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Processo nº 01200.000395/2009-01
Requerente: CEVA Saúde Animal Ltda.

CNPJ: 03.224.570/0001-53 

Endereço: Rua Manoel Joaquim Filho, 303 Paulínia – SP – CEP 13.140-000. Fone: (19) 3833-7700. Fax: (11) 3833-7722 

Assunto: Solicitação de parecer sobre a biossegurança de organismo geneticamente modificado 

Extrato Prévio: 1753/2009, Publicado no D.O.U em 27 de fevereiro de 2009.
A 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, transporte e comercialização pela empresa no Brasil do produto denominado: “VECTORMUNE® HVT-IBD - Vacina viva congelada contra a Doença de Marek e Doença de Gumboro”. Conforme requerente este produto será importado pronto e acabado, sendo as etapas de produção, purificação e envase fora do Brasil. 
O Organismo Geneticamente Modificado objeto deste requerimento é um vírus recombinante denominado Meleagrid herpesvirus 1 (HVT FC-126), sorotipo não patogênico de herpes de vírus de peru, comumente usado como cepa vacinal viva contra a doença de Marek. 
No genoma deste herpes vírus foi inserido um gene de vírus da doença de Gumboro. O gene inserido codifica para produção da proteína viral VP2 do vírus da Doença de Gumboro. Segundo requerente, a cepa original FC-126 do HVT usada nas vacinas vivas de HVT para a vacinação das aves comerciais é licenciada no USDA e no Brasil. O fragmento de expressão que integra o gene codificador para a proteína de interesse do vírus da doença de Gumboro está inserido em uma região intergênica não codificante do genoma da cepa HVT.
Conforme relatado pelo requerente a vacina será apresentada na forma congelada em ampolas de vidro contendo uma suspensão de meio proveniente de cultura de tecido com células infectadas pelos vírus HVT recombinante. A vacina é recomendada para a imunização de ovos de galinha embrionados de 18 a 19 dias, através da vacinação in ovo ou pintos de um dia por via subcutânea, como forma de prevenção contra a Doença de Marek e a Doença de Gumboro. 
O agente etiológico da Doença de Gumboro é o vírus da Doença Infecciosa da Bursa (IBDV), um membro da família Birnaviridae, gênero Avibirnavirus, que contém genoma do RNA de dupla fita. Os IBDV´s são divididos em 2 sorotipos. O sorotipo 1 consiste dos vírus que causam doenças nas galinhas e as amostras do sorotipo 2 não são patogênicas. Baseado na patogenicidade e antigenicidade, as amostras do sorotipo 1 são divididas em 4 subtipos: amostras virulentas clássicas, amostras atenuadas, amostras variantes e amostras muito virulentas. A Delaware Variante E é uma amostra variante do IBDV sorotipo 1. O genoma dos Birnavirus consiste de dois segmentos lineares A e B, do RNA de dupla fita. O grande segmento A codifica para genes estruturais, VP2-5, e o pequeno segmento B codifica para VP1, uma RNA polimerase RNA-dependente. A Doença de Marek é uma enfermidade infecciosa linfoproliferativa caracterizada pela formação de tumores nos nervos, pele, baço, fígado, rim, ovários, testículos, olhos e demais vísceras. A transmissão se dá pelas vias respiratórias de aves infectadas. Nos quadros agudos, as aves apresentam grave depressão, incoordenação motora, paralisia uni ou bilateral dos membros pelvinos. Nos casos crônicos, há sempre paralisia de um ou dois membros pelvinos, podendo afetar asas e pescoço. O nervo ciático e o vago podem estar afetados com espessamento e aumento das estriações e mudança de coloração, exibindo um tom cinza ou amarelado. A doença é causada por um Gallid herpesvirus, da família Herpesviridae, sub-família Alphaherpesvirinae.
A transmissibilidade do HVT é limitada de galinha a galinha devido ao limite de vírus presente no epitélio folicular das penas (Cho, 1975, Avian Diseases 19, 136-141; Zygraich e Huygelen, 1972 Avian Diseases 16, 793-798). 

A transmissibilidade da vacina recombinante de aves vacinadas para não-vacinadas, foi avaliada na: (1) transmissão por contato para aves não-inoculadas na presença de HVT em células sanguíneas da séria branca (WBCs) (2) comparação da transmissão da vacina recombinante com a amostra HVT parental. As galinhas foram vacinadas com uma dose 10X da vacina recombinante in ovo. No nascimento, aves não-vacinadas, começaram o contato com as vacinadas por três semanas. Durante este período, não foram observadas reações adversas à vacina ou sinais clínicos da Doença de Marek ou Doença de Gomboro. Em vários tempos durante o período de 3 semanas, aves vacinadas e não-vacinadas foram sangradas e os leucócitos fracionados para o isolamento viral em fibroblasto de embrião de galinha. Em todos os tempos foi isolado vírus das aves vacinadas, enquanto não foi isolado vírus das aves não-vacinadas. Resultados similares foram obtidos no grupo de HVT parental. Conclui-se que nem a vacina recombinante ou o HVT parental foi transmissível. 
Para caracterização do Organismo Geneticamente Modificado foi realizado a amplificação da região 2.9-kb do genoma do HVT que foi inserido em pUC18. Este fragmento 2.9-kb contém uma ORF (UL44) incompleta e duas ORFs (UL45 e 46) completas. O promotor beta-actina de galinha (Kost et al., 1983 Nucleic Acids Research 11, 8287-8301) e as seqüências sinal SV40 e UL46 (Griffin, 1981 In: J. Tooze (Ed), DNA Tumor viruses, pp. 831-896. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY) foram retiradas de um vetor intermediário com Bgll e inseridas no sítio SfiI gerado no sítio de inserção. O gene Variante Dewlaware E VP2 foi amplificado do RNA viral utilizando transcriptase reversa (RT)-PCR e foi clonado em um vetor de clonagem por PCR. O gene VP2 foi retirado deste vetor de clonagem e inserido entre a seqüência sinal promotora e a poliadenilação. Fibroblastos de embrião de galinha (FEG) foram utilizados como célula hospedeira para recombinação do plasmídeo homólogo e do DNA genômico do HVT. Após a transfecção, o vírus cultivado em FEG foi separado por diluições limitantes. Placas foram expandidas em duplicata e selecionadas para a expressão do gene VP2. Este processo de seleção foi repetido até que o vírus puro recombinante fosse obtido.
Conclusão
No Brasil não há restrições quanto ao uso das vacinas para as Doenças de Marek e Doença de Gumboro, sendo que para a Doença de Marek, a vacinação é obrigatória conforme o art. 27, parágrafo 5° da Instrução Normativa n° 56, do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento, publicada em 06 de dezembro 2007, que descreve:
§ 5º Nos Estabelecimentos Incubatórios de Reprodução, proceder-se-á a vacinação obrigatória contra a doença de Marek, antes da expedição das aves de um dia. 
As doenças em questão causam sérios prejuízos à criação de aves e esta vacina atenuada é utilizada amplamente em todo o mundo, há mais de 30 anos, e com a vantagem de proteger as aves também contra a doença de Gumboro.

Por fim, considerando a natureza do organismo receptor e dos genes introduzidos é improvável que a modificação genética em questão seja potencialmente causadora de impacto às plantas ou ao meio ambiente e, neste sentido aprovo o referido processo.
Brasília-DF, 17 de janeiro de 2010

Gisele Ventura Garcia Grilli
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