre, dor muscular e reagdo
no local da injegao.

Provenge®, que consiste em células mononucleares autélogas de sangue periférico ativadas
com PAP-GM-CSF (sipuleucel-T) para utilizagdo na maturagdo ex-vivo e carga de células
dendriticas com antigénios especificos da préstata para utilizagdo em doentes com cancro da
prostata, obteve autorizacdo de comercializagdo na UE a 6 de setembro de 2013. A 6 de maio
de 2015, a Comissao Europeia retirou a autorizagdo de comercializagdo a Provenge® a pedido
do titular de AIM, Dendreon UK Ltd, por razdes comerciais. Provenge® esta também aprovado
nos EUA desde abril de 2010.

Recentemente, EmbryoGen®, um meio para fertilizacdo in vitro com GM-CSF demonstrou
auxiliar a implantagdao embrionaria em mulheres com risco elevado de aborto. EmbryoGen®
recebeu marcac¢do CE na Unido Europeia em 2011 e obteve autorizagdo 510k da FDA no final
de 2012.
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2.1.2.3.2 Eventual oncogenicidade de hGM-CSF

O hGM-CSF (Leukine®; sargramostim) é um medicamento aprovado pelos EUA e utilizado em
rotina na pratica clinica nos Estados Unidos. O GM-CSF ndo é um oncogene conhecido, mas
inibe a apoptose e induz a proliferacao de células alvo especificas de vida curta que expressam
o recetor do hGM-CSF. Quando algumas células que normalmente ndo expressam o recetor do
hGM-CSF foram desenhadas para o sobreexpressar e, em seguida, foram expostas a hGM-CSF,
algumas das células sofreram transformagdes (Areces et al 1993; Lang et al 1985). Contudo,
nestes estudos as células recetoras ja estavam imortalizadas, sugerindo que ja tinham sido
submetidas, pelo menos, a uma fase importante do processo de transformacgdo. Ficou
demonstrado que o hGM-CSF mostrou boa tolerdncia clinica (ver acima). No entanto, num
ensaio clinico que avaliou o tratamento a longo prazo com hGM-CSF, dois dos 98 individuos
desenvolveram leucemia mieloide aguda (AML) (Spitler et al 2009). E importante notar que
estes doentes foram tratados com doses muito superiores de hGM-CSF do que as que seriam
expressadas por talimogene laherparepvec. Além disso, ndo ficou claro neste estudo se estes
casos se deveram a um crescimento descontrolado de mieloblastos induzido por hGM-CSF ou
a doengas pré-existentes (um dos dois doentes tinha uma transloca¢do cromossémica e o
outro trabalhava com chapas de metais, com grande exposi¢cdo a carcinogénios industriais).
Até a data, ndo foram relatados casos de AML em doentes tratados com talimogene
laherparepvec em ensaios clinicos.

2.1.2.4 Efeitos observados com a administragdo de Talimogene Laherparepvec durante o
desenvolvimento

2.1.2.4.1 Dados nao clinicos de seguranga obtidos com Talimogene Laherparepvec

Foi realizado um programa exaustivo que avaliou a seguranca e biodistribuicdo de talimogene
laherparepvec. Este programa foi desenhado para cumprir as Considera¢des da ICH para Virus
Oncoliticos (setembro 2009), terapéuticas genéticas e terapéuticas derivadas de
biotecnologias.

2.1.2.4.2 Dados clinicos de seguranca obtidos com Talimogene Laherparepvec

Dez estudos clinicos foram, ou, estdo a ser realizados em vdrios tipos de tumores avancados
com um total de 430 doentes tratados com laherparepvec talimogene desde 05 de maio de
2014 (de acordo com a Brochura do Investigador V12, datada de outubro de 2014). A Amgen
publicou dados clinicos de alguns desses estudos, incluindo dados de seguranga em 292
doentes com melanoma n3o ressecavel de fase IlIB a IV, no estudo de fase 3 (005/05)
(Andtbacka et al 2015), 30 doentes com doenga recidivada por varios tumores sélidos malignos
(Hu et al 2006), 50 doentes com melanoma metastatico (Senzer et al 2009) e 17 doentes com
carcinoma de células escamosas da cabeca e pescoc¢o (Harrington et al 2010). Nenhum doente
em qualquer destes estudos desenvolveu encefalite por HSV. Os eventos adversos
relacionados com o tratamento notificados com maior frequéncia em doentes tratados com
talimogene laherparepvec em monoterapia incluiram: nduseas, vomitos, diarreia, arrepios,
pirexia, fadiga, sintomas de tipo gripal, dor no local da inje¢do, rea¢des no local da injecdo e
mialgia.
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O uso concomitante de talimogene laherparepvec, cisplatina e radioterapia por feixe externo
nos 17 doentes com carcinoma de células escamosas da cabeca e pescoc¢o (Harrington et al
2010), ndo resultou em eventos adversos mais frequentes ou mais graves além dos
normalmente encontrados com estas outras terapéuticas antineoplasicas isoladas.

Até a data, foram relatados quatro casos de exposicdo acidental com talimogene
laherparepvec (ou com o seu equivalente murino). Destes, 3 foram ferimentos por picada de
agulha, um dos quais resultou no desenvolvimento de uma lesdo de tipo “panaricio herpético”
no local da pungdo no dedo. Confirmou-se por PCR que esta lesdo foi provocada por
talimogene laherparepvec como seria previsivel com uma picada de agulha com uma dose
pura de talimogene laherparepvec. Os outros dois ferimentos por picada de agulha (um com
talimogene laherparepvec, outro com o seu equivalente murino) ndo produziram sinais nem
sintomas. Destes trés ferimentos por picada de agulha dois foram tratados com medicacao
anti-HSV1.A quarta exposicdo acidental foi um salpico de talimogene laherparepvec para a
face do investigador que, posteriormente foi tratado com solugdo oftadlmica antiviral em
profilaxia e ndo desenvolveu quaisquer sinais ou sintomas associados a exposicao.

2.1.2.5 Efeitos provaveis de Talimogene Laherparepvec em individuos involuntarios

Em caso de transmissdo a um recetor humano involuntdrio, espera-se que as consequéncias
para o individuo sejam insignificantes. No entanto, é adequado ponderar eventuais cenarios
em individuos saudaveis imunocompetentes, em individuos imunocomprometidos (os muito
novos ou muito velhos) e nos imunossuprimidos por doenca subjacente ou por terapéutica
(p.ex. doentes com VIH, transplantados, doentes com cancro submetidos a determinados
tratamentos). E também importante considerar possiveis efeitos em recém-nascidos em caso
de transmissdo a uma mulher gravida.

2.1.2.5.1 Efeitos em individuos imunocompetentes

E pouco provavel que a exposicdo de individuos imunocompetentes a talimogene
laherparepvec produza efeitos adversos devido a natureza muito atenuada do virus. Na pior
das hipdteses, esperar-se-ia um perfil de eventos adversos semelhante ao observado em
ensaios clinicos nos quais talimogene laherparepvec foi utilizado em monoterapia. No entanto,
seria de esperar que essas reagdes fossem simultaneamente menos graves e menos
frequentes num recetor involuntario uma vez que:

e A capacidade de talimogene laherparepvec replicar em células ndo tumorais estd
extremamente atenuada

* A replicagdo viral e a expressdio do GM-CSF num ambiente ndo tumoral sera
significativamente inferior do que a que se verifica em doentes

e A exposicdo inicial serda consideravelmente menor do que em doentes e,
provavelmente, numa Unica ocasido, contrariamente a varias inje¢cdes recebidas pelos
doentes
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2.1.2.5.2 Efeitos em individuos imunocomprometidos

Quase todos os casos de complicagdes graves em infecdes por HSV de tipo ndo mutado em
humanos ocorrem em individuos imunocomprometidos (ver Seccdo 1.1.1). Nestes casos, o
sistema imunitario é incapaz de controlar a infecdo, que se dissemina.

Individuos imunocomprometidos expostos acidentalmente a talimogene laherparepvec
poderdo, portanto, manifestar toxicidade, no entanto, as consequéncias da transmissdo aos
gravemente imunocomprometidos ndo sdo consideradas maiores do que as colocadas pelo
HSV-1 de tipo ndo mutado.

No protocolo do ensaio clinico (20130232) é incluido um critério de exclusdo de individuos se
houver evidéncia de imunossupressdo clinicamente significativa. Ademais, o IPIM e os
materiais de informacdo disponibilizados aos individuos incluem uma adverténcia referindo
gue individuos com imunossupressao ndao devem ter contacto direto com o local da injecdo de
talimogene ou com o penso de protecao.

Se houver indicagcdo clinica, pode ser utilizado aciclovir, no tratamento para infecdo
disseminada por HSV-1 de tipo ndo mutado em individuos imunocomprometidos, uma vez que
talimogene laherparepvec permanece suscetivel devido a retencdo do gene TK gene na
construcdo (ver Seccdo 1.1.2). Contudo, de acordo com as orientacbes do protocolo, a
dosagem deve ser permanentemente descontinuada se, na opinido do investigador, o
individuo desenvolver evidéncia clinica de infe¢cdo grave por herpes (tal como HSV, hepatite,

encefalite ou infe¢do disseminada).
2.1.2.5.3 Efeitos em recém-nascidos

As consequéncias de infecdo por HSV-1 de tipo ndo mutado em recém-nascidos podem ser
graves (ver Seccdo 1.1.1), devido a uma maior dependéncia da imunidade inata ao invés da
adaptativa (adquirida) nas primeiras semanas de vida. A infe¢do é mais provavel em casos nos

quais as maes sdao expostas ao HSV-1 no ultimo trimestre de gravidez, ja que o feto ndo

adquire imunidade passiva da mae.

Apesar do risco do recém-nascido adquirir infecdo viral de uma mae exposta a talimogene
laherparepvec nao ter sido estabelecido, é provavel que o risco de transmissdo viral e infe¢ao
no recém-nascido seja inferior ao observado com o HSV-1 de tipo ndo mutado.

As mulheres gravidas foram excluidas dos estudos clinicos com talimogene laherparepvec e,
até a data, ndo foram recebidos relatos de exposi¢dao acidental em mulheres gravidas ou a
amamentarem. Os critérios de exclusdo relacionados com gravidez, amamentagao, inten¢do
de engravidar e recusa de utilizacdo de métodos contracetivos estdo incluidos no protocolo do
ensaio clinico do estudo 20130232.
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2.2 Efeitos indiretos da transmissdo acidental de uma variante genética de Talimogene
Laherparepvec a um individuo

2.2.1 Magnitude do efeito

Tal como com talimogene laherparepvec, é provavel que os casos de transmissdo de uma
variante genética de talimogene laherparepvec a um recetor humano involuntario sejam
isolados (ver Secg¢do 2.1.1).

O medicamento em investigacdo sera administrado a um numero limitado de individuos, em
conformidade com os critérios de inclusdo e exclusdo estipulados no protocolo do ensaio
clinico (20130232).

Os individuos com maior probabilidade de serem recetores de uma transmissao involuntaria
de uma variante genética de talimogene laherparepvec seriam:

e Funcionarios do centro do estudo envolvidos no manuseamento e administragdo do
produto.

e trabalhadores em cuidados de saude, ou outros, envolvidos nos cuidados ao doente, que
podem incluir a lavagem de areas afetadas e a mudancga de pensos.

e Contactos préximos do individuo tratado (parceiros e familiares).

Espera-se que a capacidade para a disseminacdo generalizada de uma variante genética de
talimogene laherparepvec seja extremamente limitada devido a:

e Atenuacdo do virus, seja pela delecdo continuada de ICP34.5, restringindo muito a sua
replicagdo em células normais ou pela dele¢do continuada de ICP47, comprometendo a
sua capacidade de iludir o sistema imunitario do hospedeiro. Assim, qualquer variante
estavel estara comprometida na sua capacidade para dissemina¢do comparativamente ao
HSV-1 de tipo ndo mutado, apesar de potencialmente ndo tdo gravemente como o préprio
talimogene laherparepvec (ver Secgdo 1.1.2 para discussdo das possiveis variantes
genéticas estaveis de talimogene laherparepvec)

e Até a data, baixa incidéncia de libertagdo do virus infecioso a partir de individuos tratados
com talimogene laherparepvec (ver Secgdo 3.1.3).

e Baixa persisténcia e viabilidade fora do hospedeiro; elevada sensibilidade a agentes fisicos
e quimicos (ver Seccdo 1.1.1).

¢ Modo natural de transmissdo (contacto direto)

e Existéncia de imunidade ao HSV-1 de tipo ndo mutado numa grande propor¢ao da
populagdo

2.2.2 Consequéncias da transmissdao acidental de uma variante genética de talimogene
laherparepvec a um individuo

Conforme descrito na Secgdo 1.1.2, existem apenas trés possiveis variantes genéticas estaveis
de talimogene laherparepvec que, em teoria,podem ser criadas por recombina¢do homdéloga
entre talimogene laherparepvec e HSV-1 de tipo ndo mutado, desde que se repliquem
simultaneamente na mesma célula.
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A reparacdo do ICP34.5 e do ICP47 resultariam num virus de tipo ndo mutado (i.e. o mesmo do
virus coinfetante) que ndo representa outras preocupacdes além do potencial para
transmissdo do prdprio virus de tipo ndo mutado coinfetante.

A reparagdo apenas da fungdo do ICP47 restituiria a capacidade da variante iludir o sistema
imunitario (a semelhancga do virus de tipo ndo mutado) mas continuaria a ndo ser capaz de se
replicar em células ndo tumorais devido a dele¢do funcional do ICP34.5. Em termos dos seus
eventuais efeitos em recetores involuntarios, esta variante ndo apresentaria riscos adicionais
aos descritos para o préprio talimogene laherparepvec.

A reparacgdo apenas da fun¢do do ICP34.5 resultaria na eliminagdo do transgene (GM-CSF).
Assim, as potenciais consequéncias descritas na Seccdo 2.1.2.3 ja ndo se aplicariam. Contudo,
esta variante ndo estaria atenuada na sua capacidade para replicacdo em células ndo tumorais
e, portanto, esperar-se-ia que a sua viruléncia fosse equivalente a do virus de tipo ndo mutado.
Esta variante conservaria também uma dele¢do do ICP47, tornando-o consequentemente
incapaz de iludir o sistema imunitario tdao eficazmente como o virus de tipo ndo mutado.
Demonstrou-se que um virus sem ICP47 mas ainda com expressao de US11 é equivalente ao
virus de tipo ndo mutado em termos de replicacdo e viruléncia no local de inoculagdo e pele
circundante.

No entanto, o virus sem ICP47 foi menos neurovirulento do que o de tipo ndo mutado apds
injecdo na cdrnea, tendo sido demonstrado que tal se devia a uma incapacidade para inibir
uma resposta protetora das células T CD8" (Goldsmith et al 1998). Em termos dos seus
eventuais efeitos em recetores involuntarios, esta variante apresentaria, no maximo, efeitos
patogénicos equivalentes aos observados em infecdes por HSV-1 de tipo ndo mutado.

E importante notar que ao avaliar os riscos potenciais associados as variantes genéticas de
talimogene laherparepvec que, em todos os casos, as variantes de talimogene laherparepvec
s6 podem ser criadas por recombinagao homdloga com um virus HSV-1 de tipo ndo mutado,
com replicagdo simultanea na mesma célula. Assim, a transmissdo de qualquer uma destas trés
possiveis variantes genéticas estaveis de talimogene laherparepvec anteriormente descritas
nao constitui um risco acrescido para um recetor involuntario superior ao colocado pela
propria infecdo de tipo ndo mutado ‘precursora”.

2.3 Conclusoes

Considera-se que a potencial magnitude de propagacdo acidental na populagdo humana é
baixa, dado a natureza atenuada de talimogene laherparepvec e das suas potenciais variantes.

Nos individuos que possam ter sido expostos de forma acidental a talimogene laherparepvec
ou as suas possiveis variantes genéticas, espera-se que os efeitos adversos sejam de menor
gravidade do que os observados com a infecdo pelo HSV-1 de tipo ndo mutado que, por sua
vez, é universalmente classificado como “risco individual moderado, risco baixo/limitado na
comunidade”; ver Seccdo 4.1.

Concluindo, espera-se que as potenciais consequéncias em caso de transmissdo de
talimogene laherparepvec ou das suas possiveis variantes genéticas sejam baixas e isoladas.
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3. Avaliacao da probabilidade de ocorréncia de efeitos adversos identificados

A probabilidade de ocorréncia de possiveis efeitos adversos na saude humana identificados na
Secgdo 1 da ERA é avaliada nesta secgdo.

3.1 Probabilidade de efeitos diretos da transmissdo acidental de talimogene laherparepvec a
um individuo

Os potenciais efeitos adversos diretos e a magnitude e consequéncias dos efeitos descritos nas
seccOes anteriores da ERA estdo dependentes da probabilidade de exposicdo de recetores
involuntarios a talimogene laherparepvec.

Por sua vez, isto é influenciado pela forma, escala e ambiente de libertagdo, dos potenciais
mecanismos de exposicdo e medidas especificas de gestdo de risco em vigor para minimizar a
exposicdo, assim como dos dados disponiveis relacionados com a disseminacdo e exposicao a
talimogene laherparepvec obtidos durante o desenvolvimento.

3.1.1 Forma, escala e meio de libertacao

Talimogene laherparepvec é um medicamento proposto para um ensaio clinico de fase 1b/3,
multicéntrico, sem ocultacdo, para avaliar se um regime de uma imunoterapia oncolitica
(talimogene laherparepvec) e um inibidor de um ponto de controlo imunitario
(pembrolizumab) é seguro e tolerado e que o tratamento combinado pode aumentar a eficacia
clinica de pembrolizumab em monoterapia no SCCHN (carcinoma de células escamosas da
cabega e pescogo) recorrente ou metastatico.

Talimogene laherparepvec destina-se a injecdo intralesional em tumores cutaneos,
subcutaneos e nodulares injetaveis por um médico qualificado num estabelecimento de saude
onde o estudo esteja a decorrer, com as devidas precaugdes (ver Secgdo 5). Esta investigagdo
de fase 1b/3 serd efetuada na Austria, Austrélia, Bélgica, Brasil, Canadd, Republica Checa,
Franca, Alemanha, Grécia, Itdlia, Holanda, Polénia, Portugal, Espanha, Suica, Africa do Sul,
Reino Unido, EUA e em alguns paises asiaticos, sujeito as aprovacgdes locais necessdrias.

A utilizagdo de talimogene laherparepvec comecarad logo que possivel apds a recegdo das
aprovacoes locais necessarias. A duracdo internacional global deste estudo de fase 1b/3 é de
cerca de 96 meses.

Os frascos para injetaveis com 1,15 ml de talimogene laherparepvec serdo fornecidos as
farmacias dos centros do estudo em duas dosagens nominais; 10° PFU/ml ou 10° PFU/m.

O volume maximo de talimogene laherparepvec administrado em qualquer dose é 4,0 ml para
qualquer lesdo individual. A dose maxima em qualquer tratamento é 8,0 ml
(independentemente do numero de lesdes).

A duragdo do tratamento com talimogene laherparepvec varia entre individuos, até ao
maximo de 24 meses. Consequentemente, participantes individuais poderdo receber o
maximo de 265 frascos para injetaveis, o que representa aproximadamente um total de
2 x10™ PFU de talimogene laherparepvec durante a duragdo méaxima do tratamento.
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Apds a injecdo, os locais da injegcdo serdo cobertos por um penso oclusivo antes de os doentes
abandonarem o estabelecimento hospitalar.

3.1.2 Eventuais mecanismos de exposi¢cao e medidas de gestao de risco
3.1.2.1 Mecanismo de transmissao e capacidade de sobrevivéncia

O HSV-1 de tipo ndo mutado sobrevive no ambiente no hospedeiro (ser humano) sob a forma
de uma infecdo persistente ou uma infecdao latente no nucleo de algumas células infetadas
(especialmente neurdnios do ganglio do trigémeo), onde pode permanecer inativo
indefinidamente ou ser reativado provocando a secre¢do de virus e, por vezes (apesar de nem
sempre) sintomas clinicos.

O seu modo de transmissdo é através de contacto direto com secrecbes infetadas ou
membranas mucosas/lesGes cutaneas a partir de um doente assintomatico ou sintomatico que
dissemina o virus. A transmissdo do HSV-1 também pode ocorrer através de goticulas
respiratdrias (ver Sec¢do 1.1.1).

Fora do hospedeiro, o HSV-1 é um virus com envelope, sensivel e rapidamente inativado por
inativacdo fisica (desidratacdo, calor ou pH baixo) e desinfetantes (solventes lipidicos e
detergentes suaves) (ver Sec¢do 1.1.1.)

N3o é de esperar que alguma das modificacGes genéticas feitas ao HSV-1 de tipo ndo mutado
durante a construcdo de talimogene laherparepvec tivesse efeito no modo de transmissao,
capacidade de sobrevivéncia no meio ambiente ou sensibilidade a agentes inativantes (ver
Secgdo 1.2.2).

3.1.2.2 Potencial para exposi¢ao durante a administragao

Talimogene laherparepvec serd administrado por injecdo intralesional nos tumores injetaveis
cutdneos, subcutaneos e nodulares, com ou sem imagem guiada por ecografia. A
administracdo so sera efetuada por um profissional de saude nas instalagdes de um centro do
estudo aprovado, com as devidas precaugées (ver Secgdo 5).

Dado as pequenas manipulagOes exigidas para retirar a dose do frasco para injetaveis para
uma seringa (com um potencial pouco provavel de aerossol do espago morto da agulha) o
potencial para exposi¢do durante a administragao é baixo.

O mecanismo de exposicdao mais provavel durante a administracdo sdo ferimentos por picada
de agulha no profissional de saude.

Os procedimentos de administracdo e precaugdes (incluindo a utilizagdo de equipamento de
protecdo individual (PPE)) estdo descritos na Secgdo 5. A disponibilidade de PPE adequado e de
procedimentos estabelecidos para eliminacdo de residuos médicos potencialmente perigosos
sdo universais em estabelecimentos hospitalares.
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3.1.2.3 Potencial para exposi¢ao a partir do meio ambiente no local da administracao

Talimogene laherparepvec é para administracdao nas instalacdes de um centro do estudo
aprovado. As instrugbes para a eliminacdo de residuos e para a resolucdo de derrames
acidentais e roturas estao disponiveis na Secc¢do 5.

Assim, o potencial para exposicdo a partir do meio ambiente no local da administracdo é
considerado baixo.

3.1.2.4 Potencial para exposi¢cdao apds administragdo

Apds a administracdo, os locais da injecdo devem ser cobertos por um penso oclusivo antes do
doente abandonar as instalacdes do centro.

Foi detetado DNA de talimogene laherparepvec em 17% das amostras retiradas do exterior do
penso durante o desenvolvimento (Estudo 20120324 a decorrer),mas o nimero de cépias foi
geralmente inferior ao de esfregacos de lesGes injetadas e nenhuma das amostras resultou em
TCIDs, positivas para a presenca de virus infecioso (ver Seccdo 3.1.3).

O folheto informativo distribuido a cada participante adverte que a elimina¢cdo de pensos
usados deve ser feita no centro do estudo na visita seguinte agendada. O participante recebe
pensos adicionais, luvas descartaveis e sacos plasticos de abertura facil, assim como instrugdes
especificas a seguir para minimizar o risco de exposicdo acidental ao meio ambiente.

Assim sendo, o potencial para exposi¢do a talimogene laherparepvec apés a administragdo é
considerado baixo.

3.1.3 Dados disponiveis relacionados com a disseminagdao do virus e exposicao humana a
Talimogene Laherparepvec

Até a data, foram relatadas quatro exposicGes acidentais a talimogene laherparepvec (ou ao
seu equivalente murino) em ensaios clinicos. Trés destas exposi¢cdes acidentais foram com
talimogene laherparepvec, duas por ferimento com picada de agulha e a terceira por salpico
para a face. De referir que se verificou uma outra picada de agulha, com uma variante em
desenvolvimento com o gene murino de GM-CSF fora do ambiente hospitalar. As
consequéncias destes incidentes estdo descritas na Sec¢do 2.1.2.4.2.

3.1.4 Conclusao

Tendo em consideragdo a forma, escala e meio de libertagao, os potenciais mecanismos de
exposicdo e as medidas de gestdo de risco implementadas, assim como os dados clinicos
disponiveis relativos a disseminagdo e exposi¢do a talimogene laherparepvec, considera-se que
a probabilidade de efeitos diretos de talimogene laherparepvec num recetor involuntdrio é
baixa.

3.2 Probabilidade de efeitos indiretos da transmissdo acidental de uma variante genética de
talimogene Laherparepvec a um individuo

Uma variante genética de ocorréncia espontanea de talimogene laherparepvec exigiria um
evento(s) de recombinacgdo inicial que levasse a criagdo de uma variante genética prépria. E
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pouco provavel que um virus de tipo ndo mutado se encontre no mesmo tecido que
talimogene laherparepvec uma vez que este Ultimo é injetado diretamente nas células
tumorais e ndo consegue propagar-se eficazmente em tecido normal, enquanto o HSV-1 pré-
existente se encontra nos tecidos de mucosa ou ganglios neuronais do doente.

Da mesma forma, ndo seria de esperar que a exposicdo de recetores involuntdrios a
talimogene laherparepvec resultasse em infecdo de tecidos da mucosa ou ganglios neuronais,
uma vez que a capacidade de talimogene laherparepvec se replicar em células ndo tumorais
esta fortemente atenuada (ver Sec¢do 1.1.2).

A possibilidade da criacdo de variantes genéticas estdveis com caracteristicas ndo intencionais
é também minimizada pelo desenho da construcdo genética de talimogene laherparepvec
descrita na Secg¢do 1.2.1.2.1.

Mesmo que uma variante genética de talimogene laherparepvec surgisse num doente ou num
recetor involuntadrio ndo seria de esperar que fosse disseminada globalmente. O modo de
transmissdo e a capacidade de sobrevivéncia de uma variante genética de talimogene
laherparepvec permanecera inalterada pelas eventuais modificacGes genéticas que possam
ocorrer através de recombinacdo homdloga com um virus de tipo ndo mutado
simultaneamente coinfetante.

Como tal, a probabilidade de transmissdo de uma variante genética de talimogene
laherparepvec a um recetor humano involuntario é considerada muito inferior do que a
probabilidade de transmissdo do proprio talimogene laherparepvec.

3.3 Conclusoes globais

Tendo em conta a forma, escala e meio de libertacdo, os potenciais mecanismos de exposicdo
e as medidas de gestdo de risco implementadas, assim como os dados clinicos disponiveis
relativos a disseminagdo e exposicdo a talimogene laherparepvec, considera-se que a
probabilidade de efeitos diretos de talimogene laherparepvec num recetor involuntario é
baixa.

A probabilidade de efeitos indiretos provocados por uma variante genética de talimogene
laherparepvec em recetores involuntdrios é considerada muito inferior, uma vez que estes
eventos exigiriam uma combinacdo da exposicdo com um outro evento de baixa frequéncia
(recombinacdo homdloga no doente).

4. Estimativa do risco colocado por cada caracteristica identificada

Os riscos colocados por cada um dos possiveis efeitos adversos identificados na Secgdo 1 da
ERA na salde de um recetor humano involuntario sdo analisados nesta secc¢do.

Estes riscos sdo analisados através da combinagdo da estimativa das consequéncias do efeito
com a estimativa da probabilidade do efeito (em conformidade com 2001/18/EC e
2002/623/EC). A estimativa é feita em relacdo ao risco atribuido ao organismo parental (HSV-1
de tipo ndo mutado) para contextualizagdo. A estimativa também é influenciada pelo grau de
incerteza cientifica destas estimativas, de acordo com o principio de precaugdo.
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4.1 Risco associado ao organismo parental (HSV-1 de tipo ndo mutado)

O HSV-1de tipo ndo mutado é um agente patogénico global endémico dos humanos que estd
bem caracterizado. O modo de transmissdo e os efeitos clinicos da infe¢do por HSV-1 de tipo
ndo mutado no ser humano estdo bem esclarecidos (ver Seccdo 1.1.1). O tratamento com
antivirais, tal como o aciclovir é eficaz.

O HSV-1 de tipo ndo mutado esta classificado no Grupo de Risco 2 na Comunidade Econdmica
Europeia (CEE) de acordo com a Diretiva 2000/54/EC sobre a protecdo de trabalhadores a
riscos relacionados com exposi¢cdo a agentes bioldgicos no trabalho.

Um agente bioldgico de Grupo de Risco 2 é definido, na UE, como “aquele que pode provocar
doenga humana e que pode constituir um perigo para os trabalhadores; é improvavel que se
propague a comunidade; habitualmente existe profilaxia ou tratamentos eficazes disponiveis”.

Deve referir-se que esta classificacdo ndo considera microrganismos geneticamente
modificados, que estdo atenuados ou que perderam genes para viruléncia.

Por outro lado, esta classificacdo baseia-se nos efeitos em trabalhadores sauddveis, nao
considerando efeitos em individuos com alteracdes da suscetibilidade que podem resultar de
doenca pré-existente, medicacdo, imunidade comprometida, gravidez ou amamentacao.

Foram atribuidas classificacdes semelhantes de perigo para o HSV-1 pela Organiza¢gdo Mundial
de Saude (WHO) e nos EUA, Canada e Australia, conforme resumidos na Tabela 2.

Assim, o risco em individuos saudaveis que trabalhem com o HSV-1 de tipo ndo mutado é
globalmente considerado como moderado, com um risco baixo ou limitado para a
comunidade.

Tabela 2. Classificagdes de biosseguranga para o HSV-1 de tipo ndo mutado fora da EU

Territorio Categoria Definicdo Referéncia
WHO Grupo de Risco 2 Agente patogénico que pode WHO Laboratory
(risco individual provocar doenga no homem Biosafety Manual, 32Ed
moderado, risco baixo na ou em animais mas que é (2004)
comunidade). improvavel que represente

um perigo grave para os
profissionais de laboratério,
para a comunidade, gado ou
meio ambiente. As exposi¢coes
em laboratério podem
provocar infecdo grave mas
esta disponivel tratamento
eficaz e medidas de
prevencao e o risco de
propagacao da infegdo é

limitado.

us Grupo de Risco 2 Agentes associados a doencga Recombinant DNA
no ser humano, raramente Guidelines (USA, 2011)
grave e para a qual estdo Appendix B-1I-D.
frequentemente disponiveis CDC/NIH Guidelines
intervencgGes preventivas ou (2009)
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terapéuticas.

"Biosafety in
Microbiological and
Biomedical
Laboratories"

5th Edition, 2009.
Section VIII-E.

Not listed under
42CFR73.3 — Select
Agents and Toxins

Canada

Grupo de Risco 2
(risco individual
moderado, risco na

comunidade limitado).

Qualquer agente patogénico
que possa provocar doenga
no homem mas que, em
circunstancias normais é
improvavel que represente
um perigo grave para
profissionais de laboratérios,
para a comunidade, gado ou
para o meio ambiente. As
exposicGes em laboratério
raramente provocam infe¢do
gue leve a doenga grave mas
esta disponivel tratamento
eficaz e medidas de
prevengao e o risco de
propagacao é limitado.

Canadian Laboratory
Safety Guidelines
(2004)

Human Pathogens and
Toxins Act. S.C. 2009, c.
24. Schedule 1.

Australia/NZ

Grupo de Risco 2
(risco individual
moderado, risco na

comunidade limitado).

Um agente patogénico que
pode provocar doenga no ser
humano, em animais ou
plantas mas que é improvavel
que represente um perigo
grave para profissionais de
laboratodrios, para a
comunidade, gado ou para o
meio ambiente. As exposicdes
em laboratério podem
provocar infegdo mas esta
disponivel tratamento eficaz e
medidas de prevengdo e o
risco de propagacdo é
limitado.

Standard AS/NZS
2243.3:2010. Safety in
laboratories Part 3:
Microbiological aspects
and containment
facilities.

Standards Association
of Australia, Sydney.

4.2 Risco associado a transmissdo de talimogene laherparepvec a um recetor involuntario

As consequéncias da transmissdo de talimogene laherparepvec a um recetor involuntario sao
consideradas de nivel ‘baixo’ e isoladas (ver Secgdo 2.1) (i.e. risco inferior ao da exposicdo ao
HSV-1 de tipo ndo mutado). Esta avaliagdo baseia-se em:

e Viruléncia e patogenicidade diminuidas comparativamente ao HSV-1 de tipo ndo
mutado devido a atenuac¢do conferida pela dele¢do do ICP34.5 (Seccdo 1.1.2).

e As estirpes de HSV-1 com dele¢do de ICP34.5 tém sido largamente utilizadas sem
incidentes em diversos modelos animais e também em diversos ensaios clinicos em
humanos,incluindo em ensaios clinicos com talimogene laherparepvec (Secgdo
2.1.2.1).
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e A proteina codificada pelo transgene, a hGM-CSF esta bem estudada e os seus efeitos
sdo bem conhecidos tanto pela sua natureza endégena como pela sua utilizagdo em
medicamentos em doses provavelmente muito superiores as que seria de esperar que
se verificassem pela expressdo de talimogene laherparepvec (Secgdo 2.1.2.3).

e Os niveis de replicacdo do virus e da expressdo da hGM-CSF num ambiente ndo
tumoral serd consideravelmente inferior ao que ocorre em doentes com tumores.

e A exposicdo inicial serd consideravelmente inferior a dos doentes e provavelmente
numa Unica ocasido, contrariamente as iniUmeras injecdes recebidas pelos doentes.

Assim, é improvavel que a exposicdo de individuos imunocompetentes a talimogene
laherparepvec produza efeitos adversos, devido a natureza largamente atenuada do virus. Na
pior das hipdteses, esperar-se-ia um perfil de eventos adversos semelhante ao observado em
ensaios clinicos nos quais talimogene laherparepvec foi utilizado em monoterapia. No entanto,
seria de esperar que essas reagdes fossem simultaneamente menos graves e menos
frequentes num recetor involuntario.

A exposicdo de talimogene laherparepvec a individuos imunocomprometidos (inclusive recém-
nascidos) pode ter potencial para causar efeitos adversos. A transmissdo involuntaria de
talimogene laherparepvec a estas populacdes é, assim, também considerada de um ponto de
vista conservador como ‘moderada’ (conforme o HSV-1 de tipo ndo mutado) apesar da
probabilidade dessa transmissao continuar baixa.

Em resumo, considera-se que as consequéncias da exposicdo involuntdria a talimogene
laherparepvec sdo, portanto, inferiores as do HSV-1 de tipo ndo mutado, existindo um grau
elevado de certeza cientifica que é este o caso, resultante dos dados disponiveis sobre o HSV-1
de tipo ndo mutado, hGM-CSF, a atenuacgao conferida pela dele¢do do ICP34.5 na construcdo e
os dados clinicos da administragado direta do prdprio talimogene laherparepvec a doentes com
tumores.

A probabilidade da transmissdo involuntaria de talimogene laherparepvec a um individuo
involuntdrio também é considerada “baixa” (ver Sec¢do 3.1) baseada em:

¢ Modo de transmissdo (contacto direto)

e Capacidade de sobrevivéncia no meio ambiente e sensibilidade a inativagao fisica e
guimica

e Administracdo nas instalagbes de um centro do estudo aprovado, que disponha de
Equipamento de Prote¢do Individual, sistemas de eliminacdo de residuos e controlo
ambiental (processos de limpeza de rotina)

e Dados clinicos disponiveis que sustentam uma baixa incidéncia de disseminac¢do no local
da administragdo e ndo detecdo do virus no exterior do penso oclusivo

e Auséncia de evidéncia de transmissdo durante o desenvolvimento clinico e até hoje

e Dados recolhidos durante o desenvolvimento clinico e até a data apontam para que a
disseminacgao de talimogene laherparepvec no sangue e urina apds a administracdo é rara,
de baixo grau e transitdria

e A detecdo pouco frequente de niveis baixos de DNA viral no ovario e glandulas salivares e
a auséncia de DNA viral nas glandulas lacrimais, mucosa nasal, testiculos ou fezes,
conforme observado em dados ndo clinicos de distribuicdo, demonstram uma baixa
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probabilidade de exposicdo secundaria a DNA viral a partir de lagrimas, saliva, érgaos
genitais, muco ou fezes apds administracao intralesional.

Assim, através de uma combinacdo das consequéncias de grau baixo a médio de transmissdo e
da baixa probabilidade de tal ocorrer, o risco global colocado por talimogene laherparepvec a
um recetor involuntario é considerado BAIXO.

4.3 Risco associado a transmissdo de uma variante genética de talimogene laherparepvec a
um recetor involuntario

As consequéncias da transmissdo de uma variagdo genética estavel de talimogene
laherparepvec a um recetor involuntdrio sdo consideradas de nivel ‘baixo’ e isoladas (ver
Seccdo 2.2).

Existem apenas trés possiveis variantes genéticas estdveis de talimogene laherparepvec que,
em teoria, podem ser criadas por recombina¢do homodloga entre talimogene laherparepvec e
HSV-1 de tipo ndo mutado, desde que se repliqguem simultaneamente na mesma célula (ver
Secgdo 1.1.2).

¢ A reparacdo tanto do ICP34.5 como do ICP47 resultariam num virus de tipo ndo mutado (i.e.
o mesmo do virus coinfetante) o que ndo representa quaisquer preocupacgdes adicionais além
do potencial para transmissdo do préprio virus de tipo ndo mutado coinfetante.

¢ A reparacao da funcdo do ICP47, por si so, restabeleceria a capacidade das variantes para
iludir o sistema imunitario (semelhante ao do virus de tipo ndo mutado) mas continuaria a ser
incapaz de replicacdo em células ndo tumorais devido a deleg¢do funcional do ICP34.5. Em
termos dos seus efeitos potenciais em recetores involuntdrios, esta variante ndo apresentaria
perigos adicionais aos descritos para o prdprio talimogene laherparepvec.

¢ A reparacdo da fungdo do ICP34.5, por si so, resultaria na elimina¢do do transgene (GM-CSF).
Assim, as potenciais consequéncias da exposicdo ao GM-CSF descritas na Seccdo 2.1.2.3 ja ndo
se aplicariam. Esta variante ndo estaria atenuada na sua capacidade de se replicar em células
ndo tumorais mas manteria uma delec¢do do ICP47, tornando-a assim menos capaz de iludir o
sistema imunitario tdo eficazmente como o virus de tipo ndo mutado. Em termos dos seus
efeitos potenciais em recetores involuntarios, esta variante apresentaria, no maximo, efeitos
patogénicos equivalentes aos observados na infegao por HSV-1 de tipo ndo mutado.

As consequéncias de exposicdo a variantes genéticas de talimogene laherparepvec sao,
portanto, consideradas menores do que as a uma exposicao ao HSV-1 de tipo ndo mutado,
com base no “esqueleto” de tipo ndo mutado de talimogene laherparepvec, as possiveis
variantes que, em teoria, poderiam surgir estaveis e as fun¢des conhecidas do ICP34.5 e ICP47
disponiveis na literatura cientifica.

Contudo, uma vez que ndo existem dados clinicos ou nao clinicos especificos disponiveis
relativos a exposicdo a variantes genéticas de talimogene laherparepvec, existe alguma
incerteza cientifica nesta conclusdo. Assim, a aplicacdo do principio de precaucdo determina
que se tenha em consideragdo atribuir uma classificagdo de consequéncias mais elevada. Na
auséncia de dados clinicos e nao clinicos, é adequado atribuir um nivel de consequéncia

36

AMGEN



Avaliagao de Risco Ambiental EudraCT: 2015-003011-38
Talimogene Laherparepvec

moderado, uma vez que isto implicaria um efeito semelhante ao do virus de tipo ndo mutado
(‘risco individual moderado’; ver Sec¢do 4.1).

A probabilidade da transmissdo involuntdria de uma variante genética de talimogene
laherparepvec a um individuo involuntario é considerada muito inferior a probabilidade de
transmissdo do prdprio talimogene laherparepvec (ver Secgdo 3.1)

A transmissdo de uma variante genética de talimogene laherparepvec a um recetor
involuntario seria um efeito indireto, com base numa cadeia de eventos, nomeadamente:

e Presenca simultdnea de um virus de tipo ndo mutado coinfetante nas células de um
hospedeiro. Em doentes, é improvavel que um virus de tipo ndo mutado estivesse no mesmo
tecido que talimogene laherparepvec uma vez que este é injetado diretamente nas células
tumorais e ndo se consegue propagar eficazmente em tecido normal, enquanto um virus HSV-
1 de tipo ndo mutado pré-existente estaria em tecidos da mucosa ou nos ganglios neuronais
do doente. Da mesma forma, ndo é de esperar que a exposi¢do de recetores involuntdrios a
talimogene laherparepvec resulte em infe¢cdo de tecidos da mucosa ou dos ganglios neuronais,
ja que a capacidade de talimogene laherparepvec para replicar em células ndo tumorais estd
extremamente atenuada.

e Recombina¢do homdloga espontdnea entre talimogene laherparepvec e HSV-1 de tipo ndo
mutado nos locais das modificaces de ICP34.5 e/ou ICP47

e Transferéncia do doente para um recetor involuntdrio. O modo de transmissdo e a
capacidade de sobrevivéncia de uma variante genética de talimogene laherparepvec nao
sofrerd alteragOes pelas potenciais modificacbes genéticas que possam ocorrer pela
recombinacdo homodloga com um virus de tipo ndo mutado coinfetante simultaneo.

Podemos assim concluir que a probabilidade de transmissdo de uma variante genética de
talimogene laherparepvec a um recetor involuntario é muito baixa (ver Sec¢do 3.2).

Contudo, uma vez que ndo existem dados ndo clinicos ou clinicos sobre a criagdao espontanea
de variantes genéticas de talimogene laherparepvec existe algum grau de incerteza cientifica
em relacdo a este aspeto. A aplicacdo do principio de precaucdo determina que se tenha em
consideragdo atribuir uma classificagdo de probabilidade superior. Neste caso, pode
considerar-se que a probabilidade acima atribuida estd subestimada. No entanto, ndo é
adequado atribuir uma probabilidade “moderada” uma vez que tal implicaria uma maior
probabilidade de transmissdo do que a de talimogene laherparepvec ou do virus de tipo ndo
mutado (risco na comunidade baixo/limitado”; ver Sec¢do 4.1).

Assim, através de uma combinacdo das consequéncias de nivel moderado (aplicando o
principio de precauc¢do) da transmissdo e da baixa probabilidade desta ocorrer, o risco global
colocado por uma variante genética de talimogene laherparepvec a um recetor involuntario é
considerado BAIXO.
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5. Aplicagao de estratégias de gestao para riscos
5.1 Desenho da construgao viral
Foram incluidas em talimogene laherparepvec inimeras carateristicas de seguranca:

e Delecdo do ICP34.5 que funciona como um fator de viruléncia durante a infecdo por HSV
evitando que o virus replique eficazmente em células nao divisiveis

e A possibilidade de criagdo de variantes genéticas estaveis com caracteristicas imprevisiveis
€ minimizada pelo desenho da construcdo genética de talimogene laherparepvec. A
insercdao da sequéncia de codificagdo de GM-CSF humano de forma a substituir o gene que
codifica o ICP34.5 assegura que um potencial evento de recombinacdo entre talimogene
laherparepvec e um virus de tipo ndo mutado ndo poderia resultar de forma estavel num
virus patogénico portador do gene para GM-CSF humano. A reparag¢do apenas da funcdo
do ICP47 resultaria numa variante incapaz de replicacdo em células ndo tumorais (devido a
delegdo continuada do ICP34.5). Na hipdtese de tanto as fun¢des do ICP47 como do
ICP34.5 serem recuperadas, o virus resultante seria equivalente ao HSV-1 de tipo ndo
mutado (i.e. equivalente ao HSV-1 existente, coinfetante).

e O gene timidina quinase (TK) do HSV permanece intacto, o que torna talimogene
laherparepvec suscetivel a agentes antivirais, tal como o aciclovir. Assim, o aciclovir pode
ser utilizado para bloquear a replicacdo de talimogene laherparepvec.

5.2 Controlo das liberta¢oes

Apds a aprovacdo do Pedido de Ensaio Clinico para talimogene laherparepvec, o produto sera
apenas fornecido aos centros do estudo aprovados e administrado a individuos incluidos no
estudo por um médico qualificado, em conformidade com o protocolo do ensaio clinico
(Protocolo 20130232).

Assim, o fabrico, distribuicdo e rastreabilidade de talimogene laherparepvec sdo controlados e
monitorizados segundo os regulamentos farmacéuticos.

Antes da administracdo, o produto deverd ser conservado num frigorifico seguro, com a
temperatura controlada de -70°C ou inferior na farmdcia ou em outro local seguro adequado.

5.3 Precaugdes no transporte

Recomenda-se a seguinte classificacdo de transporte:

IATA — NUmero UN: 3245

Nome adequado para transporte — Microrganismo geneticamente modificado

De acordo com a definicdo da IATA, talimogene laherparepvec ndo é considerado infecioso. A
IATA define substancias infeciosas como “agentes patogénicos que podem causar doenca em
humanos ou animais” mas especifica que substancias nas quais os “agentes patogénicos foram
neutralizados ou inativados de forma a nao constituirem um risco para a saude” ou seja
“pouco provavel que causem doenga em humanos ou animais” estdo isentos da definicdo de
substancias infeciosas. Talimogene laherparepvec cumpre estes dois critérios de isen¢do. Em
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primeiro lugar, talimogene laherparepvec é uma versdo atenuada de HSV-1, modificado para
que haja replicacdo seletiva em células tumorais. Uma vez que, em células normais, o virus
estd atenuado, ndo se preveem efeitos adversos em individuos ou animais saudaveis que,
acidentalmente entrem em contacto com ele. Em segundo lugar, dados em animais e humanos
suportam que é improvavel que talimogene laherparepvec cause doencga isentando-o,
portanto, da definicdo de infecioso da IATA.

Talimogene laherparepvec é um microrganismo geneticamente modificado (MGM) por ser um
HSV-1 que foi geneticamente alterado de uma forma que nao ocorre na natureza. Talimogene
laherparepvec foi criado a partir da estirpe JS1 do HSV-1 por delecdo do ICP34.5 (necessario
para neuroviruléncia e replicacdo eficaz em células ndo tumorais) e do ICP47 (bloqueia a
apresentacdo de antigénios em células infetadas por HSV-1) e pela inser¢do do gene GM-CSF.
Sabe-se que a dele¢do do ICP34.5 no HSV-1 torna o virus avirulento. Aos MGM que nado
cumprem a definicdo de substancias tdxicas ou infeciosas deve ser atribuida a UN 3245.

A Ficha de Dados de Seguranca de talimogene laherparepvec (Amgen 2015), que inclui
instrucGes para manuseamento de salpicos acompanha todas as entregas.

5.4 Precaug¢Oes de manuseamento e administragao

A administragdo sera apenas efetuada por profissionais de saude qualificados, nas instalacées
de um centro do estudo aprovado.

Durante a preparagdo e administracdo do produto devem ser seguidas as recomendacgdes
institucionais para manuseamento, equipamento protetor individual, derrames acidentais e
eliminagdo de residuos.

As definicbes e requisitos para manuseamento adequado e eliminacdo de residuos podem
variar entre centros e legislacdo regional, contudo, as praticas universais de biosseguranca sdo
semelhantes entre recomendagdes e sdo geralmente seguidas em estabelecimentos médicos
aquando do manuseamento de medicamentos injetaveis e de residuos médicos, tais como:

e Acesso restrito

e Armazenamento seguro

e Formacdo do pessoal

e Disponibilidade e utilizacdo de Equipamento de Protecdo Individual (PPE; batas de
laboratério, toucas, luvas e éculos de protecdo)

e Prdticas de rotina estabelecidas para manusear materiais com potencial de perigo
biolégico, tais como amostras/fluidos do doente e residuos médicos (autoclaves,
contentores para objetos cortantes, incineradores, desinfetantes e superficies lavaveis
adequadas).

O Manual de Instrugdes para o Medicamento Experimental, emitido pela Amgen para cada
centro do estudo, disponibiliza as precau¢des para utilizagdo, resumidas em seguida.

Um ferimento por picada de agulha, derrame ou salpico durante a administragdo pode resultar
em exposicdo acidental de Profissionais de Saude a talimogene laherparepvec. A delecdo do
gene ICP34.5 destina-se a permitir apenas replicagdo seletiva no tumor e replicagao viral
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limitada ou inexistente em tecidos normais. Contudo, a injecao de talimogene laherparepvec
pode resultar em sinais ou sintomas de infecdo primaria no local da exposicdo. Foram
recebidos alguns relatos de exposicdo acidental em funcionarios do estudo. Em um dos casos,
o médico exposto desenvolveu sinais/sintomas clinicos de lesdo de tipo “panaricio herpético”
no local da lesdo por picada acidental de agulha que foi resolvida sem sequelas. Uma analise
inicial para anticorpos deu positivo para um virus de tipo HSV. Dez dias apds a exposicao
acidental foi efetuada uma andlise por PCR para confirmacgdo, tendo dado positiva para um
virus com delecdo de ICP47, apontando para que o virus era, muito provavelmente,
talimogene laherparepvec. Nenhum dos outros individuos expostos relatou sinais ou sintomas
de infecdo. Em alguns casos, foi administrado aciclovir ou valaciclovir oral.

Exposicao acidental a talimogene Laherparepvec

A exposicado acidental a talimogene laherparepvec pode causar sinais ou sintomas sugestivos
de infecdo herpética. Os profissionais de saude podem estar expostos a talimogene
laherparepvec durante a preparacdo ou administracdo. Em caso de uma exposi¢ao ocupacional
acidental devido a salpicos para os olhos ou mucosas, lave abundantemente com agua durante
o minimo de 15 minutos. Em caso de exposicdo a pele lesada ou a picada de agulha, limpe
meticulosamente a area afetada com sab3o e dgua e/ou desinfetante. Os profissionais de
saude com feridas expostas na pele ou que estejam imunocomprometidos ndo devem
administrar talimogene laherparepvec ou ndo devem entrar em contacto direto com o local da
injecdo de talimogene laherparepvec. O pessoal de saude que prepara ou administra injecdes
intralesionais e aplica pensos protetores as lesdes injetadas deve cumprir precaucbes de
seguranca (p.ex. usar touca protetora ou bata de laboratério, 6culos de protegdo e luvas) para
evitar contacto direto com talimogene laherparepvec. Os contactos préximos podem ser
expostos a talimogene laherparepvec através de contacto direto com as lesdes injetadas,com
os pensos de protecdo ,ou, por contacto fisico com fluidos corporais (p.ex. sangue e urina) dos
individuos tratados. Individuos com lesdes cutaneas expostas ndao devem entrar em contacto
direto com o local de injecdo de talimogene laherparepvec. Individuos imunocomprometidos
devem evitar contacto direto com os individuos tratados. Os contactos préoximos que auxiliam
os doentes na aplicagdo de pensos de protecdo nas lesdes injetadas devem usar luvas de
protecdo e devem cumprir precaugdes de seguranga para evitar contacto direto com
talimogene laherparepvec. Em caso de exposi¢do secunddria (p.ex. derrame através do penso
oclusivo ao doente ou a contactos) a talimogene laherparepvec, os individuos expostos devem
ser advertidos para lavarem meticulosamente a drea com sab3do e dgua e/ou um desinfetante.
Os individuos expostos deverdo contactar os prestadores de cuidados de saude em caso de
sinais de infegdo sistémica (febre, dores, nduseas e mal-estar) ou local (por exemplo, dor,
vermelhiddo e edema).

Talimogene laherparepvec é sensivel ao aciclovir ou a qualquer antiviral que seja ativado pelo
gene viral timidina quinase e que pode ser administrado caso haja indicacdo clinica.

Derrames acidentais

Os derrames de talimogene laherparepvec devem ser tratados com um agente viricida e
materiais absorventes. Todos os materiais contaminados com talimogene laherparepvec
devem ser eliminados de acordo com as recomendagdes institucionais locais.
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Dado a natureza atenuada do organismo modificado, o facto de se desconhecer se o
organismo progenitor se propaga através de aerossoéis e as manipulagdes minimas necessarias
para retirar a dose do frasco para injetaveis para uma seringa (com improvavel potencial para
aerossol do espagco morto da agulha) ndo foi considerado necessario efetuar o processo de
preparacdao numa cabine de biosseguranca. Da mesma forma, ndo sdo necessdrias outras
precaucdes ao administrar o produto por inje¢do intralesional.

5.5 Limpeza e gestao de residuos

O HSV-1de tipo ndo mutado é sensivel a inativacdo por diversos tratamentos fisicos e quimicos
de uso vulgar e facilmente acessiveis:

Inativagdo fisica: O virus HSV de tipo ndo mutado é facilmente inativado fora do hospedeiro
por exposicao a um pH <4, temperaturas >56°C durante 30 minutos, pasteurizacdo (60°C
durante 10 horas) e aquecimento no micro-ondas durante 4 minutos (Jerome & Morrow 2007,
Croughan & Behbehani 1988).

Inativagdo quimica: O virus HSV de tipo ndo mutado é facilmente inativado por solventes
lipidicos (Jerome & Morrow 2007). Pode ser inativado por Lysol a 0,5% durante 5 minutos; por
Listerine (mistura 1:1) durante 5 minutos; por 2000 ppm (2000 pl/litro) de lixivia durante 10
minutos; por alcool isopropilico (mistura 1:1) (Croughan & Behbehani 1988). O HSV também é
suscetivel a compostos de amodnio quaternario (Wood and Payne 1998). A maioria dos
herpesvirus sdo também suscetiveis a etanol e isopropanol a 30%, ortofenilfenol a 0,12% e
glutaraldeido a 0,04% (Prince & Prince 2001).

As modificagdes genéticas efetuadas durante a construcdo de talimogene laherparepvec a
partir do HSV-1 de tipo ndo mutado ndo afetam a sua sensibilidade a inativacdo fisica e
quimica.

A sensibilidade de talimogene laherparepvec a diversos produtos de limpeza também foi
avaliada. Talimogene laherparepvec é inativado em 1 minuto apds tratamento com Septihol
(70% alcool isopropilico), Vesphene (0,8% v/v), LpH (0,8% v/v) e lixivia (2,5% v/v). A inativagdo
também ocorre rapidamente (em 5 minutos) na presenga de 0,1 N hidréxido de sédio ou de
Spor-klenz. Para cada um destes agentes de limpeza foi observada uma reducdo superior a 6-
log na infetividade viral de talimogene laherparepvec.

Apds a administragdo de talimogene laherparepvec num centro do estudo, os frascos para
injetdveis, seringas, agulhas e outros instrumentos descartdveis ou outros materiais usados
durante o processo devem ser eliminados, conforme instru¢des no IPIM, cumprindo com as
exigéncias locais/regionais e institucionais para residuos biolédgicos perigosos.

Nas instalagdes do centro do estudo, isto ird envolver armazenamento tempordaria em
contentores para objetos cortantes ou em sacos claramente identificados (p.ex. perigo
bioldgico, residuos médicos) antes da esterilizacdo em autoclave e/ou incineracdo nas
instalacbes ou fora delas, de acordo com as recomendag¢des institucionais locais para
manuseamento de materiais potencialmente infeciosos.
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Geralmente, em ambiente hospitalar, o equipamento ndo descartavel e outros materiais
usados durante o processo sdo limpos com um desinfetante quimico com atividade viricida
durante o tempo necessdrio de contacto ou esterilizados em autoclave de acordo com as
recomendacdes institucionais locais para o manuseamento de materiais potencialmente
infeciosos.

Habitualmente, os procedimentos padronizados para eliminacdo em instalagdes hospitalares
(onde o potencial de contaminagdo por outros agentes é potencialmente mais perigoso do que
o representado por talimogene laherparepvec) sdo consistentes com as recomendacgdes da 32
edicdo do Laboratory Biosafety Manual, (2004) da WHO conforme referido seguidamente:

“Cortantes” contaminados (infeciosos)

Agulhas hipodérmicas, bisturis, facas e vidros partidos devem ser sempre colocados em
contentores a prova de perfuracdo, equipados com proteges e tratados como infeciosos.

Apds utilizadas, as agulhas hipodérmicas ndo devem voltar a ser tapadas, encaixadas ou
retiradas das seringas descartdveis. O conjunto completo deve ser colocado num contentor
para cortantes. As seringas descartdveis, sozinhas ou com agulhas, devem ser colocadas em
contentores para cortantes e incinerados, depois de previamente esterilizadas em autoclave,
caso seja necessdrio. Os contentores para eliminagdo de cortantes devem ser a prova
de/resistentes a perfuragdo e ndo devem ser cheios até ao limite da sua capacidade. Quando
estiverem cheios até trés quartos deverdo ser colocados em contentores para “residuos
infeciosos” e incinerados, com esterilizacdo prévia em autoclave se as prdticas laboratoriais o
exigirem. Os contentores para eliminag¢éo de cortantes ndo devem ser descartados em aterros.

Materiais contaminados (potencialmente infeciosos) para esterilizacGo em autoclave e
reutilizacdo:

Ndo deve ser feita qualquer tentativa de pré-limpeza de materiais contaminados
(potencialmente infeciosos) para serem esterilizados em autoclave ou reutilizados. As limpezas
ou reparacbes necessdrias devem ser feitas apenas apods esterilizacgdo em autoclave ou
desinfecdo.

Materiais contaminados (potencialmente infeciosos) para eliminacdo:

Além dos cortantes, jd abordados, todos os materiais contaminados (potencialmente
infeciosos) devem ser esterilizados em autoclave em contentores herméticos (p.ex sacos de
pldstico para autoclave, com cédigo de cores), antes de eliminados. Depois da esterilizagdo em
autoclave, o material pode ser colocado em contentores adequados para transporte para a
incineradora. Se possivel, os materiais provenientes de atividades de satde ndo devem ser
eliminados em aterros mesmo apds descontaminagéo. Se houver uma incineradora disponivel
no laboratdrio do centro, a esterilizagdo em autoclave pode ser dispensada; os residuos
contaminados devem ser colocados em contentores identificados (p.ex. sacos com cddigo de
cores) e transportados diretamente para a incineradora. Os contentores para transporte
reutilizdveis devem ser herméticos e terem protegées estanques. Devem ser desinfetados e
limpos antes de serem devolvidos ao laboratdrio para posterior utilizagdo.
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Ndo é necessario limpar as instalacbes apds a sua utilizacdo desde que as precaucdes
anteriormente referidas sejam seguidas durante a administra¢cdo do produto ou ao lidar com
derrames ou quebras acidentais. Contudo, as superficies de trabalho deverdao ser
descontaminadas com um desinfetante quimico com atividade viricida apds a preparacao e
doseamento de talimogene laherparepvec.

O folheto informativo disponibilizado a cada um dos participantes informa que a eliminacdo de
pensos utilizados deve ser feita através do centro de estudo na visita seguinte programada. O
individuo recebe mais pensos, luvas descartaveis e sacos de plasticos de abertura fécil, assim
como instrugdes especificas para seguir de forma a minimizar o risco de exposi¢do acidental ao
meio ambiente.

5.6 Comunicagao de riscos e adverténcias

O IPIM e os materiais disponibilizados aos participantes incluem informacdo essencial para
minimizar o risco de transmissdo a um individuo involuntdrio, nomeadamente:

e Descricdo do modo de administracdo e do equipamento individual de protecdo a usar
durante a preparacao e administracdo da dose.

e Descricdo das a¢des a tomar apds exposicdo ocupacional acidental (picada de agulha ou
salpico)

e Procedimentos para a eliminacdo de residuos e procedimentos para gerir derrames e
quebras acidentais.

* InstrucBGes para o doente acerca dos cuidados com o local de injecdo e eliminacdo de
pensos

e Descricdo dos principais sintomas de infecdo por HSV-1 de tipo ndo mutado, com
instrugcbes para informar um médico caso o doente ou um seu contacto proximo
apresentem sintomas. Estdo também incluidas instru¢des para controlar uma infegdo
deste tipo.

5.7 Atividades de monitorizagao

A monitorizacdo dos efeitos diretos e indiretos do talimogene laherparepvec em individuos
serd alcancada através das avaliages clinicas aprovadas no protocolo do ensaio clinico. Os
investigadores do estudo irdo monitorizar o tratamento dos participantes e reportar efeitos
adversos a Farmacovigilancia Global da Amgen de acordo com os requisitos estipulados no
protocolo.

A Amgen ird realizar um programa de vigilancia para auxiliar a avaliagdo de quaisquer riscos
potenciais para terceiros, apds o tratamento de individuos com talimogene laherparepvec.

5.8 Conclusoes

Estdo implementadas estratégias adequadas de gestdo de risco para comunicar e minimizar os
riscos e consequéncias da exposicdo acidental a individuos. Sdo propostas estratégias de
monitoriza¢cdo adequadas, a acrescentar a certeza cientifica da avaliacdo de risco ambiental.
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6. Determinagdo do risco global do OGM

O ser humano é o Unico hospedeiro natural para a infecao por HSV-1. Este ndo infeta plantas e
raramente infeta animais e ndo contribui para ecossistemas ou processos ambientais. Ndo
respira e ndo contribui para qualquer producdo primaria ou processo de decomposicdo. Na
forma de virido ndo exibe qualquer atividade metabdlica. Desconhece-se se o HSV-1 de tipo
ndao mutado é zoondtico ou zoondtico reverso em condicdes naturais

A replicacdo do DNA ocorre no ntcleo da célula. Ndo ocorre integracdo do genoma viral com o
genoma celular durante a replicagao ou laténcia (ver Sec¢do 1.1.1).

Fora do hospedeiro, o HSV-1 é um virus com envelope, sensivel a inativacao fisica
(desidratacdo, calor, pH baixo) e a desinfetantes (solventes lipidicos e detergentes suaves),
sendo rapidamente inativado por ambos. Ndo forma estruturas de sobrevivéncia e a sua
sobrevivéncia fora do organismo hospedeiro esta limitada a curtos periodos de tempo (ver
Secg¢do 1.1.1).

N3do se prevé que alguma das modificagOes genéticas feitas ao HSV-1 de tipo ndo mutado
durante a construcdo de talimogene laherparepvec permita a transferéncia ou manutencao de
material genético ao meio ambiente (fora das espécies hospedeiras) ou tenha efeito na
sensibilidade a agentes de inativacdo ou capacidade de sobrevivéncia no meio ambiente. Nao
estdo presentes em talimogene laherparepvec quaisquer genes que confiram resisténcia a
antibacterianos nem foram usados genes de resisténcia antibacteriana como marcadores, na
sua construgao.

Assim, ndo foram identificados potenciais efeitos adversos de talimogene laherparepvec em
organismos ndo humanos no meio ambiente, ecossistema ou processos ambientais.

Com base na natureza do organismo parental, nas modificacGes genéticas que resultaram em
talimogene laherparepvec e no meio recetor, os potenciais efeitos adversos que talimogene
laherparepvec pode exercer durante este ensaio clinico estdo limitados a:

e Efeitos diretos da transmissdo acidental de talimogene laherparepvec a um recetor
humano que podem ser imediatos ou tardios

e Efeitos indiretos da transmissdo acidental de uma variante genética de talimogene
laherparepvec a um recetor humano que podem ser imediatos ou tardios

A eventual magnitude de propagacdo acidental de talimogene laherparepvec ou das suas
variantes genéticas tedricas na populagdo humana é considerada baixa, dado a natureza
atenuada de talimogene laherparepvec e das suas variantes, além da experiéncia clinica obtida
até a data.

Para os individuos involuntarios que possam ter sido expostos a talimogene laherparepvec ou
as suas possiveis variantes genéticas, prevé-se que os efeitos adversos sejam de menor
gravidade dos observados com a infe¢do por HSV-1 de tipo ndao mutado, classificado
universalmente como de “risco individual moderado, baixo/risco limitado na comunidade”; ver
Sec¢do 4.1. As consequéncias da exposicdo em individuos com imunocompromisso grave
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podem ser consideradas equivalentes a exposicdo a HSV-1 de tipo ndo mutado (risco
moderado).

Concluindo, prevé-se que as potenciais consequéncias em caso de transmissdo de
talimogene laherparepvec, ou, das suas possiveis variantes genéticas sejam de grau baixo a
moderado e isoladas.

Tendo em consideracdo a forma, escala e meio de libertacdo, os potenciais mecanismos de
exposicdo e as medidas de gestdo de risco implementadas, assim como os dados clinicos
disponiveis relativos a disseminacao e exposicao a talimogene laherparepvec, considera-se que
a probabilidade de efeitos diretos de talimogene laherparepvec num recetor involuntario é
baixa.

A probabilidade de efeitos indiretos provocados por uma variante genética de talimogene
laherparepvec em recetores involuntarios é considerada muito inferior, uma vez que tal
evento exigiria uma combinacdo da exposicdo com um outro evento de baixa frequéncia
(recombina¢do homdloga no doente ou uma reativacdo num doente involuntario).

Assim, a probabilidade de efeitos diretos ou indiretos da transmissdo de talimogene
laherparepvec ou de uma sua variante genética a um recetor humano involuntdrio é
considerada baixa.

Os riscos potenciais identificados para a saude humana (especificamente para um recetor
involuntdrio) sdo considerados através da combinacdo da estimativa das consequéncias do
efeito com a estimativa da probabilidade do efeito (em conformidade com a 2001/18/EC e
2002/623/EC).

Esta estimativa é feita tendo como base o risco atribuido ao organismo parental (HSV-1 de tipo
ndo mutado) de acordo com o contexto. A estimativa também é influenciada pelo grau de
incerteza cientifica nessas estimativas, de acordo com o principio de precaucao.

Assim, através da combinagao das consequéncias de nivel baixo a moderado de transmissdo e
da baixa probabilidade de tal ocorrer, o risco global do talimogene laherparepvec a um
recetor involuntario é considerado BAIXO.

Da mesma forma, através de uma combinagdo das consequéncias de nivel baixo/moderado
(aplicando o principio de precaugdo) de transmissdo e da baixa probabilidade de tal ocorrer, o
risco global de uma variante genética de talimogene laherparepvec a um recetor
involuntario é considerado BAIXO.

Existem estratégias adequadas de gestdo de risco para comunicar e minimizar os riscos e
consequéncias de exposic¢do a individuos involuntarios nomeadamente:

e Desenho da construgdo viral
e Controlo da libertacao

e Precaucdes de transporte

e Precaug¢des de administragdo
e Limpeza e gestdo de residuos

45

AMGEN



Avaliagao de Risco Ambiental EudraCT: 2015-003011-38
Talimogene Laherparepvec

e Comunicagao de riscos e precaucgdes

Sdo propostas atividades adequadas de forma a monitorizar a libertacdo de talimogene
laherparepvec e a responder a incertezas nos dados disponiveis.

Concluindo, na generalidade o impacto ambiental da libertacdo deliberada de talimogene
laherparepvec como um medicamento experimental nas condigdes de libertacdo propostas e
com as precaugoes e atividades de monitorizagao propostas, é considerado aceitavel.
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