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Presidente da CIBio: Sérgio Ricardo Nozawa
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CQB: 487/19
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Reunido: 2532 Reunido Ordinaria ocorrida em 04/08/2022

Descricdo: A requerente solicita parecer técnico para consulta sobre o
enquadramento do produto EVO-1061 e EVO-1062 com base na Resolugéo
Normativa n°16/2018.

EMENTA: A requerente, com base nos termos da Lei n°® 11.105 de 24 de
marco de 2005 e da Resolucdo Normativa N° 16 da CTNBIo, de 15 de janeiro
de 2018, encaminha Requerimento de Consulta Prévia do Enquadramento
Regulatorio dos produtos EVO-1061 (dsRNA pulverizavel para controle de
lagartas na soja) e EVO-1062 (dsRNA pulverizavel para o controle de lagartas
no milho).

Fundamentacdo Técnica:

Os produtos EVO-1061 e EVO-1062 foram obtidos com base na tecnologia da
interferéncia por RNA (RNAI), que consiste em um mecanismo celular
responsavel pelo silenciamento génico pds-transcricional (post transcription
gene silencing - PTGS) atuando sobre o0 RNA mensageiro (mRNA), de forma
que uma molécula de fita dupla de RNA (dsRNA - double stranded RNA), ao
ser incorporada na forma ativa a um complexo intracitoplasmatico, se liga a
uma sequéncia de nucleotideos complementar localizada no mMRNA-alvo,
ocasionando assim o silenciamento génico, por inibi¢do da traducgéo e/ou
degradagdo do mRNA do organismo alvo.



Os produtos EVO-1061 e EVO-1062, objetos deste Requerimento de Consulta
Prévia, serdo oferecidos aos agricultores como compostos a base de meio
extracelular de E. coli cepa HT115 (DE3), livre de bactérias vivas e livre de
qualquer fragmento recombinante, contendo apenas os fragmentos de dsSRNA
para o silenciamento de mMRNA-alvos exclusivos das espécies Spodoptera
frugiperda, Chrysodeixis includens, Helicoverpa armigera e Anticarsia
gemmatalis, podendo ser aplicados sozinhos ou em combinagdes com as
tecnologias existentes (pesticidas quimicos, produtos bioldgicos, plantas
transgénicas, entre outras), oferecendo aos agricultores uma nova ferramenta,
com novo modo de acdo, para o controle dos lepidopteros-pragas alvos e
manejo de resisténcia de insetos (MRI), com potencial para reduzir a
frequéncia dos alelos de resisténcia nas regides agricolas.

As informac6es confidenciais, relativas a construgdo genética empregada,
encontram-se disponiveis no processo relacionado No. 01245.001466/2022-
36.

A Comisséo Interna de Biosseguranca (CIBio) da empresa revisou e aprovou
os dados constantes do Requerimento, e autorizou a sua submissao para a
avaliacdo da CTNBio.

Produtos

Ambos os produtos EVO-1061 e EVO-1062 serdo preparados por meio da
mistura de cepas de E. coli HT115 (DE3) montadas com o plasmideo pET21+
modificado (delecdo de grande parte do polylinker deixando apenas os sitios
de restricdo Bgl Il na extremidade 5°-OH e o sitio de restricdo Kpn | na
extremidade 3"-OH) contendo as sequéncias para a transcri¢do dos fragmentos
de dsRNA para o silenciamento de mMRNA dos lepiddpteros-alvos, sendo que
cada cepa sintetiza um Unico fragmento de dsSRNA. As bactérias serdo
inativadas no decorrer do processo de producéo, de forma que sera
pulverizado (liberado) apenas o meio extracelular contendo o dsRNA, livre de
qualquer bactéria viva e livre de qualquer fragmento recombinante, contendo
apenas os fragmentos de dsRNA para o silenciamento de mRNA-alvos
exclusivos das espécies-alvos.

Obtencao do produto

Os produtos EVO-1061 e EVO-1062 foram preparados por meio da mistura
de cepas de E. coli HT115 (DE3) contendo o plasmideo pET21+ modificado
(delecéo de grande parte do polylinker deixando apenas os sitios de

restricdo Bgl 11 na extremidade 5"-OH e o sitio de restricdo Kpn | na
extremidade 3"-OH) contendo as sequéncias para atranscri¢cdo dos fragmentos
de dsRNA para o silenciamento de mRNA dos lepidopteros-alvos, sendo que
cada cepa sintetiza um unico fragmento de dsRNA. As cepas de E.



coli HT115 ndo possuem atividade de ribonuclease 11 (para ndo degradar o
dsRNA), e expressam a RNA polimerase do fago T7 sob o controle de um
promotor induzivel por IPTG (IsopropilB-D-tiogalactopiranosideo). As cepas
de E. coli HT115 abrigam ainda o pro-fago ADE3, que codifica o gene da
T7polimerase induzivel por IPTG para transcricdo de dsRNA.

Para a producédo das modificacdes desejadas, foi utilizada a estratégia de um
unico gene (single gene) ou até o limite de 1,2 kb que consiste em clonar a fita
de cDNA referente aos genes alvo para que sobre o comando da transcrigéo
do plasmideo pET21+ expresse 0s respectivos dsSRNA para 0 meio
extracelular.

As cepas de E. coli HT115 (DE3), portadoras do plasmideo pET21+
modificado contendo as sequéncias para a expressao do dsRNA, serédo
inativadas no decorrer do processo de manufatura (ultrafiltracéo e
autoclavagem), de forma que sera liberado para pulverizacédo apenas o meio
extracelular contendo o dsRNA, livre de qualquer bactéria viva e livre de
qualquer fragmento recombinante, contendo apenas os fragmentos de dsRNA
para o silenciamento de mRNA-alvos exclusivos das especies alvo.

Auséncia de moléculas de ADN/ARN recombinantes no produto

No sistema de ultrafiltracdo, as bactérias contendo os plasmideos ficam retidas
e 0s dsRNA expressados pelos vetores plasmidiais passem pelo sistema de
ultrafiltracdo. As membranas de nitrocelulose utilizadas na ultrafiltragéo
possuem poros de 0,1 micron, retendo as particulas que sejam maiores do que
um centésimo de micron. O processo de filtracao € repetido por 2 vezes para
reter 100% das bactérias, com troca de membrana apos a primeira filtracéo, e
a e eficiéncia do procedimento € checada por PCR em tempo real.

A auséncia de moléculas de DNA/RNA recombinante nos produtos EVO-
1061 e EVO-1062, apos o processo de purificacdo (ultrafiltracdo), é
comprovada por meio de:

a) afericdo da auséncia de E. coli na solugdo. O plagueamento das solucdes
dos produtos EVO-1061 e EVO-1062 em placas de Petri contendo meio de
cultura solido revelou a auséncia de bactérias nas solucdes de dsRNA apds o
processo de filtracdo, ou seja, ndo ha o aparecimento de nenhuma coldnia de
bactéria.

b) anélise por qPCR (PCR em tempo real) para a comprovacao da auséncia de
moléculas de DNA/RNA recombinante. No estudo realizado pela empresa,
foram usadas duas maneiras de determinar o nimero de copias do plasmideo
usando gPCR em tempo real: i) métodos de quantificacdo absoluta e ii)
método de quantificacdo relativa. Foram desenhados dois conjuntos de



primers especificos para o gene beta-lactamase (bla) e para o gene da 1-
desoxixilulose-5-fosfato sintase (dxs). O gene bla é um gene de copia Unica
que esta presente no plasmideo pET21+ que é utilizado para a expressao dos
dsRNAs, e 0 gene dxs € um gene de copia Unica presente no DNA
cromossdmico de E. coli. Assim, a quantificacdo da amostra com o conjunto
de primers para 0s genes bla e dxs representa a quantidade correspondente de
plasmideo recombinante e de DNA cromossomico de E. coli. A analise das
amostras depois da filtracdo, para todos os dsRNA, utilizando amostra néo
concentrada, 10X e 100X concentrada, ndo detectou a presenca de plasmideo
recombinante.

Biosseguranga dos produtos EVO-1061 e EVO-1062

* O produto ¢ composto por sequéncias sintéticas de dsSRNA que silenciam a
producéo de sequéncias especificas do RNA mensageiro (MRNA) no fungo-
alvos gerando perda da funcdo da sintese ou transcri¢do destes mMRNAS
silenciados, sem causar qualquer modificacdo no genoma dos organismos
alvos e ndo-alvos.

* O produto nao apresenta DNA/RNA recombinante originario do
microrganismo parental, comprovado por real-time PRC (gPCR), portanto,
sem a possibilidade de integracdo do produto pulverizado sobre as plantas ou
qualquer outro organismo, inclusive nos insetos-alvos.

» As sequéncias de dsSRNA contidas na calda de pulverizagao dos produtos
EVO-1061 e EVO-1062 néo sdo absorvidas de forma sistémica pelas plantas,
ficando retidas na superficie das folhas, e ndo causam qualquer modificacéo
permanente no genoma de qualquer organismo, inclusive nos insetos-alvos, o
que e reforcado pelo fato de ndo haver DNA/RNA recombinante no produto.

* Os resultados do cultivo da solucdo filtrada dos produtos EVO-1061 e EVO-
1062 em placas comprovaram a auséncia de bactérias na solugdo de dsRNA
apos o processo de filtracdo.

* A analise por qPCR da solugdo filtrada comprovou a auséncia de moléculas
de DNA/RNA recombinante.

« O padrao de digestao por enzimas de restricdo confirmou a precisdo dos
tamanhos esperados para os fragmentos de dsRNA sintetizados pelas cepas de
E. coli portadoras do plasmideo pET21+.

* A possibilidade de eventuais efeitos ndo intencionais (off-target) dos
produtos EVO-1061 e EVO-1062 foi avaliada por meio de analises de
bioinformética com base em algoritmos disponiveis na plataforma
https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/wereview/crisprtools/ para assegurar que 0s



fragmentos de dsRNA sintetizados pelas cepas de E. coli dos produtos EVO-
1061 e EVO-1062 sdo exclusivos do organismo alvo desse produto e,
portanto, ndo estdo presentes nos organismos ndo-alvos. Os resultados dessa
analise mostraram que os fragmentos de dsRNA que compdem os produtos
EVO-1061 e EVO-1062 séo exclusivos dos organismos alvos, estando
ausentes em organismos nao-alvos.

» Embora se saiba que a tecnologia de dsSRNA nao envolve a tradugao da
dsRNA em proteina, foram realizadas analises de bioinformatica para a
predicdo dos potenciais toxicoldgico e alergénico das proteinas putativas
hipotéticas que seriam formadas caso o sistema de dsRNA fosse traduzido em
proteinas funcionais, ao invés da inibi¢do ou silenciamento da transcri¢do dos
genes correspondentes. Os resultados dos testes de bioinformatica para a
predicdo de toxicidade e alergenicidade para as sequéncias das proteinas
hipotéticas que seriam codificadas pelas sequéncias de dsSRNA dos produtos
EVO-1061 e EVO-1062 comprovaram a auséncia de similaridade com toxinas
ou alérgenos ja descritos.

Precedente

Como precedente, a CTNBIo ja emitiu Parecer Técnico favoravel ao
enquadramento regulatorio do produto EVO-2106A como TIMP (Parecer
Técnico 7581/2021), produto este desenvolvido pela mesma tecnologia e pelas
mesmas metodologias dos produtos 1061 e EVO-1062, objetos desta Carta
Consulta de Enquadramento Regulatdrio.

Parecer

Diante da analise realizada pela CTNBIo nos dados aportados pela requerente,
considera-se que a edi¢cdo gendmica que resultou os produtos EVO-1061 e
EVO-1062 realizada utilizando técnicas inovadoras de melhoramento de
precisdo previstas na Resolugcdo Normativa 16 da CTNBio. Portanto,

0s produtos EVO-1061 e EVO-1061 néo se enquadra como um novo OGM
nas definigdes do artigo 3o da Lei 11.105 de margo de 2005.

Data: 08/08/2022

Dr. Paulo Augusto Vianna Barroso
Presidente da CTNBio



