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Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovacbes e Comunicacdes - MCTIC
Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca - CTNBIo

Secretaria Executiva

Processo SEI n°: 01250.062702/2017-54

CQB: 0251/08

Requerente: Boehringer Ingelheim do Brasil Quimica e Farmacéutica Ltda.

Assunto: Solicitacdo de liberagdo comercial da vacina Ingelvac Provenza- Vacina virus vivo modificado
contra Influenza Suina.

Extrato Prévio n°: 5832/2017, publicado no DOU em 8 de novembro de 2017.

Reunido: 2132 Reunido Ordinaria da CTNBio, realizada em 07 de junho de 2018

Deliberacéo: Deferido

A CTNBiIo, ap6s apreciacdo da Solicitacdo de parecer para liberacdo comercial da vacina Ingelvac
Provenza- Vacina virus vivo modificado contra Influenza Suina, conclui pelo deferimento, nos termos deste
Parecer Técnico.

No ambito das competéncias dispostas na Lei 11.105/05 e seu decreto 5.591/05, a Comisséo
concluiu que o presente pedido atende plenamente as normas da CTNBIo e a legislacdo pertinente que
visam garantir a biosseguranga do meio ambiente, agricultura, saide humana e animal.

Parecer consolidado vacina ingelvac Provenza
Ementa:O responsavel legal pela Boehringer Ingelheim do Brasil Quimica e Farmacéutica Ltda., Dr.
Fabiano Andreatta, solicita parecer técnico da CTNBio para liberacdo comercial da vacina Ingelvac
Provenza- Vacina virus vivo modificado contra Influenza Suina. O produto é classificado como sendo da
classe de risco 1 e sera produzido nos Estados Unidos e importado e distribuido no Brasil pela empresa. O
processo descreve as caracteristicas de biosseguranca do produto, bem como a declaragdo formal do
responsével assegurando que as informac@es descritas no processo sdo completas e acuradas

A BOEHRINGER INGELHEIM DO BRASIL QUIMICA E FARMACEUTICA LTDA., situada & rodovia
Régis Bittencourt (BR 116) Km 286, Itapecerica da Serra, SP, inscrita no CNPJ 60.831.658/0021-10, vem
através de seus representantes legais solicitar a liberagdo comercial de organismo geneticamente
modificado presente na vacina ingelvac Provenza- Vacina virus vivo modificado contra Influenza Suina.

Fundamentacdo técnica

1. Justificativa

A infec¢do pelo Virus da Influenza Suina A (VIS), sobretudo com as cepas HIN1 e o H3N2, ¢
uma das mais comuns entre as que afetam o sistema respiratorio e tem forte impacto econdmico na
suinocultura além de serem consideradas zoonoses ja que podem também infectar o ser humano. Em geral,
o virus da Influenza Suina induz doenca respiratoria aguda em suinos. A gravidade da enfermidade depende
de inimeros fatores, entre os quais se incluem a idade do hospedeiro, a cepa do virus e as infec¢des
secundarias.

O virus da Influenza Suina pertence a familia Orthomyxoviridae e é um virus de RNA de sentido
negativo com genoma segmentado. O genoma viral consiste em oito segmentos de RNA denominados HA,
NA, PB2, PB1, PA, NP, M e NS. Em especifico a presenca da “Proteina Nao Estrutural 1" (NS1) de forma
funcional permite ao virus selvagem esquivar-se da resposta imune inata mediada pelo IFN-y, sendo por
isso considerado um fator de maior viruléncia.

A tecnologia da vacina proposta se baseia no conceito de truncagem da "Proteina Nao Estrutural
1" (NS1), ocorrendo uma supressdo ineficaz da resposta imune e o sistema imune consegue assim
desenvolver imunidade rapida e eficaz contra o virus da vacina.

A proposta de liberagdo comercial compreende a vacina denominada comercialmente como
Ingelvac Provenza que ¢ uma vacina contra a Influenza suina, cepas HIN1 e H3N2, que contém duas cepas
de virus vivo modificado, indicada para suinos de um dia de idade, ¢ administrada em dose tnica de 1 mL
por via intranasal.

A vacina sera elaborada, submetida ao controle de qualidade e manufaturada na Boehringer
Ingelheim Vetmedica, Inc. em Saint Joseph, estado de Missouri, nos Estados Unidos. O produto sera
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importado em sua apresentacdo final, e todas as etapas de fabricagdo ocorrerdo nos Estados Unidos. A filial
brasileira sera responsavel pelo recebimento, estocagem e comercializa¢do da vacina.
2. ldentificacdo do OGM

A vacina bivalente do Virus de Influenza Suina NS1, virus vivo modificado (MLV), possui um
isolado de HIN1 NS1 (lote no 241-192) e um isolado de H3N2 NS1 (lote no 241-196). O Virus da Semente-
Mae (MSV) para cada fragdo ¢ um isolado de Virus da Influenza Suina que foi atenuado por meio da
truncagem de NS1.

MSYV da Influenza Suina HIN1 NSI1, Lote no. 241-192 - O agente bioldgico controlado ¢ o MSV de
Influenza Suina HIN1 NS1, um recombinante criado em laboratdrio que contém:

- HA e NA de A/swine/Minnesota/37866/1999 (H1N1).- PB2, PB1, PA, NP, M de A/Swine/Texas/4199-
2/98 (H3N2).

- O gene modificado NS1-126 derivado de A/Swine/Texas/4199-2/98 (H3N2) que codifica uma proteina
NS1 com porg¢ao carboxi truncada constituida pelos aminoacidos 1 ao 126 de NS1.

MSYV da Influenza Suina H3N2 TX98 NS1, Lote no. 241-196 — O agente biologico controlado é o MSV
de Influenza Suina H3N2 TX98 NS1, um recombinante criado em laboratdrio que contém:

- HA, NA, PB2, PB1, PA, NP e M de A/Swine/Texas/4199-2/98 (H3N2).

- O gene modificado NS1-126 derivado de A/Swine/Texas/4199-2/98 (H3N2) que codifica uma proteina
NS1 com porgao carboxi-truncada constituida pelos aminoacidos 1 ao 126 do NSI.

3. Processo de produgdo do OGM

O plasmideo pHW2000 foi utilizado para clonar cada um dos oito segmentos de DNA gendmico
viral e sua posterior transfec¢do na criagdo do MSV de Influenza Suina HIN1 NS1 recombinante. A E. coli
é utilizada para transformar e amplificar os plasmideos pHW2000.

Hoffmann, et. al. implementaram um sistema de transfec¢do baseado em plasmideo para resgatar
o virus de influenza A completo de DNAc clonado (A DNA transfection system for generation of influenza
A virus from eight plasmids. Hoffmann et. ai. PNAS 2000;97:6108-6113). O sistema de transfecgdo
baseado em oito plasmideos ¢ um sistema de transcri¢ao bidirecional-DNAc que fornece um meio para a
criagdo de quantidades suficientes de RNAv e proteinas virais para permitir a formagdo de virus de
Influenza Infecciosa A. Os oito plasmideos de expressdo com um promotor pol 1 e um promotor pol 11
contém uma copia de cada DNAc viral dos oito segmentos. Os marcos abertos de leitura para as 10 proteinas
virais sao flanqueados pelo segmentos regides nao codificantes especificas. A orientacao das duas unidades
de transcri¢do permite a sintese de RNA viral com sentido negativo e RNAm com sentido positivo de um
modelo de DNAc viral, inclusive a replicagdo viral necessaria e as sequéncias reguladoras. Em ultima
analise, a interacdo de todas as moléculas derivadas da transcri¢ao celular e viral e a maquinaria de traducéo
resulta na criagdo do virus de Influenza Infecciosa A.

4. Classe de risco
O organismo parental, cepas HIN1 e H3N2 do virus da influenza suina so classe de risco II.
Porém, apds a atenuagdo pela modificagéo genética introduzida, os OGMs séo considerados classe de risco
1 pois perderam seu potencial virulento, sendo considerados de baixo risco individual e para a coletividade).

5. Produto da expressdo do gene inserido no organismo parental
O produto final é uma vacina composta por duas cepas geneticamente modificadas que sao
atenuadas em relagdo ao virus selvagem pois sofrem perda de funcdo do gene NS1 por truncamento do
produto génico.

6. Avaliacéo de risco a saude animal e humana
A referida vacina ¢é indicada para a vacinagdo de suinos de um dia de idade, ndo sendo
recomendada a aplicagdo em animais enfermos.

Como ocorre com outros virus de Influenza de mamiferos, o tropismo tissular esperado dos virus
de Influenza Suina HINT NS1 e H3N2 NS1 ¢ pelos tecidos pulmonares e do trato respiratorio superior. A
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truncagem de NS1 ndo deve alterar o tropismo tissular e na verdade deve ocasionar uma menor capacidade
de replicag@o nos tecidos do pulmé@o e do trato respiratorio superior.

A exposicdo humana aos virus da vacina poderia ocorrer durante a fabricacgdo, distribuicdo e/ou
administracdo do produto experimental ou registrado. Em geral, as precaucBes comuns adotadas na
producdo e na manipulacéo de todo produto biolégico previnem a exposi¢do humana aos microorganismos
da vacina. Os procedimentos especificos para a protecao da seguran¢a humana séo adotados nas instalagGes
de producdo da vacina aprovada pelo USDA na Boehringer Ingelheim Vetmedica, Inc. (BIV). Também
poderia haver exposi¢cdo humana no manejo dos suinos vacinados. Tal evento é improvavel, pois é limitada
a excrecdo dos animais vacinados para 0s animais ndo vacinados. Dada a menor viruléncia do virus vacinal
no animal hospedeiro, também é menor a capacidade de cruzar a barreira de espécie para seres humanos.

Quanto a possibilidade de propagacdo e dispersdo em animais:

Foram apresentados resultados de um estudo de propagacéo e dispersdo em suinos de 1 dia com o
MSYV de Influenza Suina HIN1 NS1 ( Estudo BIV 2012201— Estudo de Seguranca em Laboratério para
Analise da Propagacéo e Dispersdo da Vacina de Influenza Suina, HIN1 e H3N2, Virus Vivo Modificados).
Nesse estudo foi administrado 1 mL (6,60 logl0 FAID50/dose de HIN1) a suinos de um a dois dias de
vida. (FAID = Dose Infecciosa 50% determinada por teste de imunofluorescéncia). A vacina revelou-se
clinicamente segura nos suinos inoculados, foi excretada por no maximo 7 dias nas secre¢des nasais dos
suinos vacinados e foi observado que se propaga apenas minimamente nos suinos inoculados. Tanto as
fémeas dos leitdes vacinados como os grupos nido vacinados ndo eliminaram virus nas secregdes nasais.
Em tultima analise, a vacina revelou-se clinicamente segura no estudo, ja que ndo houve relato de nenhum
efeito adverso.

Um segundo estudo foi realizado em espécies ndo alvo a saber: furdo, galinha e ratos (V 2013266
- Estudo de Laboratorio para Avaliacdo da Seguranca da Vacina Bivalente de Influenza Suina a Virus Vivo
Modificado). Neste estudo foi administrada cerca de uma quinta parte da dose-alvo (4,4 log10 FAID50/dose
de HIN1) em 50ul em ratos (n=7) e cerca de uma quinta parte da dose-alvo (5,0 logl0 FAID50/dose de
HIN1) em 200ul em galinhas (n=8) e furdes(n=8). A vacina revelou-se segura em todas as espécies sem
indicac@o de uso que foram avaliadas nesse estudo. A maioria das amostras de secre¢des coletadas nesse
estudo apresentou resultado negativo para o virus vacinal, com exce¢do de uma galinha com uma amostra
com resultado positivo e todos os furdes com no minimo uma amostra com resultado positivo no dia seis.
Depois do dia seis todos os furdes apresentaram secre¢des com resultado negativo do dia sete até o término
do estudo.

Somando-se os dois estudos, ha clara demonstragdo que ¢ insignificante o risco de excre¢ao do
virus vacinal dos animais vacinados para os animais ndo expostos em quantidades suficientes para permitir
a replicagdo e posterior excre¢do. Aliado aos protocolos de biosseguranga a serem adotados quando do uso
da vacina, ¢ insignificante o potencial de escape do virus vacinal das instalagdes e de propagagdo para uma
populagdo ndo tratada previamente.

Quanto a possibilidade de reversdo do fenotipo:

Ambas as sementes-mae de VIP NS1 HINI1 e VIP NS1 H3N2 foram analisadas em retropassagens
e estudos de reversdo a viruléncia.

Resumidamente, suinos (de um dia a trés semanas de vida, dependendo da passagem) foram
inicialmente inoculados pela via intratraqueal com os virus MSV com titulo de 6,04 logroDICT50/mL no
caso do isolado HIN1 NS1 e 7,52 logroDICTso/mL no caso do isolado H3N2 NS1. Os animais foram
observados para verificar a ocorréncia de sinais clinicos quatro horas pds-inoculagao e depois diariamente
durante cinco dias. Cinco dias pds-inoculagdo, os suinos foram necropsiados. Foram coletados os fluidos
do lavado broncoalveolar e os fluidos do lavado das vias aéreas superiores. Foram analisadas as amostras
para detectar a presenca de VIP por meio de isolamento do virus. Foi feito um pool com as amostras
positivas, utilizado para inoculagdo no proximo grupo de suinos por via intratraqueal. Esse processo foi
repetido por cinco passagens. Na quinta passagem, os animais foram observados durante 21 dias e entdo
necropsiados.
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No estudo da semente-mae de VIP NS1 HIN1, foi inoculado um total de 24 suinos durante as 5
passagens. Desses 24 suinos, quatro apresentaram tosse ¢ onze, aumento na frequéncia respiratoria nos dias
pos-inoculagdo. Nenhum dos suinos apresentou febre e ndo foi observado aumento de lesdes pulmonares
apos a quinta passagem do Vvirus.
No estudo da semente-mae de VIP NS1 H3N2, foi inoculado um total de 45 suinos durante as 5 passagens.
Desses 45 suinos, trés apresentaram tosse; quatorze, aumento da frequéncia respiratoria; e um, depressao
nos dias pos-inoculacdo. Nenhum dos suinos apresentou febre e ndo foi observado aumento de lesdes
pulmonares ap6s a quinta passagem do virus.

Os estudos de reversdo a viruléncia das sementes-mae de HIN1 NS1 e H3N2 NS1 foram aceitos
pelo USDA em cumprimento as exigéncias de estabilidade e seguranca da semente-mae, no dia 6 de junho
de 2012 e no dia 7 de junho de 2012, respectivamente. Embora tenham ocorrido algumas alteragdes
genéticas que posteriormente levaram a truncagem da regido NS1, nenhuma delas ocasionou a restauragio
de um gene NS1 funcional ou aumento da viruléncia. Estes dados fornecem evidéncia cientifica do baixo
risco nos animais com indicagdo de uso.

7. Conclusdo
Tendo em vista o apresentado pela proponente propiciando a adequada avaliacéo de risco deste
produto por este assessor quanto a seguranca em relagdo a sadude dos animais, somos de parecer favoravel
a sua liberagdo comercial para o uso indicado.
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