COMISSAO TECNICA NACIONAL DE BIOSSEGURANCA
PARECER TECNICO N2 239/2023/SEI-CTNBio - Membros
PARECER TECNICO N° 8433/2023

Processo SEI n2: 01245.022480/2022-73
Processo sigiloso: 01245.022481/2022-18.
Requerente: Tevah Consultoria Regulatoria.
Enderego: Avenida Maurilio Biagi, 800, sala 114, Spasse Office. Ribeirao
Preto (SP). CEP 14020-750.
CQB:519/20

Extrato prévio: N2 8633/2022, publicado no DOU em 03 de janeiro de 2023.
Assunto: Solicitacdo de parecer sobre o enquadramento regulatdrio do
produto BiomElix One® Guided Biotic obtido por Técnica Inovadora de
Melhoramento de Precisao (TIMP), nos termos da Lei n? 11.105 de 24 de
marco de 2005 e da Resolu¢ao Normativa n? 16, de 15 de janeiro de 2018.
Reunido: 2592 Reunido Ordinaria da CTNBio, realizada em 02 de marc¢o de
2023.

Decisao: DEFERIDO

Ementa: O Presidente da Comissdao Interna da Tevah Consultoria
Regulatdria, Dr. Sérgio Ricardo Nozawa, solicita a Comissao Técnica
Nacional de Biosseguranca (CTNBio) através do Requerimento de Consulta
Prévia a sobre o enquadramento regulatério do produto BiomElix One®
Guided Biotic, obtido por Técnica Inovadora de Melhoramento de Precisao
(TIMP), nos termos da Lei n2 11.105 de 24 de margo de 2005 e da Resolucao
Normativa n2 16, de 15 de janeiro de 2018.

A CTNBio informa que de acordo com o paragrafo 52 do artigo 38 do
Regimento interno da Comissdao Técnica Nacional de Biosseguranga e
instruido pela NOTA TECNICA N2 93/2022/SEI-CTNBio - Membros,
o Presidente da CTNBio concedeu sigilo para as informacdes contidas no
volume confidencial, processo 01245.022481/2022-18.

PARECER TECNICO



O Produto “BiomElix One Guided Biotic”, € um aditivo seco para ra¢ao ou
agua para aves, composto por Escherichia  coliderivada da
cepa (confidencial), naturalmente ndo todxica, ndo alergénica e nao
virulenta, sem genes de resisténcia a antibidticos, a ser utilizado pelos
avicultores para o controle de todos os sorotipos de Salmonella enterica,
agente causal de importante doenca das aves.

Este produto é uma versao aprimorada do produto BiomElix Guided Biotic,
desenvolvido por meio da mesma tecnologia, e que foi aprovado pela
CTNBio (Parecer Técnico 7.098/2020) como TIMP (Técnica Inovadora de
Melhoramento de Precisdo).

A E. coli, que compde o produto, atua como "bactéria de entrega", tendo
por funcdo transferir o plasmideo contendo o sistema CRISPR/Cas
(originario de E. coli), para a bactéria receptora alvo (todos os sorotipos
de Salmonella enterica) via conjugacao, no trato intestinal das aves
alimentadas com racdao contendo o aditivo, de forma que a expressao e
atividade do sistema CRISPR/Cas degrada o DNA da bactéria alvo tornando-
o invidvel, por meio da clivagem do DNA nos sitios especificos da interacao
RNA-DNA, degradando o DNA cromossdmico e causando a inativagao
da Salmonella enterica.

O sistema CRISPR/Cas, e a maquinaria de conjuga¢do necessaria para
mobilizar o plasmideo, sdao ambos de ocorréncia natural em E. coli, portanto
nao transgénicos, de forma que o produto BiomElix One Guided Biotic nao
contém DNA/RNA recombinante transgénico dentro do genoma bacteriano.

O produto BiomElix One Guided Biotic ndo apresenta DNA/RNA
recombinante, uma vez que apds as ag¢des enzimaticas, o sistema
CRISPR/Cas se degrada no organismo alvo e, portanto, ndo pode ser
detectado.

O sistema CRISPR/Cas ndo ¢é absorvido sistemicamente por nenhum
organismo, e o plasmideo que contém o sistema CRISPR/Cas é transferido
para Salmonella enterica por  conjugacao, degradando seu DNA
cromossOmico, sem causar qualquer alteragcdo permanente no genoma da
bactéria alvo.

Nos sistemas CRISPR/Cas naturais, Ao encontrar o DNA invasor, a célula
procariota emprega a enzima Cas para cortar um fragmento de DNA viral,
criando quebras em seu loci alvo. Uma cépia deste alvo de DNA chamado
"espacador" é entao armazenada no genoma das células procariotas para
agir como uma memoria de encontros passados da célula com o virus. O
"espacador" é posteriormente transcrito em um fragmento de RNA
conhecido como "alvo" ou RNA guia (gRNA) que circula dentro da célula
associada a uma ou mais enzimas CAS. Se a célula for posteriormente



invadida pela mesma sequéncia exdgena do DNA alvo, os sistemas
CRISPR/Cas reconhecem o DNA alvo em compara¢do com o RNA guia (RATH
et al., 2015; BARRANGOU & MARRAFINI, 2014). Uma secao do RNA guia é
complementar a um segmento do genoma viral, o que permite a
clivagem/degradacdo do DNA alvo pelas enzimas CAS, com alta
especificidade. Dessa forma, apenas o DNA contendo a sequéncia alvo é
cortado, deixando outros DNAs intocados.

Os sistemas CRISPR/Cas podem ser direcionados para realizar o
autodirecionamento nas células de bactérias, levando a degradacao
bacteriana. Se os elementos necessarios de um arranjo CRISPR forem
apresentados a uma célula, no formato correto, in-situ, pode associar-se a
uma ou mais enzimas CAS para formar um sistema CRISPR/Cas. Entdo,
enguanto o RNA guia corresponder ao cromossomo da célula bacteriana, o
sistema CRISPR/Cas cortara ou degradard as células do préprio DNA
cromossdmico. O autodirecionamento por sistemas CRISPR/Cas, dessa
forma, é tipicamente letal em bactérias (BIKARD & BARRANGOU, 2017;
CITORIK et al. 2014). A tecnologia Guided Biotic, da Folium Science, baseia-
se no fornecimento dos elementos alvos para o sistema CRISPR/Cas
(Sigiloso) para as bactérias por meio da ragao. Dessa forma, quando os alvos
(RNA guia) encontrarem seu correspondente no DNA cromossémico
da Salmonella enterica, a célula bacteriana sera degradada. Para assegurar
a especificidade e acao em nivel de espécie, os sistemas de
autodirecionamento CRISPR/Cas podem ser projetados para serem
especificos. A especificidade é obtida por meio da selecao de alvos de DNA
exclusivos para os sistemas de autodirecionamento CRISPR/Cas para os
microrganismos-alvos, que podem ser projetados para ter acao em nivel de
espécie. Os RNA alvos podem ser escolhidos de modo que sejam
conservados e comuns as bactérias em nivel especifico, neste caso, criando
sistemas de autodirecionamento para a identificacao e degradacao de todos
os sorotipos de uma determinada espécie. O produto da Folium Science
fornecerd RNA guia e CAS exdgena para a bactéria, para a formacgao do
sistema de autodirecionamento CRISPR/CONFIDENCIAL para Salmonella
enterica.

A classificagao de risco do organismo geneticamente modificado de acordo
com a Resolug¢ao Normativa n2 2, de 27 de novembro de 2006, alterada
pela Resolugao Normativa n2 18, de 23 de margo de 2018.

Classe de Risco 1 (baixo risco individual e baixo risco para a coletividade),
conforme definido pela Resolucao Normativa n2 2, de 27 de novembro de
2006, alterada pela Resolu¢ao Normativa n2 18, de 23 de margo de 2018.

Conclusao:
Apds andlise dos dados enviados pela requerente quanto a carta consulta



em relagao a Resolugdao Normativa N2 16 da CTNBio, de 15 de janeiro de
2018. Observa-se que foram adequadamente aportados os dados sobre
o produto BiomElix One® Guided Biotic objeto desta Carta de Consulta,
como um produto contendo microrganismos de Classe de Risco 1 de
Biossegurancga

E importante destacar que o produto apresentado n3o se multiplicard em
uma célula viva, mas somente transferira um plasmideo CRISPR/Cas, por
conjugacdo para possiveis bactérias receptivas no sistema digestivo das
aves, principalmente paraos diversos sorotipos de Salmonella
enterica, culminando em sua eliminagdo mediada por sequencias
especificas de seu genoma. A cepa de E.coli escolhida servira como uma
espécie de bacteria de "entrega" de fragmentos de DNA correspondentes a
um sistema CRISPR/Cas originario da prépria E. coli, ndo contendo
portanto, DNA/RNA recombinante de outro organismo.

Vale ressaltar, que uma vez dentro da bactéria receptora, o sistema
CRISPR/Cas3 sera expresso, de forma que a enzima Cas3 inicia a atividade
de nuclease, resultando na degradagdao ou clivagem do DNA nos sitios
especificos da interacdo RNA-DNA, e causando a morte da Salmonella
enterica. E que ainda, além de nao ser absorvido por nenhum organismo,
apos as acbes enzimaticas, o sistema CRISPR/Cas se degrada no organismo
alvo e, portanto, nao pode ser detectado.

E importante ressaltar ainda a presenca de um importante mecanismo de
prevencao de que possiveis mutacdes impecam a degradacdo seletiva de
material genético, culminando em uma resisténcia bacteriana, ao dirigir os
RNAs guia para mais de 3 alvos diferentes.

Previamente a CTNBio emitiu Parecer Técnico favoravel enquadrando um
produto anterior da mesma requerente como TIMP segundo Resolucao
Normativa n2 16. O produto atual é uma versdao obtida pela mesma
tecnologia mas com uma cepa diferente de E.coli também tradicionalmente
nao patogénica, nao alergénica e nao virulenta, sem genes de resisténcia a
antibidticos, mas comos mesmos genes alvo de Salmonella
enterica. Diferentemente do produto precursor, este novo produto
proposto contém o operon proAB enddgeno de E. coli para facilitar a alta
estabilidade segregacional da carga util do plasmideo e gerar um
crescimento comparavel a cepa de tipo selvagem, sem a necessidade de
sele¢ao de antibidtico.

Segundo o § 32 do Art. 19, os dados referentes ao produto apontam que ele
ndo possui ADN/ARN recombinante; que ele ndo se multiplicard em células
hospedeiras; que ele gera ganho/perda de fungdo génica, com a auséncia de
ADN/ARN recombinante; que o mesmo é obtido por técnica com expressdo



temporaria de moléculas de ADN/ARN sem introgressdao dessas moléculas
no produto; e que finalmente n3ao causa modificagdo permanente no
genoma receptor. Assim, atecnologia se enquadra aos requisitos
apresentados pela Resolu¢ao Normativa n2 16, quanto a Técnica Inovadora
de Melhoramento de Precisdo (TIMP) que podem originar um produto nao
considerado como um Organismo Geneticamente Modificado (OGM) e seus
derivados, conforme defini¢des da Lei n? 11.105, de 24 de margo de 2005.

Portanto, com base nas informagdes apresentadas pela Empresa, a Carta de
Consulta foi deferida, devendo ser o produto BiomElix One® Guided Biotic
enquadrado como Técnica Inovadora de Melhoramento de Precisao (TIMP),
de forma que o produto nao é considerado um Organismo Geneticamente
Modificado (OGM).

Dr. Paulo Augusto Vianna Barroso
Presidente da CTNBio



