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A CTNBIo, ap0s apreciacdo da Solicitacdo de paneaex liberacéo
comercial da vacina Ingelvac Provenza- Vacina wnus modificado contra
Influenza Suina, conclui pelo deferimento, nos terileste Parecer Técnico.

No ambito das competéncias dispostas na Lei 11.3@582u decreto
5.591/05, a Comissao concluiu que o presente pedahule plenamente as
normas da CTNBIo e a legislacao pertinente que vigaantir a
biosseguranca do meio ambiente, agricultura, shud®na e animal.

Parecer Técnico para a vacina Ingelvac Provenza

Ementa:O responséavel legal pela Boehringer Ingelheim disBQuimica e
Farmacéutica Ltda., Dr. Fabiano Andreatta, soljéteecer técnico da
CTNBio para liberacdo comercial da vacina Ingelvaw@nza- Vacina virus
vivo modificado contra Influenza Suina. O produtdassificado como sendo
da classe de risco 1 e sera produzido nos EstaddedJmimportado e
distribuido no Brasil pela empresa. O processordes@s caracteristicas de
biosseguranca do produto, bem como a declaracémalfalo responsavel
assegurando gque as informacdes descritas no poas@sEompletas e
acuradas

A BOEHRINGER INGELHEIM DO BRASIL QUIMICA E
FARMACEUTICA LTDA., situada a rodovia Régis Bittenat (BR 116) Km
286, Itapecerica da Serra, SP, inscrita no CNRBB&(558/0021-10, vem
atraves de seus representantes legais solicitzgra¢do comercial de
organismo geneticamente modificado presente naaaugelvac Provenza-
Vacina virus vivo modificado contra Influenza Suina

Fundamentacéo técnica

1. Justificativa



A infecgéo pelo Virus da Influer&aina A (VIS), sobretudo com
as cepas H1N1 e o H3N2, é uma das mais comunsaanfge afetam o
sistema respiratorio e tem forte impacto econdmasuinocultura além de
serem consideradas zoonoses ja que podem tambkeztamd ser humano.
Em geral, o virus da Influenza Suina induz doenggin&oria aguda em
suinos. A gravidade da enfermidade depende de nodnfegores, entre os
quais se incluem a idade do hospedeiro, a cepaum e as infecgdes
secundarias.

O virus da Influenza Suina pertein&@miliaOrthomyxoviridae &
um virus de RNA de sentido negativo com genoma satado. O genoma
viral consiste em oito segmentos de RNA denominatigsNA, PB2, PB1,
PA, NP, M e NS. Em especifico a presenca da “Rra@td&o Estrutural 1"
(NS1) de forma funcional permite ao virus selvagsouivar-se da resposta
imune inata mediada pelo IFN-g, sendo por issoiderexdo um fator de
maior viruléncia.

A tecnologia da vacina propostaaseia no conceito de truncagem
da "Proteina Nao Estrutural 1" (NS1), ocorrendo so@essao ineficaz da
resposta imune e o sistema imune consegue assanvaédger imunidade
rapida e eficaz contra o virus da vacina.

A proposta de liberagdo comeramshpreende a vacina
denominada comercialmente como Ingelvac Provenga&quma vacina
contra a Influenza suina, cepas HIN1 e H3N2, go&ooduas cepas de
virus vivo modificado, indicada para suinos de isrde idade, e
administrada em dose Unica de 1 mL por via intrdnasa

A vacina sera elaborada, submetadaontrole de qualidade e
manufaturada na Boehringer Ingelheim Vetmedica,dnt Saint Joseph,
estado de Missouri, nos Estados Unidos. O produéoisgortado em sua
apresentacao final, e todas as etapas de fabricagé@réo nos Estados
Unidos. A filial brasileira sera responsavel paloabimento, estocagem e
comercializacao da vacina.

2. ldentificacdo do OGM

A vacina bivalente do Virus dduehza Suina NS1, virus vivo
modificado (MLV), possui um isolado de HIN1 NSli¢lmo 241-192) e um
isolado de H3N2 NS1 (lote no 241-196). O Virus dménte-Méae (MSV)
para cada fracdo é um isolado de Virus da Influ&uwiaa que foi atenuado
por meio da truncagem de NS1.



MSV da Influenza Suina HIN1 NS1, Lote no. 241-1920 agente bioldgico
controlado € o MSV de Influenza Suina HLIN1 NS1 racombinante criado
em laboratodrio que contém:

- HA e NA de A/swine/Minnesota/37866/1999 (HINBB2, PB1, PA, NP,
M de A/Swine/Texas/4199-2/98 (H3N2).

- O gene modificado NS1-126 derivado de A/Swine/$&KEQ9-2/98 (H3N2)
que codifica uma proteina NS1 com porcéao carbarictida constituida pelos
aminoéacidos 1 ao 126 de NS1.

MSYV da Influenza Suina H3N2 TX98 NS1, Lote no. 24196 —O agente
biologico controlado € o MSV de Influenza Suina R3RK98 NS1, um
recombinante criado em laboratério que contém:

- HA, NA, PB2, PB1, PA, NP e M de A/Swine/Texas/41998 (H3N2).

- O gene modificado NS1-126 derivado de A/Swine/$&KE9-2/98 (H3N2)
que codifica uma proteina NS1 com porc¢éo carboxieida constituida pelos
aminoéacidos 1 ao 126 do NS1.

3. Processo de producéo do OGM

O plasmideo pHW2000 foi utilizadara clonar cada um dos oito
segmentos de DNA gendmico viral e sua posteriostezcao na criacdo do
MSV de Influenza Suina HIN1 NS1 recombinantd&.Aoli é utilizada para
transformar e amplificar os plasmideos pHW2000.

Hoffmanret. al.implementaram um sistema de transfeccéo
baseado em plasmideo para resgatar o virus denafiuA completo de
DNACc clonado (A DNA transfection system for genematof influenza A
virus from eight plasmids. Hoffmann et. BINAS 2000;97:6108-6113). O
sistema de transfeccao baseado em oito plasmideussistema de
transcrigcéo bidirecional-DNAc que fornece um meaogpa criacao de
quantidades suficientes de RNAv e proteinas vraia permitir a formacgao
de virus de Influenza Infecciosa A. Os oito plagoglde expressdao com um
promotor pol 1 e um promotor pol Il contém uma edge cada DNACc viral
dos oito segmentos. Os marcos abertos de leituaaagdl 0 proteinas virais
sao flanqueados pelo segmentos regides ndo cadédgaspecificas. A
orientacéo das duas unidades de transcricdo pearsitdese de RNA viral
com sentido negativo e RNAmM com sentido positivaisiemodelo de DNAc
viral, inclusive a replicagéo viral necessaria seguéncias reguladoras. Em
altima analise, a interacdo de todas as molécealagadias da transcricdo
celular e viral e a maquinaria de traducéo reswdtariacéo do virus de
Influenza Infecciosa A.



4. Classe de risco

O organismo parental, cepas HIN1 e H3N2 do virdsftieenza suina sao
classe de risco Il. Porém, ap06s a atenuacao paldicagdo genética
introduzida, os OGMs sé&o considerados classe de ¥ipois perderam seu
potencial virulento, sendo considerados de basarindividual e para a
coletividade).

5. Produto da expressao do gene inserido no orgarpsnental

O produto final € uma vacina contag®r duas cepas
geneticamente modificadas que séo atenuadas egéoea virus selvagem
pois sofrem perda de fungcéo do gene NS1 por truactndo produto génico.

6. Avaliacéo de risco a saude animal e humana

A referida vacina € indicada paxeaeinacéo de suinos de um dia
de idade, ndo sendo recomendada a aplicacao eraiamniermos.

Como ocorre com outros virus deukriza de mamiferos, o
tropismo tissular esperado dos virus de InfluendaéSH1IN1 NS1 e H3N2
NS1 é pelos tecidos pulmonares e do trato respwagaperior. A truncagem
de NS1 né&o deve alterar o tropismo tissular e ndade deve ocasionar uma
menor capacidade de replicacao nos tecidos do pudna@ trato respiratorio
superior.

A exposicdo humana aos virus da vacina poderiaeyaturante a fabricacéo,
distribuicdo e/ou administracéo do produto expemialeou registrado. Em
geral, as precaucdes comuns adotadas na produngdmanipulacao de todo
produto biolégico previnem a exposicdo humana aosoprganismos da
vacina. Os procedimentos especificos para a pwtig&eguranca humana
sao adotados nas instalacdes de producéo da wgmeada pelo USDA na
Boehringer Ingelheim Vetmedica, Inc. (BIV). Tambéaderia haver
exposi¢cdo humana no manejo dos suinos vacinadosvdiaio € improvavel,
pois é limitada a excrec¢do dos animais vacinad@sgesmanimais nao
vacinados. Dada a menor viruléncia do virus vacinanimal hospedeiro,
também é menor a capacidade de cruzar a barregspéeie para seres
humanos.

Quanto a possibilidade de propagacéo e dispersaammais:

Foram apresentados resultados desiuado de propagacao e
dispersdo em suinos de 1 dia com 0 MSV de Influ&oiaa HIN1 NS1 (
Estudo BIV 2012201-Estudo de Seguranca em LaborgiarenAnalise da
Propagacéo e Disperséo da Vacina de Influenza Sdidl e H3N2, Virus



Vivo Modificados). Nesse estudo foi administradmll (6,60 log10
FAID50/dose de H1N1) a suinos de um a dois diagd#e (FAID = Dose
Infecciosa 50% determinada por teste de imunoficénecia). A vacina
revelou-se clinicamente segura nos suinos inocsjddoexcretada por no
maximo 7 dias nas secrec¢fes nasais dos suinosslasie foi observado que
Se propaga apenas minimamente nos suinos inoculealte as fémeas dos
leitdes vacinados como os grupos nao vacinadoslimdmaram virus nas
secrecdes nasais. Em dltima analise, a vacina regelglinicamente segura
no estudo, ja que ndo houve relato de nenhum eféiterso.

Um segundo estudo foi realizadoespecies ndo alvo a saber:
furdo, galinha e ratos (V 2013266 - Estudo de Labampara Avaliacdo da
Seguranca da Vacina Bivalente de Influenza SuWiaus Vivo Modificado).
Neste estudo foi administrada cerca de uma quarta pla dose-alvo (4,4
log10 FAID50/dose de H1IN1) em ©dCem ratos (n=7) e cerca de uma quinta
parte da dose-alvo (5,0 log10 FAID50/dose de H1dd 0@l em galinhas
(n=8) e furbes(n=8). A vacina revelou-se segurdaglas as especies sem
indicacdo de uso que foram avaliadas nesse egtudaioria das amostras de
secrecdes coletadas nesse estudo apresentoudesdtgtivo para o virus
vacinal, com excec¢éo de uma galinha com uma amostnaresultado
positivo e todos os fur6es com no minimo uma araasim resultado
positivo no dia seis. Depois do dia seis todosuades apresentaram secrecoes
com resultado negativo do dia sete até o términestiado.

Somando-se os dois estudos, ha dimonstracéo que é
insignificante o risco de excrec¢do do virus vactita animais vacinados para
0S animais ndo expostos em quantidades suficipatagpermitir a replicacao
e posterior excrecao. Aliado aos protocolos deseiggranca a serem
adotados quando do uso da vacina, € insignifiaapteencial de escape do
virus vacinal das instalacfes e de propagacacupaagopulacdo néo tratada
previamente.

Quanto a possibilidade de reverséo do fenatipo:

Ambas as sementes-mée de VIP NRN1HLVIP NS1 H3N2
foram analisadas em retropassagens e estudosats&e\a viruléncia.

Resumidamente, suinos (de um tli@sasemanas de vida,
dependendo da passagem) foram inicialmente inocesijp€ela via
intratraqueal com os virus MSV com titulo de 6 @grdbDICT50/mL no caso
do isolado HIN1 NS1 e 7,52 logroDICTso/mL no castsdado H3N2 NS1.
Os animais foram observados para verificar a onormé&le sinais clinicos
quatro horas pdés-inoculacéo e depois diariamenntkicinco dias. Cinco
dias pés-inoculagéo, os suinos foram necropsi&awam coletados 0s
fluidos do lavado broncoalveolar e os fluidos d@atio das vias aéreas



superiores. Foram analisadas as amostras paraadetgresenca de VIP por
meio de isolamento do virus. Foi feito um pool @sramostras positivas,
utilizado para inoculagé&o no préximo grupo de ssiimar via intratraqueal.
Esse processo foi repetido por cinco passagensuiNgagassagem, 0s
animais foram observados durante 21 dias e entdopsados.

No estudo da semente-mae de VIPINBN1, foi inoculado um
total de 24 suinos durante as 5 passagens. Dessafmds, quatro
apresentaram tosse e onze, aumento na frequéspieatéria nos dias pos-
inoculacdo. Nenhum dos suinos apresentou febre onébservado aumento
de lesbes pulmonares apés a quinta passagem €0 viru

No estudo da semente-méae de VIP NS1 H3N2, foi iadouum total de 45
suinos durante as 5 passagens. Desses 45 suinos, trés apresentaram tosse;
quatorze, aumento da frequéncia respiratoria; ¢ um, depressao nos dias pos-
inoculagdo. Nenhum dos suinos apresentou febre Bnébservado aumento
de lesbes pulmonares apds a quinta passagem €o viru

Os estudos de reverséo a virulétasasementes-méae de HIN1
NS1 e H3N2 NS1 foram aceitos pelo USDA em cumprimés exigéncias
de estabilidade e seguranca da semente-mée, Galdijunho de 2012 e no
dia 7 de junho de 2012, respectivamente. Embotatarocorrido algumas
alteracGes genéticas que posteriormente levarammeéaggem da regido NS1,
nenhuma delas ocasionou a restauracdo de um gdniiiN$onal ou
aumento da viruléncia. Estes dados fornecem evid@antifica do baixo
risco nos animais com indicagao de uso.

Aspectos Ambientais

Pela propria caracteristica do OGM (virus vivo rfioddo), a possibilidade
de producédo de esporos é inexistente.

A maior ou incomum sobrevivéncia das cepas da gawnmeio ambiente
poderiam aumentar a possibilidade de propagacaeatabe exposicéo e
colonizac&o em animais que ndo sdo as especiesabm seres humanos.
Porém, a sobrevivéncia das cepas da vacina degersethante a do
microrganismo parental. O Influenza é uni virufk®A envelopado. Em
geral, os virus envelopados apresentam baixa sebneia no ambiente e sdo
facilmente inativados pela maioria dos desinfetantpela exposi¢ao a luz
ultravioleta. Além disso, a truncagem do segmentgahe NSI ndo confere
vantagem seletiva no ambiente. A capacidade daeimfla Suina,H1N1 ou
H3N2 NSI para sobreviver no meio ambiente ndo @nt que a do virus
cia Influenza Suina selvagem presente no ambiente.



As cepas da vacina poderiam ter potencial de s#hesmo meio ambiente se
excretados via secrecdes ou nos excrementos dws u#Ecinados.
Entretanto, a evidéncia experimental indica queespas da vacina nao sao
excretadas em quantidades que possibilitariam@agegao efetiva no meio
ambiente. A presenca cio segmento do gene NS1d@6epresentaria uma
vantagem seletiva ao ambiente, a capacidade deiarima Suina HIN1 ou
H3N2 sobreviver no meio ambiente néo seria supardw virus da Influenza
Suina selvagem ja presente. Alérn disso, € umg@i@mum entre 0s
suinocultores fazer a desinfeccdo completa daslaggtes dos suinos nos
grupos alojados. Esses fatores. minimizariam a @ das cepas da
vacina no ambiente por meio de fatores fisicosudmigos.

Os antigenos da vacina poderiam resultar em efeitoi®gicos adversos
significativos se infectassem e se revelassem attm@rpatogénicos para as
espécies sem indicacédo de uso, causando-lhes itiadeile mortalidade. Por
sua vez, o numero limitado de hospedeiros, a lw@igacidade de
sobrevivéncia no meio ambiente e a susceptibilidadaterferon do
hospedeiro ndo indicam que o uso dessa N .icinerparhusar danos ao meio
ambiente.

Se as cepas da vacina fossem transmitidas e cadgein espécies de
invertebrados, elas poderiam causar doenca negsakpdes ou
possivelmente poderiam fornecer um meio para @sayEagacao mais ampla
no ambiente, desempenhando os invertebrados o ¢@pelores. Para
responder a esta questao, no artigo "Aceumulatnoilinactivation of avian
influenza virus by the filter-feeding invertebr&aphnia magnd Applied
Environmental Microbiology, Dezembro 2013; 79(23%955, os autores
pesquisaram a capacidade do invertebBalohnia magnacumular os virus
em agua enriquecida com virus da Influenza avi@aeano concluséo, os
autores sugerem que o invertebr@&dgphniainativa o virus em um curto
intervalo de tempo poés-ingéstao e reduz a conaggardo virus na agua.
Desta forma, o potencial de transmisséo para ielvextios € baixo. Nao ha
evidéncia para concluir que as consequéncias gas cem NS1 truncado
apresentam maior probabilidade de transmissamaegebrados. Os MSV
de Influenza Suina H1NI NSI e H3N2 NSI sdo atensamoespécie alvo
(suinos) e a incorporacéo cio NSI-126 truncado dewéerir o mesmo nivel
de atenuacgao nos animais sem indicacao de uso.dimaga capacidade cio
MSV Influenza Suina HINI NSI ou H3N2 NS1 sobrevivmer meio ambiente
nao seria maior do que a do virus selvagem.

7. Conclusao

Tendo em vista o0 apresentado pepgmente propiciando a
adequada avaliacéo de risco deste produto poagstssor quanto a



seguranca em relacdo a saude dos animais, a CTbiRle parecer favoravel
a sua liberagdo comercial para o uso indicado.
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Parecer:

Ante aos dados apresentados pela proponenteeeaddia consultada
concluimos que esse evento geneticamente modifitémoferece riscos a
salde humana, animal e ao meio ambiente. Consditeeanda que o presente
pedido de liberagcdo comercial atende as normasegiatacoes vigentes que
visam garantir a biosseguranca ambiental, vegetahal e do homem, a
CTNBio foi de parecer favoravel a solicitagcdo da essa Boehringer
Ingelheim do Brasil Quimica e Farmacéutica Ltda.iberacdo Comercial

da vacina Ingelvac Provenza- Vacina virus vivo ticalilo contra Influenza
Suina.

Dra. Maria Sueli Soares Felipe
Presidente da CTNBIo



