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PARECER TECNICO N° 4594/2015

Processo n°: 01200.002226/2014-65

Requerente: Boheringer Ingelhein Quimica e Farmacéutica Ltda.

CQB: 251/08

Proton: 20581/2014

Enderego: Avenida das Nagdes Unidas, 14171, 18° andar — Torre B — Vila Gertrudes. Sao Paulo — SP. CEP 04794-
000.

Assunto: Solicitagdo de parecer para liberagdo comercial de vacina composta por micro-organismo genetlcamente
modificado da classe I de risco biologico.

Extrato Prévio: 4130/2014, publicado no DOU n° 13 em 13 de junho de 2014.

Reunido: 183" Reunido Ordinaria da CTNBio, reallzada em 10 de junho de 2015

‘Decisdo: DEFERIDO

A CTNBio, apds apreciacdo da Solicitagdo de parecer para liberagdo comercial de vacina composta por -

micro-organismo geneticamente modificado da classe I de ri_scb bioldgico, concluiu pelo deferimento,‘ nos termos
deste Parecer Técnico.. _ ‘ _

\ No &mbito das competéncias dispo‘stas na Lei 11.105/05 e seu decreto 5.591/05, a Comissdo concluiu que o
presente pedido atende as normas da CTNBio e 4 legislagdo pertinente que visam garantir a biosseguranga do meio

ambiente, agricultura, saide humana e animal.

-

y
4

A Sra. Patricia Schwarz, responsavel técnico pela empresa Boheringer Ingelhein Quimica e Farmacéutica Ltda.,
detentora do Certificado de Qualidade em Biosseguranga 251/08, vém requerer a liberagdo para registro para uso
comercial de vacina composta por micro-brganismo geneticamente modificado da classe I de risco bioldgico,
“Bovela ® - Vacina viva modificada cohtrar diarreia viral bovina tipo 1 e tipo 2”. O processo descreve as
condi¢Bes de biossegurangaldo manuseio do micro-organismo, bem como a declaragdo formal do responsavel
assegurando a veracidade dés informagdes prestadas a CTNBIo. A empresa requerente Boehringer Ingelheim do
Brasil Quimica e Farmacéutica Ltda., com base no que estabelece a Resokugio Normativa N° 5 da CTNBio, solicita
"andlise e emissdo de parecer técnico para a liberagio comercial da Vacina viva modificada contra diarréia viral
bovina Tipo 1 e Tipo 2; Protocolado em 05/05/14. Em 28 de abril de 2014, a referida empresa apresentou o relatorio

técnico do produto Bovela para solicitagio do parecer técnico para liberagdo comercial.

Descri¢ao do OGM: A Bovela é uma vacina veterindria destinada 4 imunizag8o ativa de bovinos contra a doenga
éausada pelo virus da diarréia viral bovina (BVDV) tipos. I e I, inclui aqui a vacinagdo em vacas ¢ novilhas, pois
protege também o feto contra a infecgdo transplacentaria por BVDV. As cepas parentais dos 2 tipos virais foram
isoladas de animais infectados na Alemanha (KE9, BVDV-1) e USA (NY-93, BVDV-2). Este virus é um pestivirus
de RNA (fita simples) de cadeia pbsitiva e 56 se replica no citoplasma (familia Flaviviridae). As proteinas E™ e NP
quando excluidas ou manipuladas do genoma viral gera atenuagdo dos respectivos mutantes e retardo de
crescimento quando cbmparédos ao tipo selvagem. Estas proteinas possuem a capacidade de inibir a {eéposta imune
tipo Thl dependente de inferferon (IFN-gama), inibindo assim a resposta imune do hospedeiro. Por outro !ado, a
auséncia das seqiiéncias codiﬁcadoras para estas proteinas do genoma ;/iral prejudicam a capacidade de inibir a
produgdo de interferon estimulando assim o sistema jimune do hospedeiro. A vacina € livre de adjuvante e €
destinada ao uso para imunizagdo ativa do gado prenhe e ap6s 3 meses de idade a fim de reduzir os sinais clinicos da
doen‘g;a, viremia e excregdo viral. ' » -
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Finalidade (objetivo): solicita parecer sobre a biosseguranga da vacina Bovela® com objetivo de registro comercial

para imunizag3o ativa contra o virus BVDV contra a diarreia bovina.

Descrigiio do OGM: _

O produto desta solicitagdo de liberag:ﬁo comercial ¢ uma vacina veterinaria destinada a imunizagdo ativa de
bovinos contra a doenga causada pelo virus da diarreia viral bovina (BVDV) tipos 1 e 2 e para a imunizag3o ativa de
vacas e novilhas, a fim de proteger o feto contra a infecdo transplacentaria por BVDV. Para produgio da vacina,
foram utilizadas como cepas parentais do virus respectivamente cepa KE9 de BVDV-1 ¢ cepa NY93 de BVDV-2. O
virus do BVDV ¢ um p‘estivirus de RNA de cadeia positiva e pertence a familia Flaviridae replicando-se
exclusivamente no citoplasma das células infectadas. Os pestivirus sdo virus com RNA de sentido positivo e tinico
ﬁlamento com genomas de aproximadamente 12,3 kb que contém um cédigo de fase de le1tura aberta (ORF) longo
para uma pollprotema dg cerca de 4.000 aminoacidos, que é co- e pos-translacionalmente processada em pelo menos
12 proteinas maduras. O BVDV se restringe a animais biungulados (ordem dos Artiodactyla) como as espécies
domésticas Bos taurus (box;inos), capra hircus (caprinos), Ovis aries (ovinos) e Sus scrofa (sﬁinos), assim como em
algumas espécies de ruminantes selvagens, incl‘uindo o Cervus elaphus (veado vermelho), Ozotoveros bezoarticus
(cervo), Odocoileus virginianus (veado de cauda branca), Bison bison (bisio), Vicugna pacos (alpaca) e Lama
glama (lhama), entre outros. ' .

A transformac;ao genética sofrida pelos virus parentais foi a delegdo funcional de. dois genes, a saber: (1)
delegdo da regido de codificagdo do amino4cido 349 do gene da ribonuclease (E™) e (2) delegdo da regido de
codificagdo do gene que codifica - proteina NP, e'xcete 0s 4 cédons da cauda amino-terminal. A E™. é uma
glicoproteina viral que reside no virion e é excretada pelas celulas mfectadas pelo virus. A exclusdo do unico
aminoacido da E™ interfere em sua atividade de RNase. Ja a N € uma protease expressa na célula infectada e leva
a degradagio de IRF3; fator essenmal‘na cascata de sinalizagdo de interferon do ‘hospedeiro. Estas altera¢oes
genéticas nos BVDVs permitem a formag;ﬁo de replicons de maneira auténoma nas células hospedeiras porém com
. perda da capacidade de produzir particulas mfeccmsas do virus. Além disso, ambas as proteinas selvagens tem
capacidade de interferir com uma resposta a interferon (IFN) tipo 1 em células infectadas com diferentes virus ou
tratadas com dsRNA. Portanto, as delegdes descritag acima prejudicam a capacidade de reprimir a produgdo de
interferon por parte do hospedeiro ocasionada pelo \}irus, 0, que leva a uma melhor resposta imune ativa dos animais.
Em especial, quando esta vacina for usada em fémeas prenhes, espera-se a prevengio da infecgdo transplacentaria do
feto por BVDV-1 e BVDV-2, e também consequente imunizagéo afiva dos bezerros desde os trés meses de vida,
reduzindo os sinais clinicos, excre¢do do virus, viremia e minimizando a redugdo na contagem de leucécitos causada

pelo BVDV.
7

Biotécnica empregada e estabilidade dos OGMs:

Brevemente, oe RNAs do BVDV-1 e do BVDV-2 modificados foram transcrito in vitro a partir de clones
completos de cDNA pXIKE-B-NdN (correspondente' ao BVDV-2 modificado) ¢ pKANE99C (c/orrespondente ao
BVDV-1 modificado). Posteriormente, as cepas de BVDV foram propagadas em linhagens celulates MDBK-B2 ¢ o
RNA viral foi extraido para\estabelecer a i)iblioteca padrdo de cDNA e para a extensfo por reagdo em cadeia de

olimerase (RT-PCR). Os virus vivos alvo, modificados e atenuados, foram obtidos pela elaboragiio de cDNA ap6s
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‘ a transcri¢io # virro e transfecvg:éo gio RNA de células MDBK. O sequenciamento’ das sementes mﬁe&irais (MSV)
‘ para os BVDVs modificados foram usados para inoculagio em células MDBK-B2 e apos 48 horas de incubagio, o
material sobrenadante foi removido e as células lavadas e lisadas, O RNA total foi extraido das células, avaliados
quanto a sua integridade e posteriormente convertidos em cDNA. pafd sequenciamento. Os resultados do
sequenciamento do Msv estabelecido confirmaram a- presenga das delegdes introduzidas em NP° & E™, A ,
comparagdo das sequéncias do MSV e dos isolados originais KE9 e NY93 demonstrou a presenga de apenas
algumas diferencas de nucleotideos, que.foram determinados como sem influéncia sopre o fenétipo atenuante. Os '
dados de PCR obtidos para 0 MSV e WSV (MSV+5) das cepas da vacina de BVISV modificado também
confirmaram a presenga da delegio NP™ induiida. Esses dados in vitro também foram suportados por dados da PCR
obtidos em amostras positivas para BVDV (método de isolamento viral), que mostraram que a delegdo NP®
introduzida permanecia estavel por varias pas'sageﬂs in vivo. Juntos,v esses dados demoﬁstram que os genomas de
BVDV contendo as delegdes inseridas sdo geneticamente estaveis in vitro e in vivo. N

I. Identificacio do OGM

Designagio do OGM: Os nomes cientificos das cepas com as delegdes gen(“)miéas que codificam para as proteinas
-referidas sdo — Virus da Diarréia Viral Bovina 1 (BVDV-1) Cepa KE9 e Virus da Diarréia Viral Bovina 2 (BVDV-
2) CepaNY93. ' - , : )
Espécie: Virus de RNA, BVDV-1 ¢ BVDV-2, sdo espécies do género Pestivirus, familia Flaviviridae.

Método de introdugfio e caracteristica(s) inseridas: Os pestivrus sdo virus de RNA, fita éimple’s unica e linear,
positiva, possuem um genoma de cerca de 12,3 Kb ¢ expressam uma poliproteina de aproximadamente 400 KDa que
¢ processada co- e pésitraducionalmente para gerar as proteinas virais. No caso do BVDV-1 (cepa KE9) este foi
utilizado para produzir um clone de cDNA infeccioso, utilizado para as delegdes atenuantes. O mesmo foi realizado
p.ara 0 caso do virus BVDV-2 (cepa NY-93). As 2 cepas vacinais, relativos aos virus BVDV-1 .e BVDV-2, contem
duas exclusdes gendmicas idénticas, a primeira excluiu a maior parte do gene NP que impede a expressio da
protease NP na por¢o N-terminal e avsegunda excluiu um cédbn do gene E™, que resultou na eliminagdo da fungéo
da ribonuclease viral. Os RNAs modificados dos 2 virus foram transcritos in vitro a pamr de clones completos dos 2
cDNAs individuais (pXIKE-B- NdN - BVDV-2 ¢ pKANE99C BVDV-1). As cepas de BVDV, modlﬁcados e
atenuados, foram propagadas em linhagens celulares de MDBK-B2 (linhagem celular de rim bovino), por
transfecgdio dos RNAs. A N” ¢ uma protease expressa na célula infectada que leva a degradag¢do do IRFB,' fator
importante na cascata de sinalizagio para producio de IFN-gama no hospedeiro. A exclusdo da atividade da proteina
E™ resulta em replicons capazes de replicar os R‘NAs de modo auténomo, mas incapaies de produzir as particulas
virais infecciosas. Os dados experimentais apresentados pela_‘requérente demonstraram que os genomas de BVDV
contendo as delegdes inseridas sio geneticamente " estaveis in vivo, pois apls vérias passagenes em células
hospedeiras foram realizados experimentos de biologia molecular (RT-PCR e sequenciamento nucleotidico) que
demonstraram que as variagdes nucleotidicas existentes estavam dentro'da faixa esperada para virus de RNA fita
positiva e que estas modificagdes ndo aumentavam a capacidade de multiplica¢do do virus. Este dado e de extrema

importéncia tanto no que diz respeito ao desenvolvimento de uma vacina viva estavel bem como para a questdo de

P/  ,3

blossegurang:a do produto.
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II - Aspectos relacionadds a saiide humana e dos animais '

O OGM utilizado na vacina Bovela élcategorizado na Classe de Risco 1 (conforme RN 2, de novembro de
2006), baixo nivel individual e baixo risco para a coletividade, pois ndo causa agravos a saide humana e animal bem
como efeitos adversos aos vegetais € meio ambiente.  * ' .

Risco para seres huinanos:_ ' .

Sabe-se que o BVDV nio ¢ infeccioso para os seres humanos, ndo tem-potencial de zoonose € ndo tem
influéncia na saida humana conforme OIE - World Organization for Animal Health 2008. Efeitos téxicos e
alérgicos nfo foram descritos na literatura. O BVDV nfo tem acapacidade de infectar as células humanas ‘mesmo
quando estas sdo induzidas a expressar um dos receptores alvo do BVDV, o CD46 bovino. Isso enfatiza ma;s ainda
a enorme barreira que impede 0 BVDV de infectar os seres humanos. As cepas da vacina sdo incapazes de infectar o
ser humano, portanto, ndo sfio patogénicas para os humanos, independentemente da idade, ‘sal’lde ou estado

imunolégico do individuo. )

Os excipientes que fazem parte da composigdo da vacina ndo sdo farmacologicamente ativos e ndo tém
efeito toxico apds a exposi¢do do ser humano. Todos os excipientes estdo descritos na farmacopeia (Farm. Eur.), e
comumente. sdo utilizados nos medicamentos para humanes. Os sais (WPBS e salina ﬁsmloglca) € acucar (sacarose)
ndo t€m relevéncia blologxca e sdo metabolizados pelo orgamsmo

O animal vacinado que possui o estado geral afetado por imunossupressﬁo‘ou concomiténcia com 'outra
doenga pode ndo ter uma resposta imune normal a vacina. As delegdes dentfro do genoma nio aumentam a
susceptlblhdade a imunossupressio. ’ '

O organismo vacinal ndo integra seu genoma no DNA do genoma do hospedeiro. Os virus BVDV-1 e
BVDV-2 pertencem a familia Flaviviridae, e sio compostos por uma fita umica de RNA com orientagio positiva. A
replicagéc? do genoma viral ocorre no citoplas‘ma das células infectadas. O ciclo de vida néo inclui a intermediagio
do DNA e os virus nfio codificam ou expressam a transcriptase reversa. Portanto, a recombinacgio no DNA da célula
hospedeira nfo ¢ esperada. .

A semente mie BVD tipo 1 P05022006 BVD ¢ o virus da semente mie BVDV tipo 2, ddBVD Tub 2 MSV,
lote n® P14022806, 03/15/06 ndo reverteram & viruléncia e sfo seguros para a utiliza¢do na produgio de vacinas
vivas modificadas conforme resultados observados nos estudos “n° 6131-0955-06B-090 - Estudo de seguranga de

" reversdo da viruléncia para o virus da diarreia viral bovina Tipo 1 virus semente mae de dupla delegdo” e “n°® 6131-
0955-06B-034 - Estudo de seguranga de reversdo da viruléncia para o virus da diarréia viral bovina Tipo 2 virus
semente mée de dupla dele¢ao”. Brevemente, ambos estudos buscavam demonstrar que n3o houve reversdo a

. viruléncia do virus da semente mae de BVB tipo 1 ou tipo 2 com dupla dele¢do. Foi utilizado modelo de
retropassagem que usa bezerros recém nascidos e que néo receberam colostro, sendo livres de virus ou de anticorpos
maternos passados via colostro. Os achados dos estudos demonstraram que ndo houve reversdo a viruléncia apds2 e
3 retropassagens respectivamente para o BVDV-2 ¢ BVDV-1, nido- havendo 1ndlcag:0es de infecgdo ativa pelo
BVDV. , I ,

Estudos reahzados em animais prenhes demonstraram que a vacmac;ao do gado leiteiro com uma vacina

para BVDV composta de uma cepa de yacina BVDV-1 e outra da BVDV 2 é segura em vacas prenhes e ndo
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prenhes em todos os estagios de prenhez A vacinagdo ndo tem impacto algum sobre o indice de concepgdo. Com
relagao a eficacia, devido aos leCI‘SOS achados, ha indicagdes da ocorréncia de proteg¢do do grupo vacinado contra a
. infecg@io de campo por BVDV. '

Relativo a infecgdo persistente por BVDV néo foi estabelecida em nenhum dos fetos, e ndo foi observada
influéncia sobre o desenvolvimento normal do feto e/ou neonatos causada pela vacinagio. Nz’id foi ainda observada
reagfo sistémica ou local grave ap6s tratamento com a \}acina. Com base nos resultados de um dos estudos, podemos
concluir que a administragdo de uma superdosagem de dez vezes da vacifla com BVDV-I e BVDV-2 em novilhas
prenhas nos dois semestres de gestagdo é segura. , |

Nio ¢ esperado. que a vacina Bove-:la®‘cause interieréncia na eficacia de outras vacinagdes, entretanto ndo ‘é
‘recomendavel o uso do produto com outrds vacinas.

I1I - Avaliagdo de riscos - aspectos ambientais e riscos a saude humana e animal

O 'BVD\} tem baixa capacidade de sobreviver fora do hospedeir.o', pois precisam da célula viva para se
replicafem. O BVDYV foi totalmente inativado dentro do peﬁ'odo de 3 semanas a 5°C, dentro de 3 dias a 20°C ¢
dentro de 5 min. & 50°C em esterco bovino'e em pH menor que 5,7 e maior qué 9,3. Além disto, a radiagdo solar ¢
capaz de inativar membros do género Flavivirus em alguns dias. O ciclo deste virus nfo possui fase de DNA (ndo
possfli transcriptase reversa codificada no seu genoma, pois néc € um retrovirus) e as células hospedeiras também
ndo produzem,a TR. O ﬁnico’material genético é o RNA, o que nfo possibilita a recombinagdo com o DNA®
hospedeiro. Portanto, o risco de transferéncia genética do genoma viral para o genoma dos animais vacinados ou
qualquér Qufro animal ou bactérias ambientais e nosocomiais ¢ extremamente baixo.

Estudos clinicos em bovinos com cada cepa da vacina foram realizados, os quais demonstraram que—1)o
inicio da imunizagio ocorreu apos 3 semanas corh 10°* TCIDs, da vacina em gados de 3 meses de idade, 2) a du\racﬁo
da imunidade foi de 12 meses para as duas cepas vacinais, 3) o tempo de detecgdo dos OGMs nos animais vacinados
demonstrou que os virus estavam presentes em o6rgdos linféides até o dia 13- ap6és a vacinagio ¢ nos .tccidos
respiratc'n"ios e gasto-intestinais bovinos nos dias 6-9 pés-vacinagio, 4) a viremia foi observada entre os dias 6-10 e,
no maximo até o.dia 14 po6s-vacinagdo, 5) o virus modificado foi encontrado em tragos no leite de vacas vacinadas
(entre os dias 6-23 'DPV), mas nfo ha transmissdo do vii'us da vacina pelo leite, pois ndo houve resposta sorolégica‘
positiva em bezerros amamentados com o leite contendo virus vacinal, 6) nao ha possibilidade de infecg¢do em seres .

~ humanos,-uma vez que as células humanas ndo possuem o receptor viral bovmo BVDV denominado CD46, 7) nao
houve reversdo da viruléncia dos virus BVDV tipos I e II com as dele¢des, sendo portanto seguros para producdo de
vacinas vivas modificadas, 8) as vacinas sdo seguras em vacas prenhes em todos os estdgios e, ndo apresenta
também impacto sobre o indice de concepgdo, bem como efeitos ndo ocorreu nenhuma inﬂuenéia sobre o
desenvolvimento do feto (ndo apresentou efeito teratogénico), 9) -apesar do relatério mencionar na.lista dé
referencias 2 estudos (n°s 2009054 e 2009055) sobre avaliagdo da duragdio da protegdo fetal, ndo ficou claro no
relato se de fato a Bovela faz protegdo transplacentaria para o feto; este ponto poderia ter sido mais bem esclarecido,
' 10) as cepas da vacina viva tfpos I ¢ I apresentaram seguranga e eficacia em vacinagdo em gado leiteiro em todos os
estigios da prenhez, em gado ndo prenhe e também em énimais com inse‘minag‘a"lo programada, 11) ndo houve
detecgdo dos virus na secredo nasal (que poderia provocar transmissdo horizontal para o meio ambiente), sangue,

urina, fezes em nenhum momento durante os estudos.
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* O BVDV € um virus envelopado e ndo apresenta estruturas resistentes que possam sobreviver, apresenta

baixa capacidade de sobrevivéncia fora do hospedeiro. A integridade e estabilidade do virus é fortemente afetada

por luz solar (radiagdo UV), detergentes, temperatura e pH. Tanto o BVDV's'elvagem como o modificado da vacina

Bovela podem ser inativados por alvAej antes, alcool e detergentes. !

As'mutagdes e delegdes presentes nas cepas atenuadas da vacina BVDV-1 e BVDV-2 auxiliam o sistema
imunolégico desenvolvendo uma resposta adequada para eliminar o virus. Nao h4 evidencias cientificas de aumento
da capacidade de transmisséo do virus BVDV atenuados para espécies ndo-alvo. .
Monitoramento )

‘Com relagdo ao plano de monitoramento pos-liberagdo comercial a CTNBio determina que sejam seguidas
as instrugdes e executadas as agdes técnicas de monitoraménto constante na Resolugio Normativa 09 da CTNBio de
02 de dezembro de 2011. |
IV - Conclusio R A ) ¢

'Os dados da literatura associados aos resultados dos experimentos conduzidos e apresentados pela empresa

_requerente demonstram que a vacina Bovela ndo apresehpa risco significativo a0 meio ambiente, é segura para a
saude humana e para os animais, considerando que: ' 4\

1- os virus modificados BVDV-1 e BVI_)V-2 (semente-mée) ndo apresentaram reversdo da viruléncia e o fenétipo

atenuado é estavel;

2- o virus BVDV nio € infeccioso para se}es humaﬁo.s, nio afeta a saude humana e ndo-tem potencial de zé)onoise; :

3- as cepas das vacinas foram geradas por delecdes em 2 genes do genoma viral, NP° ¢ E™, nfo contendo nenhuma

sequencia externa adicional, o que significa que transferéncia de sequencias a ndo ser do,BVDV seria impossivel de

N

“ocorrer; _
4- Em adigdo, uma vez que o genoma do BVDV ¢ constituido apenas por RNA e, N mesmo ndo possui codiﬁcagﬁo
para a transcriptase reversa, o potencial de transferéncia genética para genomas de outras espécies ¢ nulo;

5+ Apesar do desafio requerido para a protegdo imunoldgica, devido & heterogeneidade que existe entre as cepas de
BVDV, ambas as vacinas (viva-modificada ou morta) tém se mostradé eficaz para controlar a doenga. A vacingéﬁo
ndo é 100% efetiva em cada animal individualmente, mas ¢ efetiva em nivel de rebanho. Apesaf das vacinas mortas
serem - potencialmente mais seguras do que as vacinas vivas, estas s3o menos efetivas e requerem “boosters”
frequentes (no minimo 2x/ano). \ '

6- O BVDV € um virus envelopado e ndo apresenta estruturas resistentes que possam sobreviver, apresenta baixa

-

capacidade de sobrevivéncia fora do hospedeiro. A integridade e estabilidade do virus é fortemente afetada por luz

. solar (rédiag;ﬁo uv), defergentes, temperatura ¢ pH. Tanto o BVDV selvagem como o modificado da vacina Bovela

podem ser inativados por alvejantes, alcool e detergentes, 0 que minimiza/elimina a possibilidade de causar danos
ambientais. ) _

A CTNBio considera que as informagdes enviadas atendem ao disposto na Resolugdo Normativa 05 e é

-

de parecer que o produto € seguro para uso e favoravel 4 liberagdo da vacina Bovela para utilizagdo comercial. A

-



comisséo técnica nacional !

CTNBi o Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagio
. 10 Comissio Técnica National de Blosseguranea
de biosseguranca - v S Coordenagao Geral

PATRIA EDuc

CTINBio cons:dera que essa atividade ndo & potencialmente causadora dé significativa degradaco do meio ambiente

L

ou de agravos a saude humana e animal.
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Dr. Edivaldo Domingues Velini
- l _Presidente da CTNBio S '
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