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PARECER TÉCNICO Nº 5005/2016
Processo nº: 01200.003042/2015-01

Requerente: Hipra Saúde Animal Ltda.

Próton: 40243/15
Data de Protocolo: 15/7/15

Endereço: Avenida do Lami, 6133. Bairro Lami, Porto Alegre - RS. CEP 91782-601.

CQB: 392/15
Extrato Prévio: 4715/2015, publicado no DOU em 30 julho de 2015.

Assunto: Solicitação de parecer para comercialização de vacina viva geneticamente modificada da classe I de risco biológico.

Reunião: 191ª Reunião Ordinária da CTNBio, realizada em 07 de abril de 2016,
Decisão: DEFERIDO

A CTNBio, após apreciação do pedido de Parecer Técnico para importação, transporte, armazenamento e comercialização no Brasil do produto denominado vacina HIPRABOVIS IBR MARKER LIVE, concluiu pelo deferimento, nos termos deste Parecer Técnico.

No âmbito das competências dispostas na Lei 11.105/05 e seu decreto 5.591/05, a Comissão concluiu que o presente pedido atende às normas da CTNBio e à legislação pertinente que visam garantir a biossegurança do meio ambiente, agricultura, saúde humana e animal.

RESUMO: O Presidente da Comissão Interna de Biossegurança da empresa Hipra Saúde Animal Ltda., Sr. Charles Fernando Capinos Scherer, solicita à CTNBio parecer técnico para as atividades de importação, transporte, armazenamento e comercialização no Brasil do produto denominado vacina Hiprabovis IBR Marker Live, uma vacina contendo cepa viva atenuada com dupla deleção do Vírus da Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBRV), tendo como substância ativa o vírus vivo com dupla deleção; deleção da glicoproteína E (gE-) e deleção da timidina quinase (tk) do Herpes Vírus Bovino Tipo 1, cepa CEDDEL contra Herpes Vírus Bovino Tipo 1 (BoHV-1). Esta é uma vacina para administração em bovinos com a finalidade de reduzir o desconforto respiratório causado pelo IBRV. 
PARECER TÉCNICO

I. Identificação do OGM

Designação do OGM: Hiprabovis IBR Marker Live
Espécie: Vírus da Rinotraqueite Infecciosa Bovina
Característica(s) inserida(s): dupla deleção levando a atenuação do vírus
Método de introdução da(s) característica(s): técnicas de modificação genética para eliminar regiões do genoma do vírus.
II – Informações Gerais

A Rinotraqueíte infecciosa bovina (IBR), é uma doença viral altamente contagiosa, que pode causar febre, mucosas avermelhadas, diminuição na produção de leite, rinotraqueíte, com secreção purulenta, por vezes com estrias de sangue pelas narinas do animal, infertilidade, e abortamento. O vírus se apresenta de duas maneiras: a forma respiratória e a genital dependendo da via de penetração; bovinos de todas as idades podem ser afetados sendo que a ocorrência é maior em animais acima de seis meses de idade. (Bortot et al., 2009).

A vacina aqui proposta é uma vacina viva liofilizada para ressuspensão em solvente a ser administrada por via intramuscular. A apresentação farmacêutica foi escolhida devido à imunidade geralmente alta e duradoura conferida pelas vacinas vivas. Além disso, liofilizados são a apresentação mais comum para vacinas vivas devido à estabilidade geralmente alta do vírus vivo por um longo período de tempo nestas condições.

O OGM final é designado de IBRV, cepa CEDDEL. O vírus modificado perde a capacidade de expressar as formas funcionais dessas proteínas (glicoproteína E (gE) e da enzima timidinaquinase (tk)). 

O genes deletados e suas funções específicas:

Gene da Glicoproteína E:
A gE é uma das glicoproteínas do envelope do Vírus da Herpes Bovina tipo-1 (BoHV-1) que foi relacionada a uma variedade de funções envolvidas em diferentes aspectos da interação vírus/hospedeiro. Os mutantes de deleção gE são virtualmente avirulentos in vivo e foram utilizados como vacina viva que clinicamente protegeu bezerros contra o desafio contra uma cepa do tipo selvagem. 

Gene de Timidina Quinase: 

A deleção da enzima tk foi selecionada por esta proteína estar relacionada à latência, ao neurotropismo e à reativação viral em animais infectados e, portanto, uma deleção adicional incluindo esse gene aumentaria a segurança da cepa viral. O gene tk do BoHV-1 foi identificado e mapeado em 1987, e a localização e sequência específicas foram estabelecidas em 1989-1990. 

O BoHV-1 FM gE- tk- não expressa uma forma ativa da glicoproteína E, nem da enzima timidina quinase, como resultado da deleção na região de codificação do gene gE e do gene tk. 

A deleção precisa dos genes gE e tk foi investigada tanto por digestão do DNA viral com endonucleases de restrição quanto por análise de Southern blot. Em ambos os casos, os resultados indicaram que a cepa é o produto da recombinação desejada entre o genoma do BoHV-1 e plasmídeos construídos. A ausência de outras alterações nos padrões de restrição do vírus recombinante coincide com a ausência de rearranjos indesejados do genoma do vírus BoHV-1 FM gE- tk-. 

Desta forma, as principais características do vírus OGM são a incapacidade de expressar a glicoproteína E e a falta de atividade da timidina quinase, ocasionando uma virulência bastante diminuída (atenuação) e redução da capacidade de infecção de células do sistema nervoso. A falta de expressão das duas proteínas não altera a capacidade do vírus de se disseminar in vitro em culturas de células (em termos de titulação viral final), nem a capacidade imunogênica do vírus. Portanto, a falta de expressão da glicoproteína E em bezerros inoculados com CEDDEL induz o desenvolvimento de uma resposta imunológica que visa proporcionar proteção contra infecções subsequentes por IBRV virulento, mas ao mesmo tempo não desenvolvendo anticorpos anti-gE.

A replicação da cepa CEDDEL é restrita ao local da inoculação. Uma vez que as cepas vacinais são incapazes de expressar o antígeno gE, os animais inoculados com tais cepas não produzem anticorpos anti-gE, que normalmente seriam induzidos após a infecção natural com o vírus do tipo selvagem. O uso de um ELISA para detectar anticorpos anti-gE torna possível diferenciar animais soronegativos devido à vacinação (animais gE-) daqueles soropositivos devido à infecção (animais gE+).

Os estudos de segurança em laboratório apresentados indicaram que o OGM administrado aos bezerros por via intramuscular não se dissemina nos animais inoculados, não é transmitido a animais não vacinados e não reverte à virulência após ter sido sujeito a cinco passagens em série em bezerros.

A empresa Hipra Saúde Animal Ltda. solicita à CTNBio parecer técnico para as atividades de importação, transporte, armazenamento e comercialização no Brasil do produto denominado vacina Hiprabovis IBR Marker Live, uma vacina contendo cepa viva atenuada com dupla deleção do Vírus da Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBRV). Esta é uma vacina para administração em gado bovino com a finalidade de reduzir o desconforto respiratório causado pelo IBRV.
A vacina foi desenvolvida para ser apresentada como uma vacina viva liofilizada para ressuspensão em solvente a ser administrada por via intramuscular. O IBRV pertence à família Herpesviridae, grupo Herpesvírus bovino, sorotipo 1 (BoHV-1). Este vírus foi atenuado através da deleção da glicoproteína E (gE-) e deleção da timidina quinase (tk-). Este método de atenuação foi escolhido com base na precisão e possibilidade de diferenciação entre animais vacinados e naturalmente infectados. É uma cepa de vírus com supressão de genes na qual não foi inserida nenhuma sequência genômica.
O vírus GM é incapaz de expressar a glicoproteína E e não possui a atividade da timidina quinase. A falta de expressão das duas proteínas não altera a capacidade do vírus de se disseminar in vitro em culturas de células, nem a capacidade imunogênica do vírus. Portanto, a falta de expressão da glicoproteína E em bezerros inoculados induz o desenvolvimento de uma resposta imunológica que visa proporcionar proteção contra infecções subsequentes por IBRV virulento, mas ao mesmo tempo não desenvolvendo anticorpos anti-gE. Desta forma, o uso de um ELISA para detectar anticorpos anti-gE torna possível diferenciar animais soropositivos devido à vacinação (animais gE-) daqueles soropositivos devido à infecção (animais gE+).
A Glicoproteína E (gE) é uma das glicoproteínas do envelope do Vírus da Herpes Bovina tipo-1 (BoHV-1) e esta relacionada a uma variedade de funções envolvidas em diferentes aspectos da interação vírus/hospedeiro. Os mutantes de deleção gE são virtualmente avirulentos in vivo.
A enzima Timidina Quinase (tk) é uma proteína relacionada à latência, ao neurotropismo e à reativação viral em animais infectados e, portanto, uma deleção adicional incluindo esse gene aumenta a segurança da cepa viral.

Os estudos de segurança em laboratório apresentados indicaram que o OGM administrado aos bezerros por via intramuscular não se dissemina nos animais inoculados, não é transmitido a animais não vacinados e não reverte à virulência após ter sido sujeito a cinco passagens em série em bezerros. A vacina de IBRV atenuado, Hiprabovis IBR Marker Live, não contém nenhum fragmento de material genético estranho, então a possibilidade de transferência a outros organismos é nula. A única transmissão genética possível que poderia ocorrer é o intercâmbio genético por recombinação homóloga entre o vírus recombinante e as cepas virulentas de IBRV. Para que isso ocorra, os dois vírus precisam co-infectar a mesma célula, no mesmo animal, o que é improvável de ocorrer em condições de campo. Um possível evento de recombinação entre o OGM e uma cepa IBRV virulenta levaria à criação de uma cepa de IBRV de recombinação com o mesmo complemento de genes do vírus de tipo selvagem. De acordo com as propriedades intrínsecas das cepas de IBRV, tais como especificidade de hospedeiro e baixa capacidade de sobrevivência no meio ambiente, e com as propriedades específicas da cepa do IBRV deletado (sem disseminação do vírus no corpo do animal, sem transmissão de animais vacinados para animais não vacinados, estabilidade genética, ausência de sequências genéticas estranhas e ausência de reversão à virulência), o risco geral pode ser estabelecido como insignificante.
III - Aspectos relacionados à saúde humana e dos animais

O Vírus da Rinotraqueíte Infecciosa Bovina (IBRV) é um herpes vírus bovino do tipo 1. O IBRV pertence à família Herpesviridae, subfamília Alphaherpesvirinae, gênero Varicellovirus, grupo Herpesvírus bovino, sorotipo 1 (BoHV-1). Esse grupo e sorotipo também incluem o Vírus da Vulvovaginite Pustulosa Infecciosa (IPV) e o Vírus da Balanopostite Infecciosa. A dispersão do IBRV se dá principalmente por via de aerossol, exsudados e gotículas nasais expelidas na tosse são as principais fontes de infecção. Em doenças genitais causadas pelo Herpesvírus bovino sorotipo 1 (BoHV-1), este é transmitido por via venérea, através de secreções genitais, sêmen, sendo placenta e tecidos e fluidos fetais as principais vias de infecção. 

As condições ambientais que podem afetar a sobrevida e a multiplicação de IBRV são temperatura, pH e umidade, que afetam a estabilidade do vírus discutido. Uma vez que aerossóis são os principais meios de disseminação, a ação do vento pode ser considerada relevante como fator ambiental que exerce influência sobre a disseminação. A introdução de animais infectados em fazendas livres de IBR pode levar ao desenvolvimento de um surto da doença.

O IBRV sobrevive no meio ambiente por 30 dias no inverno. Em fazendas de gado bovino, ele pode sobreviver por 6-13 dias no inverno e por 5-9 dias na primavera. O vírus é inativado em segundos a temperaturas acima de 63°C. 

Vários estudos de sensibilidade térmica demonstraram que o vírus é bastante estável em temperaturas abaixo de -65°C, mas essa estabilidade diminui caso a temperatura de armazenamento seja cerca de -20°C. O vírus é lentamente inativado a 4°C e sobrevive cerca de 10 dias a 37°C. Por conseguinte, o IBRV pode permanecer estável em recipientes de armazenamento de sêmen, podendo contaminar amostras livres de IBRV armazenadas no mesmo recipiente.

O OGM em questão é um vírus da herpes bovino tipo 1 cepa CEDDEL, contendo 2 deleções no seu genoma (gE- e tk) denominado IBRV cepa CEDDEL. A gE é uma das glicoproteínas do envelope do Vírus da Herpes Bovina tipo-1 (BoHV-1) que foi relacionada a uma variedade de funções envolvidas em diferentes aspectos da interação vírus/hospedeiro. Os mutantes de deleção gE são virtualmente avirulentos in vivo e foram utilizados como vacina viva que clinicamente protegeu bezerros contra o desafio contra uma cepa do tipo selvagem. A deleção da enzima tk foi selecionada por esta proteína estar relacionada à latência, ao neurotropismo e à reativação viral em animais infectados e, portanto, uma deleção adicional incluindo esse gene aumentaria a segurança da cepa viral.

O vírus IBRV cepa CEDDEL não contém nenhum fragmento de material genético estranho, então a possibilidade de transferência a outros organismos é nula. A única transmissão genética possível que poderia ocorrer é o intercâmbio genético por recombinação homóloga entre o vírus recombinante e as cepas virulentas selvagens. Para que isso ocorra, os dois vírus precisam co-infectar a mesma célula, no mesmo animal, o que é improvável de ocorrer em condições de campo. Um possível evento de recombinação entre o OGM e uma cepa selvagem virulenta levaria à criação de uma cepa de IBRV de recombinação com o mesmo complemento de genes do vírus de tipo selvagem. 

Não se espera interação entre IBRV cepa CEDDEL e as cepas selvagens de campo, assim como nenhuma reversão dos genes deletados. Essa informação é apoiada com a referência aos estudos de laboratório nos quais a vacina foi sujeita a diferentes passagens em bezerros e em culturas de células. Os resultados obtidos neste estudo demonstraram a ausência de reversão à virulência do IBRV cepa CEDDEL. 

Foram realizados estudos sobre a disseminação do vírus sob condições laboratoriais controladas para determinar a capacidade de transmissão horizontal do vírus por contato entre bezerros, e a transmissão do vírus da vacina a partir de animais vacinados. Durante essas experiências, bezerros inoculados por via intramuscular com o OGM foram alojados em contato com bezerros não inoculados. Uma gama de diferentes amostras de órgãos e secreções corporais foi coletada dos animais vacinados para avaliar a presença do vírus da vacina. 

O IBRV cepa CEDDEL uma vez inoculado no animal não se dissemina dentro do organismo do hospedeiro alvo e não é liberado ao meio ambiente. Portanto, a probabilidade de espécies alvo e não alvo de entrar em contato com o IBRV cepa CEDDEL sem ser por vacinação é efetivamente zero. 

Além disso, os vírus selvagens IBRV possuem hospedeiros específicos e não afetam outros organismos que não bovinos. Uma vez que o IBRV cepa CEDDEL não se dissemina dentro dos animais vacinados, nenhum metabolito é excretado e a via de administração não permite a liberação do antígeno ao meio ambiente. 

Foi realizado um estudo para a verificação do desempenho reprodutivo (Avaliação da segurança / atividade abortiva da vacina administrada a novilhas prenhes). Este estudo demonstrou a segurança da vacina durante a prenhez e mostrou que a cepa da vacina não se dissemina aos órgãos reprodutores das fêmeas. Foi realizado um estudo de campo para avaliar a segurança e eficácia da vacina (A avaliação da segurança e da eficácia da vacina viva Hiprabovis IBR marker contra IBR em condições de campo) os estudos foram apresentados nos Anexos 1 e 2 encaminhados no processo. Não foram observados efeitos adversos associados ao uso desta vacina.

O IBRV cepa CEDDEL foi sujeita a estudos de estabilidade genética através de passagens sucessivas tanto por linhas celulares quanto por bezerros. Foi apresentada uma comparação dos padrões de restrição da cepa de gE- tk- recombinante após a primeira passagem celular, após purificação viral e após a passagem  celular do primeiro estoque do Vírus Semente Máster, não demonstrando nenhuma diferença. Além disso, não se detectou nenhuma alteração nas características biológicas (cinética de crescimento, efeito citopático, patogenicidade, tropismo, titulação viral em diferentes tecidos, etc.). A capacidade limitada de transmissão demonstrada pelo OGM também é uma forma de controle adicional contra o risco de dispersão do material genético. Os estudos mostram que as deleções permanecem estáveis ao longo de várias passagens.

A estabilidade das deleções do gene construídas foi demonstrada pelo desempenho de cinco passagens em série in vitro nas células GBK e por comparação entre os padrões obtidos na cepa submetida às passagens e não submetida às passagens. No caso de uso indevido da vacina, ou seja, quebra dos frascos de vidro que contém a fração do antígeno e liberação ao meio ambiente, o OGM demonstrou não reverter à virulência quando submetido a passagens em série in vivo por administração intranasal (a principal via de infecção para cepas IBRV do tipo selvagem). Os resultados do estudo sobre reversão à virulência também demonstraram que titulações virais mais baixas são obtidas entre as passagens, então, no caso de uma liberação inesperada ao meio ambiente, espera-se menos de cinco passagens naturais nos animais alvo. 

O IBRV é um vírus de DNA. Em geral, vírus de DNA possuem maior estabilidade genética do que vírus de RNA, uma vez que vírus de DNA têm mecanismos para reparar erros que ocorrem durante a replicação gênica. 

O tratamento de resíduos está de acordo com os requisitos locais. A empresa HIPRA SAÚDE ANIMAL realizará a importação, comercialização, armazenamento e transporte da vacina que apresenta o microrganismo vivo atenuado. Para o descarte do produto após o vencimento, será primeiramente autoclavado para a inativação do microrganismo e depois será incinerado por empresa terceirizada e especializada em descarte de resíduos infectantes.

De acordo com as propriedades intrínsecas das cepas de vírus da herpes bovino tipo 1, tais como especificidade de hospedeiro e baixa capacidade de sobrevivência no meio ambiente, e com as propriedades específicas da linhagem recombinante IBRV cepa CEDDEL (sem disseminação do vírus no corpo do animal, sem transmissão de animais vacinados para animais não vacinados, estabilidade genética, ausência de sequências genéticas estranhas e ausência de reversão à virulência), o risco geral pode ser estabelecido como insignificante.

IV - Aspectos Ambientais

As informações fornecidas no processo oferecem comprovação suficiente para apoiar a Avaliação de Risco Ambiental e possibilita a confirmação de que a liberação deste MGM, vacina contendo cepa viva atenuada com dupla deleção do Vírus da Rinotraqueite Infecciosa Bovina, não representa nenhum risco aos seres humanos, a outras espécies não alvo e ao meio ambiente.
V - Restrições ao uso do OGM e seus derivados

O uso proposto dessa vacina é para “Uso Veterinário”, não sendo permitido o uso com finalidades diferentes das solicitadas no processo, salvo após nova avaliação da CTNBio.
VI - Monitoramento pós-liberação comercial

A empresa informa que serão seguidas as instruções e executadas as ações técnicas de monitoramento constantes na Resolução Normativa CTNBio nº 09 de 02 de dezembro de 2011

VII – Conclusão

A empresa apresentou todas as informações solicitadas na RN5 o que possibilitou uma avaliação de risco adequada.

Com base nos dados apresentados no relatório e dos conhecimentos descritos na literatura cientifica, as indicações práticas e a base teórica nos levam a concluir que as modificações genéticas utilizadas no desenvolvimento da vacina Hiprabovis IBR Marker Live de IBRV atenuado não resultaram em alterações significativas na capacidade reprodutora ou na disseminação do vírus. Sendo assim, a vacina Hiprabovis IBR Marker Live não apresenta risco à saúde humana, animal, das plantas e ao meio ambiente.
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IX – Parecer
Ante aos dados apresentados pela proponente e a literatura consultada concluímos que esse microrganismo geneticamente modificado não oferece riscos ao meio ambiente, sendo tão seguro quanto seu equivalente convencional. Considerando ainda que o presente pedido de liberação comercial atende às normas e às legislações vigentes que visam garantir a biossegurança ambiental, vegetal, animal e do homem, á CTNBio é de parecer favorável a solicitação da empresa Hipra Saúde Animal Ltda. de liberação comercial da vacina de cepa viva atenuada com dupla deleção do Vírus da Rinotraqueite Infecciosa Bovina, Hiprabovis IBR Marker Live.
A decisão pela aprovação desse processo foi tomada na 191ª Reunião Ordinária da CTNBio, em 07 de abril de 2016, com 15 votos favoráveis e 2 abstenções.
DR. EDIVALDO DOMINGUES VELINI
Presidente da CTNBio
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