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Assunto: Solicitação de parecer sobre a biossegurança de organismo geneticamente modificado para atividades de importação, transporte, armazenamento e comercialização.
Extrato Prévio: 1754/2009, Publicado no D.O.U No. 39, 27 de 02 de 2009.
Reunião: 

Decisão: ( x ) DEFERIDO

 (  ) INDEFERIDO

 (  )DILIGENCIA

Ementa: A CTNBio, após apreciação do processo de solicitação de Parecer Técnico sobre a biossegurança de organismo geneticamente modificado da classe I de risco biológico para atividades de importação, transporte, armazenamento e comercialização e conclui pelo DEFERIMENTO nos termos deste parecer técnico. O Sr. Paulo Roberto Andreoli, Presidente da Comissão Interna de Biossegurança da Empresa CEVA SAÚDE ANIMAL LTDA., solicita a CTNBio parecer técnico sobre a biossegurança de organismo geneticamente modificado para ser utilizado como vacina para aves. O pedido de parecer abrange as atividades importação, armazenamento e comercialização pela empresa no Brasil do produto denominado: “VECTORMUNE® FP-MG+AE - Vacina viva liofilizada contra a Bouba aviária, Mycoplasma gallisepticum e Encefalomielite Aviária”. Este produto será importado pronto e acabado, sendo as etapas de produção, purificação e envase fora do Brasil. A empresa encaminhou a documentação necessária pertinente a este pleito. No âmbito das competências conferidas pela Lei 11.105/05, e regulamentadas pelo Decreto-lei 5.591/2005, a Comissão considerou que os protocolos experimentais e as demais medidas de biossegurança propostas atendem às normas da CTNBio e à legislação pertinente que visam garantir a biossegurança do meio ambiente, agricultura, saúde humana e animal.

Parecer técnico consolidado da autorização para liberação comercial da vacina “VECTORMUNE® FP-MG+AE - Vacina viva liofilizada contra a Bouba aviária, Mycoplasma gallisepticum e Encefalomielite Aviária”
Fundamentação técnica

A vacina proposta para liberação comercial contém um vírus vivo geneticamente modificado destinado à prevenção da Bouba aviária (BA) causada por Fowlpox (FPV) e do Mycoplasma gallisepticum (MG) pela inserção de genes desta bactéria no vírus. O vírus da BA foi modificado por engenharia genética e expressa antígenos chave protetores do MG. A vacina é apresentada na forma liofilizada e é recomendada para a imunização ativa de galinhas sadias para a proteção contra a Bouba aviária e MG, para administração via punção na membrana da asa. Será acrescentada a esta vacina uma amostra atenuada convencional de encefalomielite aviária. 

A infecção por MG leva a uma doença crônica respiratória em galinhas e perus e a bouba aviária uma doença causada por Fowlpox vírus. A bouba aviaria é uma doença que afeta vários tipos de aves entre elas galinhas, perus, pombos e pássaros. Vacinas comerciais eficazes com vírus vivo tornaram –se disponíveis durante a década de 60 e cepas suaves, seguras o suficiente para serem aplicadas em pintos de apenas um dia de vida, foram desenvolvidas em meados da década de 70. Embora a bouba aviária não seja uma doença respiratória, causa sintomas respiratórios e asfixia. A encefalomielite aviária é uma doença causada por um picornavirus que afeta e infecta aves adultas e jovens, mas somente as jovens, até 8 semanas de idade, desenvolvem a doença que é caracterizada por tremores e paralisia do pescoço e cabeça. Nas aves em produção há queda brusca de postura.
Caracterização do OGM

O sítio de clonagem para a inserção dos genes MG 40K e mgc3 na cadeia parental do FPV está localizado dentro do fragmento 3.0-kb Hpal-Spel da cepa parental do FPV. O fragmento sem extremidade coesiva de 3.0-kb HpaI-SpeI do DNA genômico do FPV foi inserido no sítio sem extremidade coesiva EcoRI-HindIII do pUc18. Usando EcoRV para digerir o fragmento 3.0-kb HpaI-SpeI, um fragmento de 175-pb foi retirado e reposto com os genes MG 40K e mgc3 (Yoshida et al., Infect Immun. 2000 Jun;68(6):3186-92). O gene 40K foi amplificado por PCR, juntamente com um promotor sintético Ps e uma seqüência sinal derivada do gene gB do Vírus da Doença de Marek (MDV) do sorotipo 1, foi inserida no pUC18 digerido por Eco-RV contendo o fragmento do DNA genômico do FPV, resultando em um vetor intermediário. O promotor Ps emula o promotor precoce/tardio do poxvirus (Davidson e Moss, 1989a J. Mol. Biol. 210, 749-769; Davidson e Moss, 1989b J. Mol. Biol. 210, 771-784). A seqüência sinal gB do MDV foi adicionada ao amino terminal dos genes MG 40K e mgc3 para translocação destes produtos genéticos para a superfície celular. O gene mgc3 foi inserido no vetor intermediário juntamente com o promotor Ps e a seqüência sinal gB, resultando em um plasmídeo homólogo. Para produção industrial da vacina recombinante FP-MG, a propagação do vírus é feita em culturas primárias de fibroblastos de embrião de galinha (CEF) derivados de aves SPF, utilizando-se o meio MEM Earle de crescimento, suplementado com soro fetal bovino (In Diseases of Poultry, 9th ed, pp. 585-586. Edited by B. W. Calnek, H. J. Barnes, C. W. Beard, L. R. McDougald & Y. M. Saif. Ames: Iowa State University Press; Outline of Production for Fowl Pox Vaccine – Live Virus (Product Code 1621.00) – U.S. Vet. Lic. 368 – Biomune Co.

Fibroblastos de embrião de galinha (FEG) foram utilizados como célula hospedeira para a recombinação do plasmídeo homólogo e da cepa parental de FPV. Após a transfecção, o vírus em crescimento em FEG foi avaliado para a expressão de proteínas MG. Placas expressando proteínas MG foram isoladas e selecionadas até que o vírus recombinante puro foi obtido.

A CEVA apresenta as autorizações de uso desta vacina concedidas pelo USDA nos EUA (3/6/2003), na Costa Rica (16/01/2006), México (10/2007), Tailândia (28/12/2006), Bangladesh (28/01/2007), Peru (14/03/2007), Colômbia (12/02/2008), Equador (15/05/2006) e Paquistão (09/05/2005).
Análise do microrganismo OGM conforme Resolução Normativa Nº 5, de 12 de março de 2008 Anexo III
1. A doença a ser controlada com o emprego da vacina e a espécie hospedeira, indicando os órgãos colonizados pela vacina, se viva e as espécies hospedeiras do organismo parental, a partir do qual a vacina foi construída

A doença a ser controlada é a bouba aviária e a doença causada por Mycoplasma gallisepticum (MG). As espécies hospedeiras dos organismos parentais a partir do qual a vacina foi originada são as aves. 

2. O nível e duração da imunidade produzida na espécie hospedeira após a vacinação com o OGM, informando por quanto tempo pode-se detectar o OGM nos animais vacinados ou em seus excrementos, fornecendo as evidências experimentais;


Demonstrou-se que a vacina é segura para uso em galinhas. Galinhas foram vacinadas através de punção na membrana da asa com uma dose 10X da vacina. Após um período de observação de 21 dias, não foram observadas reações adversas ou sinais clínicos de BA, Mycoplasma gallisepticum (MG) ou EA. Assim, a vacina é segura para uso em galinhas e não apresenta nenhum risco de segurança. A segurança da vacina também foi avaliada durante o estudo de eficácia. Galinhas foram vacinadas às 8 semanas de idade. As aves foram mantidas por três semanas para desenvolvimento de imunidade antes do desafio. Durante este período, as aves foram observadas diariamente e não foram observadas reações adversas ou sinais clínicos de FP, MG ou EA. Após o período de observação, as aves foram desafiadas e a vacina foi eficaz contra o desafio com FP, MG e EA. Assim, a vacina é eficaz para uso em galinhas e não apresenta nenhum risco de segurança.


Quando galinhas foram vacinadas através de punção na membrana da asa com uma dose 100X dose de vacina, após um período de observação de 21 dias, não foram observadas reações adversas ou sinais clínicos de BA, MG e EA. Assim, a vacina é segura para uso em galinhas e não apresenta nenhum risco de segurança. Também não foram relatadas reações adversas associadas com a cepa FPV parental, como a vacina licenciada pelo USDA usada nos EUA, a qual foi usada para construção da vacina. 

O tropismo tecidual da vacina foi avaliado para verificar a possibilidade da inserção do gene MG no genoma FPV pode causar variações no tropismo do FPV. Galinhas foram vacinadas com dose 100X de vacina ou uma quantidade equivalente da cepa FPV parental e foram realizados isolamentos virais de vários tecidos. As aves vacinadas com a vacina não mostraram reações adversas ou sinais clínicos de BA ou MG pelos 10 dias pós-inoculação (dpi). No 5( dpi, foi isolado vírus no local da inoculação de galinhas vacinadas com a vacina e das vacinadas com FPV parental, enquanto que não foi isolado vírus da traquéia. fígado ou baço. No 10( dpi, não foi isolado vírus das aves vacinadas nem com a vacina ou FPV parental. Baseado nestes resultados, conclui-se que tropismo tecidual da vacina foi similar ao da cepa FPV parental. Assim, a vacina é segura para uso em galinhas e não apresenta nenhum risco de segurança. 

3. A possível disseminação do organismo vacinal de animais vacinados para outros não vacinados ou para outras espécies, incluindo seres humanos, informando os mecanismos e a freqüência deste evento com dados experimentais;

A segurança da transmissão vacinal da vacina de galinhas vacinadas para não-vacinadas por contato, foi avaliada na: (1) transmissão por contato na avaliação da eficácia do FPV, (2) transmissão por contato na avaliação da eficácia de MG e (3) comparação da transmissão para a cepa FPV parental. As galinhas foram vacinadas com uma dose 100X de vacina. Vinte e quatro horas pós-vacinação, galinhas não-vacinadas, começaram o contato com as vacinadas por três semanas. Durante este período, não foi observada nenhuma reação adversa à vacina ou sinais clínicos de FP, MGou EA. Para avaliar a transmissão, todas as aves foram desafiadas ou com FPV, MG ou EA. As vacinadas estavam protegidas do desafio enquanto as não-vacinadas estavam susceptíveis. As aves vacinadas com a cepa FPV parental tiveram resultados similares. Conclui-se que nem a vacina ou a cepa FPV parental foi transmissível. Assim, a vacina é segura para uso em galinhas e não apresenta nenhum risco de segurança. 

Foram conduzidos estudos de segurança em animais não-alvo com uma dose 100X de vacina em perus, codornas, passarinhos e pombas. Segundo dados de literatura, o FPV é conhecido por se replicar em perus e galinhas e é usada para vacinar perus por escarificação da coxa (Tripathy & Reed, 1997 Pox. In Diseases of Poultry, 10th ed, pp. 643-659. Edited by B. W. Calnek, H. J. Barnes, C. W. Beard, L. R. McDougald & Y. M. Saif. Ames: Iowa State University Press., Winterfield & Reed, 1985, Winterfield et al., 1985 Poultry Science 64, 2076-2080, Yanagida et al., 1992 Journal of Virology 66, 1402-1408). Também é descrito na literatura que o FPV não se replica em codornas (Winterfield & Reed, 1985). Em geral, sabe-se que o FPV não afeta mamíferos, mesmo que um caso de isolamento de FPV tenha sido registrado em rinocerontes (Tripathy & Reed, 1997- Pox. In Diseases of Poultry, 10th ed, pp. 643-659. Edited by B. W. Calnek, H. J. Barnes, C. W. Beard, L. R. McDougald & Y. M. Saif. Ames: Iowa State University Press.).
A segurança foi demonstrada em outras espécies aviárias (perus, codornas, passarinhos e pombas) por: (1) vacinação com a vacina ou a cepa FPV parental e (2) comparação dos sinais clínicos, reações adversas, e isolamento viral entre os dois grupos vacinados. Os resultados demonstraram que outras espécies aviárias vacinadas com a vacina não mostraram sinais clínicos ou reações adversas e não foi isolado vírus do local de inoculação ou do sangue ou da traquéia de codornas passarinhos e pombas. Resultados idênticos também foram obtidos quando espécies aviárias foram inoculadas com a cepa FPV parental. Segundo dados de literatura, o FPV é conhecido por se replicar em perus e é usado para vacinação por escarificação da coxa (Tripathy & Reed, 1997, Winterfield & Reed, 1985 Poultry Science 64, 65-70, Winterfield et al., 1985 Poultry Science 64, 2076-2080.). Dos perus, o recombinante e o FPV parental foram isolados do local de inoculação somente 7 dias após a inoculação mas não mais tarde. Baseado nestes resultados, foi demonstrado que a extensão de hospedeiro da vacina é similar a cepa parental de FPV. Assim, a vacina é segura para estas espécies aviárias e o uso em galinhas não apresenta nenhum risco de segurança a outras espécies aviárias.

A segurança foi demonstrada em células linhagem de mamíferos: murinas, caninas e porcinas. Estas células linhagem de mamíferos foram inoculadas com a vacina, e sofreram cinco passagens. Não foram observados efeitos citopáticos em nenhuma das células de linhagem ou em alguma passagem. Resultados similares também foram obtidos quando estas espécies foram inoculadas com a cepa FPV parental. Baseado nestes resultados, conclui-se que a extensão de hospedeiro da vacina foi similar para a cepa parental de FPV. Assim, a vacina é segura para estas espécies de mamíferos e o uso em galinhas não apresenta nenhum risco de segurança a espécies de mamíferos. 

4. Os detalhes, se for o caso, de suscetibilidade do hospedeiro ao organismo vacinal afetada pelo estado geral (por exemplo, imunossupressão ou concomitância de outra doença) ou por tratamentos medicamentosos ou outros;

Não se aplica.

5. As evidências experimentais de que o material genético do organismo vacinal se incorporou integral ou parcialmente ao genoma de células do hospedeiro vacinado;

Não se aplica pois este vírus não é capaz de se integrar ao genoma do hospedeiro.

6. A possibilidade de reversão de uma vacina viral ao estado selvagem, por recombinação ou complementação com outros vírus intracelulares, fornecendo resultados experimentais se o fenômeno ocorrer;

A reversão com perda do gene levaria a geração da vacina de bouba aviária hoje aplicada em todo o mundo nas aves.

Estudos de segurança associados com a vacina como estabilidade genética e pureza também foram feitos. Foi demonstrado, pela falta de reversão da virulência, que a vacina é genética e fenotipicamente estável após cinco retropassagens sucessivas em galinhas. Não foram observadas reações adversas ou sinais clínicos de BA, MG ou EA durante cada passagem ou por 21 dias no grupo da 5ª passagem. A estabilidade genética in vivo da vacina foi confirmada usando-se testes moleculares para verificar a estabilidade das inserções dos genes (análises de “Southern blot” e seqüência de DNA) e a expressão genética (“Western Blot” e “Black Plaque Assay”). A análise “Southern blot” do DNA isolado da MSV do grupo de 1ª retropassagem, verificou a presença da inserção do gene MG e verificou que a inserção do gene era estável no genoma FPV. Para avaliar a estabilidade da inserção do gene em uma extensão maior, a análise da seqüência do DNA de várias áreas da inserção do gene tais como promotores e o local genômico da inserção verificaram a estabilidade da inserção do gene. 

Para verificar a estabilidade in vitro da inserção do gene, a vacina sofreu cinco passagens in vitro. Usando os mesmos testes moleculares descritos anteriormente para verificar a estabilidade das inserções do gene (análise “Southern blot” e análise de seqüência de DNA) e expressão do gene (“Western Blot” e “Black Plaque Assay”), a vacina foi geneticamente estável in vitro. 

7. Os possíveis efeitos deletérios da vacina sobre animais prenhes e seu potencial teratogênico, descrevendo os testes de eficiência e inocuidade realizados;

Não se aplica, pois a vacina é indicada fora do período produtivo.

8. As possíveis interferências do organismo vacinal na eficácia de outras vacinações ou em imunizações subseqüentes contra outras doenças.

O recombinante mostra exatamente ser eficiente para as duas infecções a BA, MG e EA .

Parecer 

A solicitação é para liberação comercial da vacina viva atenuada de Fowlpox virus utilizada no controle da bouba aviária em aves comerciais. A doença em questão causa sérios prejuízos à criação de aves e esta vacinas atenuadas é utilizada amplamente em todo o mundo. A vacina aqui proposta foi construída por engenharia genética inserindo-se genes do Mycoplasma gallisepticum no Fowlpox vírus. Além disso será acrescentada a vacina atenuada de encefalomielite aviária.

Os dados enviados pela empresa sobre a estabilidade da vacina, a sua não reversão a virulência em passagens no organismo alvo, sua incapacidade de manutenção no meio ambiente, torna esta vacina segura para a saúde humana e animal. 

SMJ, diante do exposto e do amplo uso do FPV como vacina atenuada de bouba aviária há mais de 30 anos, e com a vantagem de proteger as aves também contra o Mycoplasma gallisepticum e encefalomielite aviária a vacina pode ser considerada segura para as aves, para o consumo das aves vacinadas e para o ambiente. Assim sendo, essa atividade concluímos que esta atividade não é potencialmente causadora de significativa degradação do meio ambiente ou prejudicial à saúde humana e animal e esta setorial é pelo deferimento do pleito.

Dra. Erna Geessien Kroon

Membro da CTNBio

