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RESUMO

Nesta dissertacdo apresentamos o modelo utilizado pelo Instituto de
Tecnologia em Imunobioldgicos, Bio-Manguinhos, Fiocruz, para absorver uma nova
tecnologia de producdo de reativos para diagnodstico, de alta complexidade
(imunocromatografia e fluxo lateral) e estratégico para a area de salude de nosso
pais. Inicialmente, porque permitird a producdo de um Kit de diagnéstico (“Teste
Rapido HIV-1/2 — Bio-Manguinhos”), de alto impacto social, indispensavel para
ampliar as acdes de saude publica em DST/Aids e, em seguida porque sera capaz
de democratizar o diagnostico da infec¢éo pelo HIV no Brasil. A absor¢céo desta nova
tecnologia redundara em uma economia de divisas para o Brasil com a consequiente
interrupcdo de grandes compras de Kits importados, além de gerar um potencial a
ser futuramente usado no desenvolvimento e producédo de Kits para o diagnostico de
outras importantes enfermidades que acometem a populacdo brasileira, com baixo
custo. Finalmente, devido as repercussdes positivas em outros setores relacionados
a producao, melhorando e fortalecendo a area de Reativos para Diagnostico de Bio-
Manguinhos. Estes sdo argumentos significativos para a implementacdo deste
projeto baseado em transferéncia de tecnologia.

Bio-Manguinhos estabeleceu as articulacdes necessarias junto ao Ministério
da Saude, especialmente junto ao PNDST/Aids, utilizando a “demanda do setor
publico brasileiro”, por um periodo de trés anos, como contrapartida nas
negocia¢cdes com a empresa cedente da tecnologia, evitando, desta forma, qualquer
gasto adicional de recursos publicos para absorver as referidas tecnologias.

A Aids, ou SIDA, ainda é um dos maiores problemas de saude publica no
mundo, apresentando nimeros absolutamente alarmantes — cerca de 40 milhdes de
pessoas infectadas pelo HIV, 5 milhGes de novos casos por ano e 3,5 milhdes de
Obitos em 2004. No Brasil, apesar de ser adotada uma boa politica de assisténcia e
tratamento, que vem sendo citada como exemplo no mundo inteiro, ainda
convivemos com uma epidemia que continua a se alastrar em ritmo preocupante,
com estimativa de 600.000 brasileiros infectados.

Atualmente, estamos presenciando uma revolugcédo cientifica e tecnologica
impar e, neste contexto, Bio-Manguinhos vem tendo como misséo “contribuir para a
melhoria dos padrdes de saude publica brasileira, através da pesquisa tecnoldgica e
da producéo de imunobiolégicos necessarios para atender a demanda gerada pelo
quadro epidemiolégico do pais”. Assim, esta Instituicio vem investindo,
intensamente, em projetos de pesquisa e desenvolvimento (P&D), bem como na
aguisicdo e incorporacdo de novas tecnologias para a producdo, em escala
industrial, de produtos capazes de suprir as demandas dos programas nacionais de
saude publica do Ministério da Saude. Neste contexto, vem seguindo as tendéncias
na area de Reativos para Diagnéstico Laboratorial que estdo voltadas,
principalmente, para uma melhor orientacdo da conduta terapéutica com
diagnosticos mais precisos, diferenciais e mais precoces na deteccdo das doencas,
maior rapidez nos resultados e realizacdo dos testes afins nos préprios locais de
atendimento de pacientes.
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ABSTRACT

This dissertation describes the model adopted by Bio-Manguinhos in the
incorporation of a brand-new technology (immunochromatography and lateral flow)
for the production of reagents for diagnosis. This technology is strategic and
extremely valuable for the country, as it allows for the production of a low-cost
diagnostic kit (Rapid Test HIV-1/2 — Bio-Manguinhos) that will, in turn, promote the
dissemination of more extensive public health measures in the prevention and control
of STD/Aids, including the socialization of HIV diagnosis in Brazil. Also, the
substitution of large bulks of imported tests by their nationally produced equivalent
will result in great, monetary savings by the Brazilian Ministry of Health and that the
technological platform applied in such tests can also be used in the development of
rapid tests designed for the diagnosis of other endemic diseases that afflict the
Brazilian population. Finally, due to the positive repercussions it may have on other
production sectors, this initiative will ameliorate and strengthen the area of Reagents
for Diagnosis in Bio-Manguinhos. All of these arguments, represented strong
incentives for the establishment of the partnership, being essential for the
implementation of the technology transfer process.

Bio-Manguinhos undertook the necessary negotiations with MoH, especially
with the National Program for STD/Aids, offering a share of the Brazilian public
market for a period of three years in exchange for the technology to be transferred by
the American company that detains it, thus avoiding any extra use of public funds by
the Brazilian government.

Aids is still one of the biggest public health problems in the world today,
presenting impacting figures: approximately 40 million people are infected with HIV
worldwide, with 5 million new cases diagnosed per year and 3.5 million deaths being
reported in 2004. Despite Brazil’s policy for universal Aids treatment and assistance
coverage — which is considered an example for the rest of the world — the country,
with its estimated 600,000 HIV positive citizens, still deals with an epidemic that
continues to spread at alarming rates.

Certainly, much is yet expected to result from today’s scientific and
technological revolution. Within this context, Bio-Manguinhos, whose mission is to
“contribute to the improvement of the Brazilian public health standards through
technological research and development and the production of immunobiologicals
necessary for the fulfilment of the demands generated by the country’s
epidemiological status”, has been investing heavily in R&D projects as well as in the
acquisition and incorporation of new technologies for the large scale manufacture of
products that will feed MoH’s national public health programs. One of the new
tendencies in the field of reagents for laboratorial diagnosis is geared toward guiding
a better therapeutic approach and calls for a more precise, differential and early
disease diagnosis. The time required to obtain results also tends to be shorter and
the tests, designed in much simpler formats, can be performed faster, without need
for extensive professional expertise or fully — equipped facilities.
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1. INTRODUCAO



As atividades tecnologicas desenvolvidas por Bio-Manguinhos requerem que
a Instituicdo incorpore, permanentemente, novas tecnologias nas suas atividades
produtivas, quer seja pelo desenvolvimento autéctone quer seja por transferéncia de
tecnologia.

Bio-Manguinhos tem procurado, ao longo dos anos, incorporar 0S
conhecimentos cientificos desenvolvidos pela area de pesquisa basica da Fundacéao
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), notadamente do Instituto Oswaldo Cruz (I0C). Utilizando
esta fonte de conhecimentos cientificos, Bio-Manguinhos coletou dados
concernentes a sensibilidade, especificidade e estabilidade de métodos e/ou
reagentes e/ou produtos, investindo em atividades relacionadas ao escalonamento e
a consisténcia de sua producao. Praticamente, todos os Kits fornecidos por Bio-
Manguinhos foram desenvolvidos e produzidos utilizando esta estratégia.

Atualmente, buscam-se aliancas estratégicas com outras Instituicdes, fora do
“campus” da FIOCRUZ, estabelecendo parcerias tecnoldgicas com Universidades e
outros Centros de Pesquisa, necessarias para o desenvolvimento de uma série de
outros produtos, muitos em forma de Kits, de interesse para a Saude Publica
brasileira.

O grande avanco da ciéncia basica e empirica, no contexto mundial, tem
propiciado a area de Reativos para Diagndstico laboratorial uma dinamica diferencial
traduzida por uma velocidade muito grande na apresentacdo de seus produtos,
porque as exigéncias requeridas para o registro e a utilizagdo dos mesmos sédo bem
menos complexas do que, por exemplo, para as vacinas e 0os medicamentos em
geral.

Assim é que, com muita rapidez, tém aparecido novas metodologias de
diagndstico laboratorial, os quais, gragcas aos novos mecanismos de comunicacao
global, tais como a internet, chegam, de imediato, ao conhecimento do publico
especializado e das autoridades de Saude Publica. Estas ultimas, passam a receber
uma certa “pressdo”, inclusive dos laboratorios produtores e detentores da
tecnologia, por vezes protegidas por patentes, para que 0 governo incorpore 0 novo
Kit no Sistema Unico de Saude (SUS).

No entanto, um produto novo, na maioria das vezes, tem um preco muito
elevado, pois os laboratorios embutem no preco, o custo do desenvolvimento
tecnolégico e outras despesas, procurando recuperar o investimento feito, o mais
rapidamente possivel. E o preco destes produtos nesta fase inicial costuma ser
proibitivo para o governo, em face de suas prioridades.
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O Programa de DST/Aids € permanentemente pressionado pela sociedade
em geral, sobretudo por organizagbes ndo-governamentais e representativas da
sociedade civil, a incorporar novos medicamentos e métodos de prevencdo e de
diagnéstico rapido, como este, independente do custo, tornando-se imprescindivel a
busca de formas para incorporar e sustentar a “nova tecnologia” na luta contra a
doenca.

Em consequéncia, o governo por intermédio do Programa Nacional de
Doencas Sexualmente Transmissiveis e Aids (PNDST/Aids), buscando formas de
diminuir o custo e a dependéncia de importacdo de tais produtos, mobilizou Bio-
Manguinhos para encontrar formas de nacionalizar a producdo dos testes rapidos
para o diagnostico do HIV-1 e HIV-2, o mais rapidamente possivel. Como o binémio
tempo —resposta era um fator da maior importancia para a solucdo do problema, a
referida Instituicdo optou pela busca de tecnologia no exterior, para incorpora-la em

um curto espaco de tempo.

1.1. Aspectos Gerais Relacionados ao HIV

Em qualquer atividade produtiva e de desenvolvimento tecnoldgico, é de
fundamental importancia conhecer, ampla e profundamente, todas as questdes
diretamente relacionadas ao tema que, neste caso, refere-se ao diagnostico

laboratorial do virus — HIV — causador da Aids.

1.1.1. A Epidemia de HIV/Aids

1.1.1.1. A Epidemia Global de HIV/Aids

Estima-se que o numero de individuos mundialmente infectados pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) seja de 39,4 milhdes, 37,2 milhdes dos quais
relatados para adultos (17,6 ocorrendo em mulheres) e 2,2 milhdes para criangas,
abaixo de 15 anos de idade. Somente no ano de 2004, foram globalmente
registradas 4,9 milh6es de novas infeccdes por HIV (640000 em criangcas menores
de 15 anos) e 3,1 milhdes de 6bitos, dos quais 2,6 milhdes foram registrados em

adultos e o restante em criangas (UNAIDS, 2004). Os Mapas 1, 2 e 3 ilustram a



distribuicdo dos casos de HIV (casos acumulados e novos casos) bem como dos
Obitos por Aids em 2004.

Acredita-se que aproximadamente 90% da pandemia esteja concentrada nos
paises em desenvolvimento, sobretudo nos que estdo localizados na Africa
subsaariana. Apesar da populacdo registrada nos paises da Africa Subsaariana
representar pouco mais de 10% da populagdo mundial, 60% dos casos de infec¢cao
pelo HIV encontram-se concentrados nesta regido (UNAIDS, 2004). Atualmente, o
nimero de soropositivos na Africa subsaariana soma 25 milhdes, sendo 13,3 das
infeccdes registradas apenas em mulheres. Em 2004, foram observados 3,1 milhdes
de novos infectados e 2,3 milhdes de 6bitos por Aids. A prevaléncia do HIV/Aids na
Africa subsaariana é de 7,4, média significativamente superior & de outras regiées no
mundo (UNAIDS, 2004).

Mapa 1: Numero de casos de HIV registrados mundialm  ente em adultos e
criancas até o fim de 2004
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Fonte: http://www.unaids.org: Aids epidemic update: December, 2004



Mapa 2: Numero de novos casos de HIV registrados mu  ndialmente em adultos
e criangas no ano de 2004
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Fonte: http://www.unaids.org: Aids epidemic update: December, 2004

Mapa 3: Numero de Obitos devido a Aids em 2004
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1.1.1.2. A Epidemia de HIV/Aids no Brasil
Segundo dados divulgados pela UNAIDS (2004), o total de casos de HIV/Aids

nas Américas® totaliza 3,14 milhdes. Aproximadamente um terco dos casos de
HIV/Aids relatados na América do Sul estdo concentrados no Brasil, onde foram
notificados 362,364 casos acumulados de Aids de 1980 ao inicio de 2004. Destes,
pouco menos de 221 mil foram notificados em adultos do sexo masculino,
aproximadamente 89 mil em adultos do sexo feminino e cerca de 10,500 em
criangas menores de 13 anos. Estima-se, contudo, que 0 nimero de soropositivos
no Brasil seja bastante superior, atingindo aproximadamente 600,000 infectados
(PNDST/Aids, 2004).

A grande maioria (68,7%) dos casos de HIV/Aids ainda permanece
concentrada nos grandes centros urbanos da regido sudeste, porém as taxas de
incidéncia, sobretudo na regido sul e, até recentemente, na regido centro-oeste,
indicam que a epidemia continua a se alastrar em ritmo preocupante pelo pais
(Tabelas 1 e 2). Atualmente, a via de transmissao heterossexual constitui o principal
modo de exposicdo ao HIV, sendo a grande responsavel pelo aumento significativo
da epidemia entre as mulheres. A transmisséo sexual do HIV contribuiu com 86,9%
de todos os casos de Aids notificados entre 1980 e 2003 em individuos acima de 13
anos do sexo feminino. A maior incidéncia dos casos de HIV/Aids em mulheres,
sobretudo as mulheres mais jovens com baixo grau de escolaridade e mais baixa
renda, acarreta num aumento das taxas de transmissao vertical do HIV: dos 10.577
casos de Aids observados em criancas menores de 13 anos de idade, 83,6%

resultaram da transmissao perinatal do HIV.

Tabela 1: Casos de Aids por regido do Brasil e por
(1980-2004)

ano de diagnostico

Regies | 1980/1992 | 1994 | 1996 | 1998 | 2000 | 2002 | 2004 1935_%04
Norte 580 352 | 503 | 717 | 778 | 1055 | 620 | 4605
Nordeste 4261 | 1615 | 2330 | 3091 | 2914 | 3390 | 1464 | 19065
Sudeste 41140 |14260|18049|20257|16936(17398| 7743 | 135783
sul 5102 | 2802 | 4120 | 6025 | 6303 | 7004 | 2843 | 34199
Centro-Oeste | 2196 | 1078 | 1418 | 1532 | 1600 | 1941 | 1174| 10939

Fonte: Adaptado a partir de PNDST/AIDS-MS, 2004

! Inclui América do Norte, América Central e Caribe e América do Sul.
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Tabela 2: Taxa de incidéncia (por 100000 habitantes ) de Aids por regido do
Brasil e por ano de diagnostico (1993-2003)

Regides 1993 | 1995 | 1997 | 1999 | 2001 | 2003 193:;’}%03
Norte 23 | 37 | 54 | 67 | 63 | 88 33,2
Nordeste 3,3 4,1 6 6,7 6,1 6,8 33
Sudeste 206 | 24 | 28 | 252 | 211 | 24,3 1432
Sul 10,1 | 145 | 20,7 | 22,8 | 24,4 | 26,6 119,1
Centro-Oeste 9,3 12,5 15,6 12,1 13,7 19,9 83,1

Fonte: Adaptado a partir de PNDST/AIDS-MS, 2004

1.1.1.3. Mudancas no Perfil da Epidemia

Os primeiros casos de Aids no Brasil foram relatados no inicio da década de
oitenta em grandes centros urbanos (mais especificamente nas cidades do Rio de
Janeiro e de Sao Paulo), atingindo individuos com alto grau de escolaridade,
sobretudo homens que faziam sexo com homens (Castillo & Chequer, 1997; Bastos
et al, 2000). Contudo, o perfil da epidemia mudou. De meados dos anos noventa em
diante, vem observando-se a tendéncia de interiorizacdo da epidemia de HIV/Aids a
qual pode ser constatada, em geral, pelo aumento gradual dos casos de Aids
notificados para as regides norte, nordeste e centro-oeste ao longo dos anos.
Verifica-se, também, um aumento nas taxas de incidéncia do HIV/Aids em
municipios de médio e pequeno porte bem como em populacdes de baixa renda,
sobretudo entre adolescentes e adultos jovens (< 30 anos). Dentre estes, 0 sexo
feminino é o mais afetado; observa-se forte expansédo da epidemia de HIV/Aids entre
as mulheres — decréscimo da razdo dos casos de Aids notificados entre os sexos —
devido ao fato da via de transmissdo heterossexual constituir, atualmente, a principal
modalidade de exposicdo ao HIV (Diniz & Villela, 1999; Bastos et al, 2000; Brasil,
PNDST/Aids-SVS/MS, 2004). Tais tendéncias - interiorizagdo, pauperizagao,
juvenizacdo e feminizagcdo (Galvao, 2000) — da epidemia de HIV/Aids séo

observadas tanto em nivel nacional quanto internacional.




1.1.2. A Biologia do HIV

1.1.2.1. Estrutura do HIV-1

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV-1), um retrovirus que pertence a
familia dos lentivirus, é formado por duas fitas simples de RNA gendmico® que
permanecem estaveis no “ndcleo” viral (capsidio) devido a sua associacdo as
proteinas presentes no interior do mesmo (NC, p7). O capsidio, formado por
proteinas conhecidas como p24 (CA, p24), também aloja trés importantes enzimas —
transcriptase reversa (RT), protease (PR) e integrase (IN) — bem como um grupo de
proteinas-acessorio (Nef, Vif e Vpr). Estas enzimas e proteinas sdo essenciais a
replicacdo, desenvolvimento e sobrevivéncia do virus no organismo infectado. Uma
matriz viral — composta pelas proteinas pl17 (MA, pl7) — sustenta o capsidio. Esta
matriz, por sua vez, € envolta pelo envelope viral, derivado da membrana celular do
organismo infectado, formado tanto por proteinas humanas (incluindo proteinas das
classes | e Il do MHC) quanto por glicoproteinas especificas ao virus. As principais
proteinas que compdem o envelope sdo gpl120 e gp41l. As moléculas de gp41l estado
presentes ao longo do envelope; ja as moléculas de gp120 estdo associadas (por
ligagcbes nao-covalentes) as moléculas de gp4l e estendem-se para além do
envelope viral (Figura 1). Estas duas proteinas sé@o responsaveis por facilitar a

entrada do virus nas células-alvo (Kuby, 1997; Turner & Summers, 1999).

Figura 1: Estrutura do HIV-1
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1.1.2.2. O Genoma do HIV-1

O HIV possui, como todos 0s outros retrovirus, seqiéncias repetitivas em seu
genoma denominadas de long terminal repeats (LTRs). Na regido 5" da LTR, estéo
localizadas as seqiiéncias do potencializador’ e do promotor, essenciais a
transcricdo do virus. Ja a regido 3" da LTR € necesséria na poliadenilacdo dos
transcritos de RNA. O HIV também possui trés genes comuns a outros retrovirus,
sendo estes gag, env e pol, onde gag codifica as proteinas do capsidio, env, as
glicoproteinas presentes na superficie do envelope e pol, as proteinas nao-
estruturais necessarias a replicacao do virus. Aléem destes trés genes — gag, env e
pol — 0 genoma do HIV-1 é composto por seis outros genes importantes, a saber:

» vif — fator de infectividade do virus;

e vpr — proteinas virais;

* tat—transativador;

* rev —regulador da expresséao das proteinas do virus;
e nef— fator regulador negativo; e

* Vvpu — proteina viral U.

Destes genes, trés — tat, rev e nef — codificam proteinas regulatérias que
controlam a expressdo dos genes estruturais gag, env e pol [Figura 2] (Kuby, 1997).

Figura 2: Genoma do HIV-1
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1.1.2.3. Variabilidade Genética do HIV

O HIV é passivel de sofrer enorme variagdo genética, com mutacdes
gendmicas ocorrendo a taxas infinitamente mais altas do que as observadas para o
DNA humano. A taxa de mutagédo do HIV é, aproximadamente, 65 vezes maior do
que a taxa de mutacédo do virus da influenza, cuja alta variabilidade vem impedindo o
desenvolvimento de uma vacina mais efetiva contra a gripe. A principio, a
diversidade observada nas sequéncias de DNA do HIV se deve a operacionalidade
da transcriptase reversa®, enzima extremamente suscetivel a erros, capaz de gerar
inUmeras substituicbes, adicdes e omissdes de bases. Estima-se que de 5-10 erros
sejam introduzidos no genoma do HIV a cada nova replicacéo do virus.

A variacdo genética do HIV levou a existéncia de cepas pertencentes a
grupos, subtipos e formas recombinantes circulantes (CRFs) diferentes®, que
apresentam atividade bioldgica distinta. Atualmente trés sdo os grupos oficialmente
identificados para HIV-1: grupo M (major group), grupo O (outlier) e grupo N (ndo-M,
nao-0). Os dois Ultimos grupos permanecem restritos ao continente Africano, mais
especificamente ao oeste da Africa. O grupo M, o principal dos trés, encontra-se
disseminado em todo o mundo. Foram identificados nove subtipos do HIV-1 para o
grupo M, que diferem entre si em 27% da sequéncia de nucleotideos, sendo eles:
subtipos A, B, C, D, F, G, H, J e K. Em nivel global, o subtipo de maior prevaléncia é
0 subtipo C, seguido do subtipo B e suas variantes. O subtipo B, primeiro subgrupo
identificado entre as cepas caracterizadas no inicio da epidemia, € o mais comum na
Ameérica do Norte, na Europa e na Australia. Este subtipo também predomina na
Ameérica do Sul, porém, nesta regido, os subtipos C e F sdo também freqliientemente
encontrados. Especificamente no Brasil, observa-se a presenca de cinco subtipos,
sendo eles o subtipo B e sua “variante B” (0 qual predomina no pais), o subtipo C, o
subtipo F, o subtipo D e, no Rio de Janeiro (e possivelmente Porto Alegre), o subtipo
A. Encontram-se disseminadas, também, as formas recombinantes B/F e B/C
(Fernandez, 2004).

* A alta variabilidade do HIV também pode ser atribuida a eventos de recombinacéo viral e a pressdes
geradas pelo sistema imune de cada individuo infectado e/ou por ARVs.

® Sdo0 15 as formas recombinantes circulantes (CRFs) conhecidas atualmente: CRFO01_AE;
CRF02_AG; CRF03_AB; CRF04cpx; CRF05_DF; CRF06_cpx; CRF07BC; CRF08_BC; CRF09_cpx;

CRF10CD, CRF11_cpx; CRF12_BF; CRF13_cpx; CRF14 BG e CRF15_01B.
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1.1.2.4. O Ciclo de Replicacao do HIV-1

O ciclo de replicacdo do HIV-1 ocorre em duas fases — fase inicial e fase
avancada. A fase inicial é desencadeada pelo reconhecimento das células-alvo pelo
virus e envolve todas as etapas que levam ao processo de integracdo do genoma
viral ao DNA da célula infectada. A fase avanc¢ada, por sua vez, se inicia a partir da
expressdo regulada do genoma integrado (hospedeiro-virus) e envolve todas as
etapas que se estendem desde o processo de brotamento (liberacdo do virus da

célula-mé&e) & maturagéo do virus [Figura 3] (Turner & Summers, 1999).

1.1.2.4.1. Fase Inicial

1.1.2.4.1 (a) Infeccao das Células-Alvo pelo HIV

A entrada do HIV nas células-alvo ocorre em duas etapas: ligacdo do virus
aos receptores das células-alvo e fusdo do envelope viral com a membrana celular.
A associacdo do HIV as células-alvo da-se através da ligacdo das moléculas de
gp120 aos receptores das mesmas. O principal receptor para HIV é CD4°. Uma vez
qgue os linfocitos Ty sdo as células que expressam 0s niveis mais altos de CD4 no

corpo humano, tais células constituem o alvo principal do HIV (Figura 3).

1.1.2.4.1 (b) Integracdo do Genoma Viral ao DNA da Célula Infectada

A ligacdo gpl20/CD4 por si s6 nao é suficiente para viabilizar a entrada do
HIV nas células-alvo, sendo necesséaria também a fusdo do envelope viral com a
membrana celular do hospedeiro. Tal fusdo é facilitada pelas proteinas virais, gp41’.

Uma vez internalizado, o capsidio do HIV se desfaz liberando o RNA
gendmico que &, entdo, transcrito pela acao catalitica da transcriptase reversa, em
DNA viral. Este DNA viral se integra ao DNA da célula-alvo formando um pro-virus,
processo mediado pela enzima integrase. Uma vez integrado ao DNA da célula-alvo,

® O HIV-1 demonstra uma afinidade & CD4, 25 vezes maior do que a afinidade do HIV-2 — variante do
virus — pelo mesmo receptor; isto pode explicar, em parte, a menor patogenicidade desta variante e
sua mais baixa prevaléncia em nivel global.

" Acredita-se que o processo de fusdo envolve uma regido hidrofébica — denominada de “dominio

fusogénico " — localizada proxima ao terminal N da gp41.
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o DNA do pro6-virus € herdado, via mitose, pelas proximas geracdes de células.
Desta forma o pré-virus é capaz de se proliferar rapidamente no hospedeiro,

escapando a resposta do sistema imune do mesmo enquanto permanecer em

estado de laténcia, estado em que seus genes Nao SA0 expressos.

1.1.2.4.2. Fase Avangada

A ativacado do pro-virus tem inicio com a sintese de RNA de cadeia simples
(ssRNA) e transcricao dos genes estruturais do HIV em RNA mensageiro (mMRNA), o
qual é entdo traduzido em proteinas virais essenciais a formacéo de novas particulas
virais. A transcricdo do DNA do pro-virus em ssRNA e mRNA é catalisada pela acéo
da enzima RNA polimerase. Inicialmente, esta enzima liga-se ao promotor,
localizado na regido 5° da LTR do DNA viral. Contudo, a baixa afinidade deste
promotor a RNA polimerase faz com que esta enzima dissocie-se, rapidamente, da
fita de DNA viral apos o inicio da transcricdo, gerando apenas segmentos curtos de
RNA. A sintese completa dos transcritos de RNA verifica-se apenas mediante a
conversao do promotor — de um promotor fraco a um promotor totalmente funcional —
o que ocorre quando a proteina regulatéria Tat liga-se ao transcrito de RNA®. A
ativacdo do proé-virus por Tat se da, portanto, quando tal proteina interage com uma
sequéncia curta® — denominada “elemento TAR” — do RNA transcrito de forma
reversa, que se encontra no terminal 5° do mesmo. A ligagédo de Tat a este elemento
— uma alga, localizada no RNA transcrito, com 59 nucleotideos — ndo apenas
incrementa a iniciacéo da transcricdo, como também estabiliza o complexo formado
pela RNA polimerase na medida em que se move ao longo da fita de DNA viral. A
transcricdo do DNA do proé-virus resulta num RNA primario que é, por sua vez,
fragmentado para gerar trés mRNAs distintos. Estes s&o entdo transportados do
nacleo ao citoplasma, onde séo traduzidos em proteinas virais que sao organizadas
para formar novas particulas virais.

Uma vez formadas, as moléculas de HIV desprendem-se das células-mae por
brotamento (Figura 3). A eventual morte (por lise) das células infectadas resulta na

® Além da acdo da Tat alguns fatores de transcricdo celulares, tais como NF-kB, bem como diversos
outros virus (ex. HTLV-1, HBV, entre outros) podem também se ligar ao promotor do HIV,
potencializando a transcricdo do DNA do provirus, acelerando a progressao da doencga.

o Sequéncia de aproximadamente 59 nucleotideos que formam uma estrutura “stem-loop ".
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reducdo do namero de linfocitos Ty € no concomitante aumento da carga viral do

HIV no hospedeiro.

Figura 3: Ciclo de replicagao do HIV-1
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Fonte: http://www.aids.gov.br

1.1.2.5. A lmunologia do HIV

O processo de infecgdo pelo HIV é caracterizado por trés estagios: a fase
aguda, a fase cronica e a fase final de infeccdo. A fase aguda também é
denominada de periodo de sorologia latente ou periodo de janela imunoldgica. Esta
fase marca o inicio da infeccdo, em que apenas o0 RNA viral e antigenos especificos
ao HIV sao detectaveis no paciente. Nesta fase inicial, o organismo do individuo
infectado ainda ndo produziu anticorpos anti-HIV em niveis e subtipos que permitam
uma deteccédo eficaz. A fase aguda atinge seu apice aproximadamente 6 semanas
apos a infeccdo, quando apresenta uma carga viral (RNA viral) alta e reducdes
significativas no nimero de células Ty CD4" (< 500 células/ mm®) [Iweala, 2004] *°.

A deteccao de anticorpos na corrente sanguinea do individuo infectado so se
torna possivel 6-8 semanas apoés a infeccédo, sendo improvavel a ndo-deteccéo de

anticorpos anti-HIV depois de trés meses. O periodo em que o individuo infectado

' pe acordo com as designacdes do CDC — Atlanta, GA/E.U.A, a contagem dos linfécitos TCD4"

num individuo ndo-infectado é de aproximadamente 1100 T,CD4"/uL sangue total.
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passa a produzir anticorpos anti-HIV em niveis detectaveis é chamado de periodo de
soroconversdo e marca o inicio da proxima etapa de infec¢do, denominada de fase
cronica. Esta fase se caracteriza por um aumento no niumero de anticorpos anti-HIV
produzidos pelo paciente infectado e por uma consequente estabilizacdo dos niveis
de antigenos virais presentes na corrente sanguinea, 0 que resulta,
consequentemente, numa reducdo gradual — e ndo mais drastica — do numero de
células Ty CD4" (entre 200-500 células/ mm®) [lweala, 2004].

Ja a fase final de infeccdo € caracterizada por uma reducdo consideravel no
ndmero de células Ty CD4" (< 200 células/mm?®) e pela aparicdo de doencas
oportunistas, 0 que marca a transi¢do a condicéo clinica de imunodeficiéncia, mais
conhecida como AIDS (lweala, 2004). O Grafico 1, abaixo, resume os diferentes

estagios da evolucéo clinica da infeccao pelo HIV.

Grafico 1: Evolucao clinica da infeccao pelo HIV
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1.2. Politicas Publicas, Tendéncias Tecnoldgicas e  Alinhamento Estratégico de

Bio-Manguinhos/FIOCRUZ na Area de Reativos para Dia  gnostico

1.2.1. Ciéncia, Tecnologia e Pesquisa em Saude no B  rasil

A pesquisa em saude enraizou-se no Brasil em fins do século XIX, com o
estabelecimento de importantes Institutos de pesquisa'’. Certamente a Fundacao
Oswaldo Cruz deve ser lembrada como marco da historia da ciéncia brasileira que
desde sua criacdo, com Instituto Soroterapico Federal em 25 de maio de 1900, vém
atuando com énfase em Saude Publica. A fase académica da pesquisa brasileira
culminou com a inauguracdo, em 1951, do Conselho Nacional de Pesquisa
(CNPQ@)*?, primeiro 6rgéo nacional de fomento para pesquisas. A partir de entéo, as
atividades de pesquisa, ciéncia e tecnologia em geral, foram fortemente estimuladas
pelo governo federal. No que diz respeito a pesquisa em saude, acreditava-se que a
producdo de grandes inovagdes tecnologicas seria consequéncia de um acumulo
gradual de conhecimentos, o qual se daria através de um processo linear, em que a
pesquisa basica seria o ponto de partida. Nas décadas subsequentes, verificou-se
uma crescente separacao entre as atividades de pesquisa fundamental e as politicas
nacionais de saude publica o que, por sua vez, se traduziu num profundo
distanciamento entre a teméatica da pesquisa e as necessidades basicas de saude
da populacéo brasileira (Guimaraes, 2004).

A alteracdo deste quadro se deu apenas recentemente, em 1994, durante a |
Conferéncia Nacional de Tecnologia em Saude, onde foram discutidas as bases
para a elaboragdo de uma Politica Nacional de Ciéncia e Tecnologia em Saude e,
dez anos mais tarde, seriam rediscutidas na Il Conferéncia Nacional de Ciéncia,
Tecnologia e Inovacdo em Saude. A atual politica tem como objetivo geral fomentar
avancos na producdo e disseminagdo de conhecimentos cientificos, estimular o
desenvolvimento tecnolégico de carater inovador e otimizar a absorcdo destes

processos tanto pelo complexo industrial da satde®, quanto pelos servicos de

1 Entre eles o Instituto Butanta, o Instituto Adolfo Lutz (SP) e o Instituto Oswaldo Cruz (RJ).
12 Atualmente, “Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico”.

¥ Formado por trés grandes componentes, a saber: Indlstrias Quimicas e de Biotecnologia (que
englobam farmacos, vacinas, testes diagnosticos e hemoderivados); Indastrias Mecéanicas,
eletrbnicas e de materiais (equipamentos, Orteses e préteses e materiais de consumo); e

organizacfes de prestacao de servicos.

15



saude (Guimardes, 2004). Entre as diversas estratégias tracadas para a
consolidagéo da PNCT&I/S, encontra-se a elaboragdo de uma agenda nacional de
prioridades para pesquisa e desenvolvimento tecnolégico em saude, visando um
alinhamento entre as prioridades de pesquisa e as reais necessidades de saude do
pais. A “Agenda Nacional de Prioridades de Pesquisa em Saude” reconhece a
necessidade da expansao da capacidade indutora do sistema de fomento cientifico e
tecnolégico na escolha racional e seletiva de projetos da area de saude e de
pesquisa em saude. Desta forma, o estabelecimento de acbes e/ou projetos de
fomento contemplados como prioritarios no ambito da PNCT&I/S deve basear-se na
relevancia socio-econdmica dos mesmos sendo o mérito cientifico, tecnolégico e
ético, o quesito fundamental na garantia da qualidade e legitimidade das acdes de
P&D que seréo financiadas pela sociedade.

Dada a enorme diversidade dos temas relacionados a saude, a orientacao
das politicas de pesquisa em saude se deu através da eleicdo de subagendas
prioritarias para o desenvolvimento em ciéncia, tecnologia e inovacdo em saude
[CNS/MS, 2004]. Entre os focos elencados pelo Ministério da Saude (MS) encontra-
se o das Doencas Sexualmente Transmissiveis, com prioridade para o HIV/Aids,
sobretudo no que tange ao desenvolvimento de novos métodos e procedimentos
diagnésticos, especialmente os testes rapidos.

Agrega-se a todos estes aspectos de macro-politicas, o fato da recente
promulgacdo da Lei de Inovacdo Tecnoldgica em 03/12/2004, pelo Presidente da
Republica, Luiz Inacio Lula da Silva. "Certamente, o Brasil sera outro daqui para
frente, sobretudo na area de Ciéncia e Tecnologia. A inovagdo é a palavra-chave
dos nossos tempos”, salientou o presidente. A referida lei ird estimular a inovacao no
setor produtivo e promover o aumento de investimentos em CT&I por parte das
empresas. Hoje, as Instituicbes publicas respondem por mais de 60% dos
dispéndios nacionais em pesquisa de novas tecnologias. Cerca de 73% dos
cientistas estdo atuando nas Instituicdbes publicas e apenas 11% nas empresas
privadas. A Lei da Inovacdo vem mudar este quadro e incentivar a emancipacao
tecnologica do Pais, por intermédio de parcerias do Setor produtivo com as

Instituicbes de pesquisa.
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1.2.2. Tendéncias Tecnoldgicas

A tecnologia tem sido a chave facilitadora do crescimento da industria de
Reagentes para Diagnostico Laboratorial in vitro ao longo dos ultimos anos. Desde o
desenvolvimento do Radioimunoensaio, na década de 60, a indlstria tem sido um
campo fértil para a inovagdo, e, o desenvolvimento de novas tecnologias, tem
produzido grandes avancos na area diagnostica. Uma representacdo esquematica
(ndo exaustiva) da evolucdo das tecnologias ao longo das ultimas décadas é
mostrada na Figura 4.

Observa-se, neste contexto, a presenca de diversos elementos que Rothwell
(1992) denomina de “Modelo de Quinta Geracdo do Processo de Gestdo da
Inovacao”, tais como: o forte relacionamento com os principais clientes (foco
estratégico no cliente), a integracéo estratégica com fornecedores, a ocorréncia de
ligacbes horizontais (joint-ventures, aliancas tecnoldgicas, pesquisa cooperativa e
outras), a énfase na flexibilidade e na velocidade de resposta dos demais fatores de
competitividade, além de preco.

A caracteristica deste setor, cuja trajetoria tecnologica é caracterizada por
Tidd et al (2001; p.113) como baseada nas ciéncias, aliada a estrutura oligopolista
do mercado, onde grandes empresas atuam em um espaco altamente competitivo,
tem determinado essa necessidade de inovar como fonte de vantagem competitiva e
mesmo de sobrevivéncia. Verifica-se, portanto, forte ligagdo entre a evolugcéo da
ciéncia e as atividades de P&D das empresas. Os investimentos em P&D por essas
grandes empresas situam-se em cerca de 10% de seu faturamento (Gadelha, 2002),
0 que tem permitido introduzir um grande numero de inovacOes radicais. Tais
inovacdes, no entanto, tém uso limitado em paises em desenvolvimento devido a
alta complexidade tecnoldgica, requerer o uso de equipamentos especiais que, por

via de regra, apresentam um alto custo.
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Figura 4: Evolucao das tecnologias de reagentes par  a diagnéstico laboratorial
in vitro
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Fonte: Adaptado de apresentacédo de Andrew Shepherd no Seminario “Painel de Especialistas
em Reagentes para Diagnéstico” — Projeto Inovacdo e  m Salde — Fiocruz - setembro 2003

Nesta perspectiva, as tendéncias em novos Reagentes para Diagndstico
Laboratorial estdo voltadas, principalmente, para uma melhor orientagcdo da conduta
terapéutica com diagnosticos mais precisos, diferenciais e mais precoces das
doencas, maior rapidez nos resultados, realizacdo dos testes especificos nos
proprios locais de atendimento de pacientes; associa-se a isto a reduc¢do dos custos
e 0 aumento da eficiéncia visando maior facilidade para o processamento de
grandes quantidades de testes, incluindo testes simultdneos para patologias
diversas. Estes alvos estdo sendo atendidos pelo desenvolvimento de reagentes
baseados em plataformas de ensaios moleculares, testes rapidos, testes
automatizados, point of care’*, testes multiplex e testes genéticos. O Quadro 1
apresenta a relacdo entre as demandas do mercado e as plataformas tecnologicas
utilizadas (Medeiros, 2004).

Vale ressaltar que ao se buscar um novo produto, deve-se utilizar os
conhecimentos tecnologicos disponiveis mais avancados, assegurando a
possibilidade de aplicacdo ou uso do produto e considerando, sobretudo, o aspecto

custo-beneficio.

'O conceito “Point of Care” refere-se a testes que sao realizados e tém seu resultado revelado no

préprio local.

18



Quadro 1: Relacdo entre demandas de mercado e plata  forma tecnoldgica

Demanda do Mercado Plataforma Tecnoldgica

Maior precisdo no resultado, maior | Testes moleculares

sensibilidade e especificidade.

Diagnostico diferencial, maior especificidade | Testes moleculares, Testes rapidos

Diagndstico precoce, maior sensibilidade Testes moleculares, Testes rapidos,
Testes genéticos

Resultado rapido Testes rapidos
Facilidade de realizacao (in situ) Testes rapidos, point of care
Multi-diagnaostico (Multiplex) Testes moleculares, Testes rapidos,

Testes genéticos, testes envolvendo

“Microarranjos” e nhanotecnologias

Maior capacidade de processamento ELISAs automatizados e SUMA-
ELISA

Diagnostico N&o Invasivo (saliva, urina, coleta | ELISA, Testes rapidos
de amostras em papel filtro e uso de volumes

minimos de amostras)

Fonte: Modificado a partir de: Medeiros,2004.

Uma outra tendéncia que tem sido observada € a de desenvolvimento de
Reagentes para Diagnostico Laboratorial de doencgas virais. Com a industria de
diagnésticos in vitro alcancando a maturidade, as empresas estdo agora olhando
para o mercado de diagndsticos virais para alcancar lucros. As vendas de produtos
para as areas de microbiologia e virologia estéo, atualmente, crescendo a uma taxa
de 15% ao ano, representando este valor anual, o triplo do valor relacionado ao
crescimento da industria de diagndstico in vitro, segundo relatério publicado na
Clinical Reports (2001).

Merece realce ainda um novo conceito para o tratamento rapido de doencas
infecciosas: O Terandstico, que aproxima a terapia do diagnostico. Segundo Picard
et al (2002), “a crescente disponibilidade de testes rapidos e sensiveis de acidos
nucléicos para doencas infecciosas vai revolucionar a pratica da medicina, reduzindo
gradualmente a necessidade de métodos padrdo baseados em cultura
microbiolégica, cujos resultados levam pelo menos dois dias. Terandstico molecular
em doencas infecciosas € um conceito emergente no qual ferramentas de biologia

molecular sdo usadas para propiciar rapido (menos de uma hora), acurado e mais
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informativo teste diagndstico, permitindo, entdo, uma melhor intervencéo terapéutica

nos pacientes e um melhor uso de antimicrobianos” (Picard et al 2002)"°.

1.2.3. Desenvolvimento e Producéo de Reativos em Bi  0-Manguinhos

O desenvolvimento de um reagente para diagnostico € significativamente
mais barato e mais rapido do que o de uma vacina ou de um medicamento. O fato
de ndo serem requeridos testes pré-clinicos e, principalmente, testes clinicos, reduz
consideravelmente os investimentos necessarios e reduz muito o tempo entre as
fases de descoberta e de inicio do processo de producdo. A etapa da descoberta
cientifica e pré-desenvolvimento, cujas pesquisas, dependendo da complexidade,
podem se estender por 5 a 10 anos ou mais. Nesta etapa sao realizadas a
caracterizagcdo do antigeno e a selecdo e definicdo de métodos diagnosticos. A
etapa seguinte do desenvolvimento tecnoldgico propriamente dito, pode demorar
entre 2 e 3 anos, e deve ser realizada em laboratérios especificos, dotados de
instalacdes validadas, equipamentos calibrados e mediante o uso de insumos
certificados, e os requisitos de Boas Praticas de Laboratorios (BPL) devem ser
adotados. Os parametros utilizados nesta fase sdo diferentes dos utilizados na
pesquisa: Os profissionais de desenvolvimento tecnolégico devem possuir
experiéncia e competéncias diferentes do pesquisador, requerendo, além de
formacao especifica, maior proximidade e “intimidade” com o processo de producgéo
e com os usuarios dos produtos'®. Dentre as atividades especificas desta fase
sobressaem-se: O estabelecimento do lote semente, o escalonamento e a
consisténcia da producao, a estabilidade e a determinacao da viabilidade econémica
e tecnoldgica de producdo. E, portanto, a fase onde se decide pela continuidade ou
ndo do processo de desenvolvimento. A Ultima fase antes do inicio do processo
produtivo é a validacdo do produto, onde sdo avaliadas e validadas, de forma
ampliada, as principais caracteristicas basicas do produto, ou seja, a sensibilidade, a
especificidade, a reprodutibilidade, a estabilidade e avidez. Nesta fase também é
avaliada a adaptacdo do produto a rede de usuérios-alvo, com objetivo de garantir
as condi¢cdes de implantacdo do produto. As etapas de desenvolvimento do produto

estéo representadas na Figura 5.

'* Traduzido do original pelo autor.
' Conhecimentos tacitos sobre os processos de producdo sdo de extrema utilidade para os

profissionais que participam da fase de desenvolvimento de um produto.
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Figura 5: Etapas de desenvolvimento de um reagente para diagnoéstico
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Fonte: Adaptado de apresentacdo de Akira Hommano S eminario “Planejamento Estratégico
para a Area de Reativos”, realizado em Bio-Manguinh ~ 0s em novembro 2003.

O processo de producdo do reagente para diagnostico deve atender as
normas de Boas Préticas de Fabricacdo (BPF) - instala¢cdes adequadas e validadas,
evitando cruzamento de fluxos de pessoal e materiais, equipamentos calibrados,
validados e dedicados por linha de producéo, insumos certificados, documentacgao
do processo produtivo lote a lote (dossiés de producdo), uso de procedimentos
operacionais padronizados (POP) em todas as atividades relacionadas a producao,
pessoal qualificado e permanentemente submetido a treinamentos entre outras. O
produto deve estar registrado pela autoridade regulatoria, que no Brasil € a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Os lotes de producdo devem ser
submetidos obrigatoriamente a testes de controle de qualidade pelo produtor, por
profissionais e em instalacées independentes daquelas encontradas na é&rea de
producdo e pela referida autoridade regulatoria que, por sua vez, analisa 0s
protocolos de controle de qualidade e de producdo, além de realizar analises no
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude. As instalacdes e
procedimentos devem ser inspecionados regularmente pela ANVISA, para
certificagdo do cumprimento dos requisitos mencionados acima.

O Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos — Bio-Manguinhos — é uma

Instituicdo publica nacional que desempenha, no ambito da Fundagdo Oswaldo Cruz
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(FIOCRUZ)Y, um papel estratégico na auto-suficiéncia brasileira em vacinas,
reativos para diagnostico e, mais recentemente, iniciou uma nova linha de atuacao
na area de biofarmacos. Tendo como missao “contribuir para a melhoria dos padrdes
de saude publica brasileira, através da pesquisa tecnolégica e da producédo de
imunobiolégicos necessarios para atender a demanda gerada pelo quadro
epidemiolégico do pais”, Bio-Manguinhos vem investindo intensamente em projetos
de pesquisa e desenvolvimento (P&D) bem como na aquisicdo e incorporagao de
novas tecnologias para a producdo, em escala industrial, de produtos capazes de
suprir as demandas dos programas nacionais de saude publica do Ministério da
Saude, tais como o Programa Nacional de Imunizacéo (PNI) [Tabela 3], o Programa
Nacional de Sangue e Hemoderivados, a Secretaria de Vigilancia em Saude
(CGLAB/SVS) e o Programa Nacional de Doencas Sexualmente Transmissiveis e
Aids (PNDST/Aids) [Tabela 4] {FIOCRUZ, 2004}.

Tabela 3: Quantitativo de vacinas de Bio-Manguinhos para o PNI
(doses X 1000)

Vacinas 1998 1999 2000 | 2001 2002 2003 | 2004

Triplice Viral
(Sarampo, Cachumba e Rubéola);
Hemdfilos tipo B;
Difteria, Tétano, Pertussis e

Hemodfilos B; 105832 | 119531 | 79983 | 52441 | 114641 | 71117 | 92920
Sarampo;
Meningite A/C;
Poliomielite;

Febre Amarela.

Fonte: Relatério Anual 2002 de Bio-Manguinhos (1999  a 2002) e Departamento de Relag8es
com o Mercado (2003)

1 Fundacao autarquica do Ministério da Saude.
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Tabela 4: Quantitativo de reativos para diagndstico
ao Ministério da Saude

, em reac0es, distribuidos

Patologia 1999 2000 2001 2002 2003 2004
Leishmaniose |/ za50 | 189780 | 152510 | 133220 | 98710 | 162000
Humana
"e'sg;“n"’i‘r”];’se 1570000 | 1416000 | 1562000 | 1497136 | 1223584 | 1516000
Doenca de 114768 | 123984 | 151272 | 136440 | 136728 | 64800
Chagas
Leptospirose 40500 50700 49800 31872 47616 40800
Hanseniase 27770 660 2880 300 0 0
Diarréias 4080 6400 4880 2000 2800 880
Virais
HIV 1 84500 | 120384 | 143000 | 134500 | 173000 | 130000
Doencas 13920 4000 6320 160 0 0
Exantematicas
Hepatite Viral | 53580 75380 61060 | 103680 | 109440 | 172800
Insumos 107 90780 46520 51260 60640 25000
Virais
Dengue 0 0 0 78720 | 166272 | 167424
Total 2054545 | 2078068 | 2180242 | 2169288 | 2018790 | 2666640

Fonte: Relatério Anual 2002 de Bio-Manguinhos (1999
com o Mercado (2003).

a 2002) e Departamento de Relagbes

Vale ressaltar que Bio-Manguinhos foi criado em 1976 para reunir as

atividades de desenvolvimento tecnolégico e producao, antes dispersas em areas de

pesquisa e ensino da FIOCRUZ. Neste contexto, Bio-Manguinhos aproveitou a

experiéncia dos Laboratérios do Instituto Oswaldo Cruz, que vinham de forma

artesanal fornecendo reativos para diagndstico para os Laboratdrios de Saude

Publica e, em 1982, iniciou as atividades produtivas de Reagentes para Diagndstico
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Laboratorial. O atendimento das demandas do Sistema Unico de Saude (SUS)
nestes segmentos, dentro dos padrdes tecnoldgicos e de qualidade requeridos, tem
sido o objetivo maior de Bio-Manguinhos. Desde 1998, um novo modelo de gestao
vem sendo implantado na Instituicdo. Dentre o conjunto de metas a serem
empreendidas, Bio-Manguinhos “devera buscar a auto-sustentacdo econ6mica de
suas atividades, competindo em termos de eficiéncia, de custos e qualidade com os
demais agentes atuantes neste mercado” (Fiocruz, 1997).

No que se refere a processos de transferéncia de tecnologia, Bio-Manguinhos
possui uma extensa e antiga historia que se iniciou em 1937 com a producdo de
vacina contra a Febre Amarela, seguida do estabelecimento das producdes de
vacinas contra o Sarampo e poliomielite, na década e 80. Mais recentemente, em
fins de 1998, Bio-Manguinhos fechou o contrato internacional para transferéncia da
tecnologia de producao da vacina contra Haemophilus influenzae tipo b.

Em 1999, com o inicio da produc¢éo e fornecimento desta vacina ao Programa
Nacional de Imunizac¢des (PNI), aliado ao aumento dos quantitativos produzidos pelo
inicio das operacdes do novo Centro de Processamento Final de Vacinas (CPFI), a
Unidade deu seus primeiros passos em direcdo a sua auto-sustentabilidade
econOmica, tendo suas receitas com o fornecimento de vacinas aumentado cerca de
3,25 vezes, e a produtividade liquida da méo-de-obra aumentada cerca de 133% em
dois anos®®. Além disso, esse processo de transferéncia de tecnologia e as novas
instalacdes industriais representaram um novo patamar tecnologico e de qualidade
para o Instituto, transformaram Bio-Manguinhos no maior produtor nacional e maior
fornecedor do PNI e fizeram das vacinas a “ancora” dos negocios da Unidade. A
partir dai, portanto, Bio-Manguinhos adquiriu propor¢des industriais de grande porte,
permitindo inclusive o fechamento de um novo e grande acordo que prevé a
incorporacdo das tecnologias de ponta para producdo da vacina Triplice Viral
(Sarampo, caxumba e rubéola) que deverd consolidar ainda nossa posicdo de
destaque no cenario nacional e internacional como produtor de vacinas. (Homma,
2003).

Na area de Reagentes para Diagndéstico Laboratorial o mercado nacional
segue com dominio de grandes produtores multinacionais, com produtos de alto
conteudo tecnologico em todas as categorias, gerando um expressivo déficit no

saldo da balanca do comércio exterior no segmento. De 1997 a 2001 este déficit tem

'® para estes e outros indicadores, ver Relatérios de Atividades de Bio-Manguinhos a partir de 1998.
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permanecido constante, entre US$ 125 e US$ 130 milhdes anuais. No Grafico 2
pode-se observar a distribuicdo do mercado nacional de acordo com as categorias

de produtos.

Grafico 2: Mercado nacional de diagnoésticos por cat egoria

Testes Rapidc

Gasometrii 0,9% 4,5%
1,7% Microbiologia Outras
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! Horménios,
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23,3%

)

Hematologi:
12,8%

\—11,9%

Fonte: adaptado de apresentacéo de Jorge Janoni no Seminario “Painel de Especialistas em
Reagentes para Diagnéstico” — Projeto Inovacdo em S alde — Fiocruz - setembro 2003

Estima-se que em 2002 este mercado tenha alcangcado cerca de US$ 350
milhdées e que as cinco maiores empresas em vendas (Roche, Abbott, DPC, Bayer e
Biomerieux) responderam por cerca de 54,3% deste total.

Algumas tendéncias podem ser observadas neste mercado: Na primeira
delas, os grandes fornecedores devem oferecer, cada vez mais, pacotes completos
aos laboratérios, incluindo o comodato de equipamentos, para dificultar a entrada de
pequenos e médios fornecedores. Na segunda, as fusbes e aquisicbes devem
continuar acontecendo, onde as grandes redes de laboratorio adquirem as menores
para aumentar a sofisticagdo dos servigos, o volume de atendimentos, e o poder de
barganha entre estes laboratorios de atendimento e processamento de testes. Ja 0s
laboratorios pequenos e meédios tendem a se organizar em cooperativas para
também aumentarem seu poder de barganha. Como terceira tendéncia, pode-se
observar que os pequenos e médios laboratorios devem enviar cada vez mais o0s
testes especiais para as grandes redes, mantendo apenas os testes de rotina. Por

fim, a automatizacdo das grandes redes para o0 processamento de grandes
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quantidades de testes, incluindo ai os servicos de hemoterapia, permite que sejam
realizados mais de 1500 atendimentos por dia.

De uma forma geral, observa-se que a competitividade dos produtores locais
€ cada vez menor. A despeito do grande parque de pesquisa instalado no pais, ndo
se verificam resultados que representem grandes avangos tecnoldgicos na area de
saude, demonstrado pela baixa capacidade de inovacdo das empresas deste
segmento do Complexo Industrial de Saude e pela explosdo do déficit comercial
(Gadelha, 2003).

A participacao de Bio-Manguinhos na area de reativos para diagnéstico da-se
de forma complementar, atuando em areas onde empresas privadas ndo possuem
interesse, ou seja, no diagnéstico de doengas 0Orfds ou em apoio aos Programas
prioritarios de saude publica.

Em Bio-Manguinhos, os investimentos foram pequenos e as politicas
governamentais e institucionais ndo alcancaram esta area com a intensidade devida,
a producao permaneceu em escala ndo industrial e ainda nao satisfaz plenamente
0S requisitos contemporaneos de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) para produtos
farmacéuticos, preconizados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Apesar da importante contribuicdo que os
reagentes para diagndstico laboratorial de Bio-Manguinhos vém representando para
alguns programas publicos de vigilancia epidemioldgica e assisténcia em saude, e
do grande potencial comercial existente no mercado publico, a participacdo da
Unidade neste mercado ainda € muito pequena. Bio-Manguinhos é o Unico produtor
publico em condigcbes de estabelecer processos de producdo de Reativos para
Diagnostico em maior escala, de possuir significativa competéncia nesta area e de
ter seus produtos inteiramente desenvolvidos na FIOCRUZ ou em parcerias com
outras Instituicbes nacionais. Em funcéo disso, pode-se oferecer, com precos,
portanto, muito menores. Verifica-se que 0s programas publicos estdo valendo-se,
cada vez mais, de produtos importados que dispdem de tecnologias mais
avancadas.

Este quadro tem reflexo direto nos aspectos econdmicos e tecnolégicos do
negdbcio de reagentes do Instituto. E nitido que Bio-Manguinhos, também na area de
Reagentes para Diagnoéstico Laboratorial, esta transitando em um espaco onde a
competitividade € fator crucial de sobrevivéncia do negocio. Assim, apesar do menor
porte em relacdo ao negdcio de vacinas, e da necessidade de manter em linha
produtos de baixo valor comercial para atender demandas estratégicas de saude
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publica, onde a empresa privada nao se interessa em atuar, é fundamental a adocao
de préticas de gestdo empresarial, que busquem igualmente uma estratégia propria
de auto-sustentabilidade econ6mica e tecnoldgica. Esta, por sua vez, poderia
também estar ancorada em processos de transferéncia de tecnologia de produtos
estratégicos, de grande demanda e maior valor agregado, além de enfocar a
absorcado de tecnologias de ponta passiveis a serem aplicadas a obtencao de novos
produtos, iniciando-se um ciclo virtuoso de desenvolvimento para a area de reativos,
em Bio-Manguinhos.

Sem perder de vista seu foco estratégico — a melhoria das condi¢cdes de
saude da populacéo brasileira — ou 0 seu comprometimento em suprir as demandas
prioritarias induzidas pelo Ministério da Saude, Bio-Manguinhos vem buscando
novas abordagens tecnoldgicas por meio de inovacgdes incrementais tanto no
desenvolvimento de novas vacinas e testes diagnosticos de importancia estratégica
para o pais, como na absor¢do de novas plataformas de producdo de vacinas e
reativos ja em uso e no aprimoramento dos produtos que integram a atual linha de
producdo. Para tanto, o acompanhamento dos novos avancgos tecnoldgicos e das
novas técnicas de biologia molecular nas areas de virologia, bacteriologia,
protozoologia e imunologia, bem como o estabelecimento de parcerias e aliancas
estratégicas formais com outros Institutos de pesquisa e/ou empresas
transnacionais, tornam-se imprescindiveis. Visando a consolidacdo de uma gestao
tecnolégica que propicie parcerias e o desenvolvimento autdctone de produtos
importantes para a saude publica, a constru¢cdo de uma infra-estrutura cientifica e
tecnolégica capaz de responder rapidamente as demandas emergenciais de novos
produtos para a area de saude e a formacdo de recursos humanos altamente
capacitados, Bio-Manguinhos vem implementando novas bases institucionais*® onde
o desenvolvimento de novos produtos se d4 através da gestao por projetos.

Neste contexto, através de parcerias e intercambios técnico-cientificos com
grupos nacionais de pesquisa e, mais recentemente, empresas internacionais, o
Departamento de Reativos para Diagnostico de Bio-Manguinhos vem assumindo
projetos de alto impacto para a saude publica brasileira e implantando novas
plataformas tecnoldgicas através dos mesmos, sobretudo no que tange aos testes
moleculares em tempo real e aos testes rapidos para diagndstico simples e precoce

de doencas transmissiveis prioritarias. Além de operar nestas bases inovadoras, o

9 Esta construcdo implica na construcdo do denominado Project Management Office.
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de de

desenvolvimento e producado de outros testes diagnésticos para doencas endémicas,

Departamento Reativos mantém, ainda, suas linhas rotineiras
preconizados nos algoritmos definidos pelo Ministério da Saude. Atualmente, quinze
projetos de desenvolvimento tecnolégico sdo gerenciados e executados pelo
Departamento de Reativos e quatro novos projetos estdo previstos para futura
implementacdo (Quadro 2). Nota-se que as prioridades para o desenvolvimento e a
producéo de reativos para diagndstico em Bio-Manguinhos/FIOCRUZ, encontram-se
absolutamente alinhadas as prioridades governamentais, definidas pela recém-
consolidada PNCT&I/S.

Quadro 2: Projetos novos e em andamento do Departam  ento de Reativos para

Diagndstico de Bio-Manguinhos, por patologia-alvo, 2004
PATOLOGIAS
ALVO PROJETOS

Transferéncia e absorcdo da tecnologia de fluxo lateral e imunocromatografia

HIV para a nacionalizacdo da producédo de testes rapidos para diagnostico do HIV-1
e HIV-2
Desenvolvimento de metodologia alternativa para a quantificacdo da carga viral
do HIV-1.

Desenvolvimento de insumos (conjugados) para imunofenotipagem e
guantificacdo de CD3/CD4/CD8 por citometria de fluxo em amostras de
individuos infectados pelo HIV.

Desenvolvimento da metodologia de Western Blot para confirmacéo sorologica
da infeccéo pelo HIV-1.

Desenvolvimento de metodologia (NAT) para a deteccao de acido nucléico do
HIV e HCV para ser utilizada em servigos de hemoterapia do pais.

LEISHMANIOSE | Desenvolvimento de Kit imunoenziméatico (EIE) utilizando

recombinantes.

antigenos

Padronizacéo e controle de qualidade do método de producao de antigeno para
intradermo reacdo de Montenegro.

Desenvolvimento de Testes Rapidos para diagnéstico de Leishmaniose Canina.

Teste de Aglutinagcdo Direta (DAT) para Leishmaniose Visceral Americana
(LVA).

Desenvolvimento de Kit imunoenzimatico utilizando

recombinantes.

LEPTOSPIROSE (EIE) antigenos

Desenvolvimento de Kit para captura de antigenos.

Desenvolvimento de Testes Rapidos para diagnéstico de leptospirose.

DENGUE Desenvolvimento de Kit de imunofluorescéncia (IFl) para a caracterizacao de
isolados dos virus Dengue.
Desenvolvimento de Kit imunoenzimético (EIE) para deteccdo de IgG de
Dengue.
Estabelecimento de metodologia de PCR em tempo real para identificacdo
molecular qualitativa e quantitativa dos virus Dengue.
Expressédo de proteinas recombinantes para desenvolvimento de Kit (enzimatico
ou PCR em tempo real).
HEPATITES | Aprimoramento do Kit de Hepatite B
VIRAIS
DIARREIAS | Estabelecimento de um ensaio imunoenzimatico (EIE) para a deteccdo de
VIRAIS rotavirus, adenovirus e astrovirus em amostras fecais
HTLV Desenvolvimento de Kit de Imunofluorescéncia (IFl) para HTLV | e HTLV II.

Fonte: FIOCRUZ, Bio-Manguinhos. Departamento de Rea

tivos para Diagnéstico, 2004.
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Além disso, Bio-Manguinhos participa efetivamente das politicas e acdes
coordenadas pela FIOCRUZ na area de desenvolvimento tecnolégico. Em sua
“chamada” por projetos relacionados a éarea de reativos para diagnostico, o
Programa de Desenvolvimento Tecnoldgico de Insumos em Saude, mais conhecido
como PDTIS, é o melhor exemplo da articulagdo de Bio-Manguinhos na identificacéo
das linhas estratégicas a serem fomentadas por este programa. Desta forma, foram
escolhidos 34 projetos de pesquisa aplicada, absolutamente alinhados aos
interesses e prioridades de Bio-Manguinhos. Os resultados efetivos destes projetos
serdo inicialmente avaliados e aproveitados por Bio-Manguinhos visando a obtencéo
de novos produtos de diagnéstico, a serem ofertados a sociedade.

Dentre os principais projetos de desenvolvimento para testes diagnésticos em
Bio-Manguinhos, sobressaem-se aqueles voltados para a deteccdo do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), causador da AIDS, por seus impactos econdémicos,
tecnolégicos e de alcance social. O diagndstico rapido, simples, e de facil acesso
torna-se, portanto, imprescindivel no pronto encaminhamento de individuos com
testes positivos ao tratamento médico. Dado o atual contingente de soropositivos no
Brasil e no mundo, os testes laboratoriais quantitativos e qualitativos utilizados no
monitoramento da infec¢do, como os testes para a quantificacdo da carga viral e dos
niveis de CD4 no individuo, sdo de suma importancia na determinacdo de um
esquema adequado de tratamento o que, por sua vez, podera resultar num aumento
da sobrevida e da qualidade de vida dos pacientes vivendo com HIV/Aids.

Em sua proposta, no ambito da PNCT&I/S, para o desenvolvimento cientifico
e tecnolégico em DST/HIV/AIDS, o Programa Nacional de DST/Aids (PNDST/Aids)
identificou como projetos de foco e financiamento prioritario o desenvolvimento de
testes diagnoésticos®® para: a) a quantificacdo da carga viral do HIV; b) a
imunofenotipagem e quantificacdo de CD3/CD4/CD8; c) confirmacéo sorologica da
infeccéo pelo HIV (Western Blot); e d) testes rapidos para o diagndéstico dos tipos 1 e
2 do HIV. Todos estes testes estdo sendo desenvolvidos e produzidos pelo
Departamento de Reativos para Diagndéstico de Bio-Manguinhos e constam como
projetos prioritarios do Departamento, considerando, especialmente, seus impactos

para a saude publica.

% Testes alternativos aos ja disponiveis no mercado privado (nacional e internacional), de alta

eficacia e fornecidos a precos competitivos.
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1.3. Testes de Diagnostico

De uma maneira geral, os kits para diagnéstico utilizam reacdes quimicas,
bioquimicas, imunoldgicas ou bioldgicas “in vitro”, para obter resultados de apoio as
avaliacOes clinicas em pacientes. O objetivo principal dos testes diagndsticos é a
deteccdo precoce de infecgbes, capaz de reduzir o periodo de janela imunoldgica e
contribuir para o pronto tratamento do paciente. Ha também testes diagndsticos que
visam estabelecer, por exemplo, como no caso do HIV, o grau de infeccdo em seus
diferentes estagios de evolucdo. Estes testes sdo de grande relevancia para a
vigilancia epidemioldgica no que se refere as estimativas de incidéncia da patologia
em dado subgrupo populacional. Seja qual for o teste em questdo e seu propdsito
principal, todos os testes diagnosticos possuem caracteristicas basicas que
determinardo sua qualidade e ter&o influéncia decisiva nos resultados obtidos. Essas
caracteristicas diferenciam o0s produtos e em alguns casos determinam sua
aplicacdo. O Quadro 3 define estas caracteristicas e detalha sua importancia para o
produto.

Os diferentes tipos de testes diagnésticos especificos para HIV podem
detectar tanto os anticorpos produzidos pelo organismo infectado em resposta a
proliferacdo do virus, quanto os antigenos (proteinas ou &acido nucléico) virais
presentes na amostra coletada do paciente. A amostra preferencialmente utilizada
nos testes diagndsticos para HIV provém de soro, plasma ou sangue total, uma vez
que testes com base sorologica permitem ndo apenas a deteccdo do HIV no
individuo sendo testado, como também a diferenciacéo entre o tipo de virus (HIV-1
e/ou HIV-2), os subgrupos virais (no caso do HIV-1, sobretudo no que tange aos
subtipos do grupo M) e a determinacdo da carga viral no paciente soropositivo bem
como sua resposta a terapia anti retroviral (ARV). Também estdo disponiveis testes
diagnoésticos que utilizam amostras derivadas de saliva ou urina para a triagem do
HIV.
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Quadro 3: Caracteristicas basicas de um reagente pa ra diagnéstico

Caracteristica Importancia

Sensibilidade Quanto maior a sensibilidade, menor a possibilidade de
obtencéo de resultados “falso negativos”, porém quase

sempre é menor a especificidade.

Especificidade Quanto maior a especificidade, menor a possibilidade
de obtencdo de resultados “falso positivos”, porém

guase sempre é menor a sensibilidade.

Reprodutibilidade Obtencdo de caracteristicas homogéneas entre o0s
diversos lotes de producdo el/ou obter resultados

similares por diferentes usuarios e laboratérios.

Repetitividade Apresentar resultados com variagces minimas e dentro

de faixas aceitaveis em varios ensaios simultaneos.

Estabilidade Maior estabilidade térmica, quimica e biologica do
produto influencia positivamente o seu prazo de

validade e as condi¢bes de armazenamento.

Simplicidade Facilidade de realizacéo, leitura e interpretacao do teste
pelo usuério.
Avidez Maior interacdo entre antigeno e anticorpo - melhor

desempenho do imunodiagnastico.

Resultado Rapido Propiciar uma intervencao terapéutica mais rapida.

Fonte: Modificado a partir de: Medeiros, 2004

1.3.1. Metodologias e Técnicas

As metodologias e técnicas utilizadas para o diagndéstico de doencgas infecto-
contagiosas, estdo amplamente difundidas em varias publicacdes cientificas. No
entanto, a seguir serd apresentado uma abordagem sumaria sobre os testes de
diagnoéstico, mais comumente utilizados nos laboratorios de diagndstico da rede
publica, com o objetivo de recapitular os principios metodologicos envolvidos.

Os principais testes de diagndstico laboratorial atualmente em uso podem ser
divididos, de uma forma geral, em trés grupos: 1 - os convencionais, em geral de
menor conteudo tecnoldgico, uso mais simples, menor preco e, por conseguinte,
usados em maior escala, como a Aglutinacdo, a Imunofluorescéncia e o ELISA.
Ainda neste grupo enquadram-se o0s ensaios Western Blot e Dot Blot, que, no
entanto, possuem maior conteudo tecnolégico, custo e complexidade de producéo e

realizacdo; 2 — os testes rapidos, de tecnologias mais recentes, sao de utilizacao
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simples, leitura facil e, dependendo de seu tipo e finalidade, com grandes variacdes
de precos, e 3 — ensaios moleculares, de alto contetdo tecnoldgico, geralmente de
maior sensibilidade, exigindo equipamentos especiais para sua utilizagdo, pregos
altos e, por isso, utilizados em pesquisas e para testes especiais ou em testes
confirmatorios. A seguir sdo detalhadas as caracteristicas principais de cada uma
destas tecnologias, a saber:

Nas técnicas de Aglutinacdo, Imunoprecipitacdo e Floculagdo o antigeno é
particulado e o anticorpo apresenta ligacées cruzadas com essas particulas devido
as interacOes especificas entre antigeno e anticorpo, quando a amostra € positiva. O
procedimento € manual, sem uso de equipamentos, a observagao visual € de facil
interpretacdo, porém subjetiva nas amostras que reagem fracamente. Por sua
simplicidade e baixo custo € defendida como opc¢édo para a aplicagdo em saude
publica por alguns profissionais da area.

A metodologia de Imunofluorescéncia compreende um procedimento em que
as reacoes antigeno-anticorpo podem ser observadas por microscopia através da
utiizacdo de um anticorpo (especifico ou n&do) marcado com um corante
fluorescente. Os complexos imunes contendo estes anticorpos marcados com
fluorescéncia podem ser detectados pela emissdo de luz colorida quando excitadas
por uma luz de comprimento de onda apropriado. A luz emitida pode ser vista com 0
auxilio de um microscépio de fluorescéncia equipado com uma fonte de luz ultra-
violeta. Os corantes podem ser conjugados a uma molécula de anticorpo sem afetar
a sua especificidade. A coloracdo do anticorpo fluorescente pode ser direta ou
indireta. Na coloracédo direta, o anticorpo especifico € conjugado diretamente com a
fluoresceina, na coloracao indireta um segundo anticorpo (anti-anticorpo) € marcado
com a fluoresceina. A coloracéo da imunofluorescéncia indireta tem duas vantagens
sobre a coloragdo direta. A primeira delas é que o anticorpo primario ndo necessita
estar conjugado e a segunda é que 0os métodos indiretos aumentam a sensibilidade
da coloracdo porque as moléculas multiplas do reagente fluorocromo ligam-se a
cada molécula do anticorpo primario, aumentando a quantidade de luz emitida no
seu local de ligagéo.

E muito utilizado no diagnostico de antigenos virais (virus respiratérios, raiva,
HIV), em secrec¢des ou células do paciente, assim como no diagnostico de Doenca
de Chagas e Leishmaniose. E uma técnica altamente sensivel e especifica, permite

um resultado em poucas horas e de facil realizacdo. A interpretacdo é considerada,
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em geral, subjetiva em amostras que reagem fracamente e depende da experiéncia
do observador.

J& a técnica de Ensaio Imunoenzimatico (EIE ou ELISA) utiliza anticorpos
marcados com a enzima peroxidase ou fosfatase alcalina para detectar a reacao
antigeno-anticorpo. Ao serem adicionados 0 substrato dessas enzimas e um
cromogeno, hd a formacdo de um produto colorido, cuja intensidade pode ser
medida espectofotometricamente. E uma técnica sensivel, especifica e de facil
interpretacdo. Os testes podem ser desenvolvidos tanto para a deteccdo e a
quantificacdo de anticorpos como para a quantificacdo de antigenos presentes nas
amostras de soro ou plasma. Existem varios tipos de ELISA, entre eles: o ELISA
indireto, o ELISA sanduiche e o ELISA competitivo.

No caso da técnica de Western Blot, uma mistura de proteinas antigénicas é
separada por eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de um agente
desnaturante. As bandas de proteina separadas séo transferidas para uma
membrana de nitrocelulose também por eletroforese. A membrana é cortada em
tiras que sao utilizadas para a reacdo de imunodiagnostico, como um teste de Elisa.
E muito sensivel e utilizada como teste confirmatorio. A observacdo é visual. O
fator limitante é o custo elevado desse teste.

No Teste Rapido (técnica Lateral Flow) todos os componentes do sistema
(solucdo tampéao, anticorpo e conjugado) séao forcados a migrar em sentido lateral
por cromatografia, passando pelo antigeno que se encontra fixo. O complexo
antigeno-anticorpo é revelado por um conjugado de proteina A marcada com ouro
coloidal, que se agrega também ao complexo deixando-o visivel (corado). O
procedimento € manual e é realizado em dispositivo especifico, com observacao
visual e de facil interpretacdo. O resultado € obtido em, aproximadamente, cinco
minutos. O fator limitante deste teste € o seu custo, ainda elevado.

Por fim, no Teste Molecular — PCR (Polymerase Chain Reaction), emprega-se
o principio da hibridizacdo de acido nucléico. Uma fita simples de DNA se hibridizara
através de pontes de hidrogénio com outra fita simples do DNA (ou RNA) que tenha
sequéncia de bases complementares. O principio da reacdo de hibridizagdo consiste
em “produzir-se” sondas, que sao sequéncias complementares ao DNA ou RNA
alvo, marcado com radiois6topos ou enzimas especificas e posterior revelacdo do
acido nucléico pesquisado. A técnica de PCR constitui no maior avan¢o da biologia
molecular desde o advento da tecnologia do DNA recombinante. Ela permite que

uma simples copia de qualquer sequéncia do gene seja amplificada in vitro em
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milhdes de copias em poucas horas. Entdo, o DNA viral extraido de uma quantidade
muito pequena de virions ou células infectadas pode ser amplificado ao ponto em
que ele pode ser detectado por ensaios de hibridizagdo. Mais ainda, o PCR pode
ser modificado para a deteccédo de RNA, incorporando um passo preliminar no qual a
transcriptase reversa € usada para sintetizar o DNA através do RNA. Esta técnica
tem alta sensibilidade devido a amplificagdo exponencial da fita de DNA e é
altamente especifica devido a especificidade do primer. As desvantagens, além do
alto custo, sdo que pequenas quantidades de possiveis contaminantes podem levar
a resultados falso-positivos e também que a presenca de inibidores da reacédo de

PCR podem resultar em resultados falso-negativos.

1.3.2. Testes de Diagndstico Sorolégico para HIV

1.3.2.1. ELISA

A grande maioria dos ensaios imunoenziméaticos voltados para a detecgéo de
anticorpos anti-HIV sdo do tipo indireto, mas encontramos também alguns produtos
que empregam a metodologia de ELISA competitivo. Os ELISA sdo amplamente
utilizados na triagem sorolégica em Servigos de Hemoterapia ou ainda como testes
preliminares ou iniciais quando existe a finalidade de diagndstico. A possibilidade de
automacao, ampliando sua capacidade de testar um grande nimero de amostras e o

baixo custo, sem davidas sédo as principais vantagens desta metodologia.

1.3.2.1.1. ELISA Indireto

Esta técnica permite a deteccdo de anticorpos anti-HIV nas amostras
testadas. Amostras de soro ou plasma supostamente contendo os referidos
anticorpos, sdo adicionadas aos orificios das placas, onde os antigenos especificos
do HIV encontram-se adsorvidos. Caso a amostra contenha, de fato, anticorpos anti-
HIV, estes associam-se aos antigenos presentes na placa. Um anti-anticorpo
conjugado a uma enzima especifica € adicionado as placas, associando-se ao
complexo anticorpo-antigeno. Em seguida, um substrato da enzima presente nas
placas € adicionado e a interacdo substrato-enzima gera um produto cuja acao

sobre uma substancia cromogénica fornece uma coloracao tipica cuja intensidade &
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medida e utilizada para determinar, comparativamente com um padrdo, a presenca

dos anticorpos anti-HIV nas amostras testadas.

1.3.2.1.2. ELISA Competitivo

O ELISA competitivo representa, ainda, outra variacao utilizada na deteccao
de anticorpos. Neste ensaio promove-se uma competicido entre 0s anticorpos anti-
HIV presentes na amostra a ser testada e uma pequena quantidade de anticorpos
anti-HIV marcados com a enzima fosfatase alcalina ou peroxidase. Caso néo haja
anticorpos anti-HIV na amostra (negativa), a pequena quantidade de anticorpos
conjugados se ligardo ao antigeno, possibilitando o aparecimento de cor na
revelacdo do teste. Por outro lado, caso existam anticorpos anti-HIV na amostra,
estes se combinarédo aos antigenos especificos presentes na fase soélida, evitando a
ligacdo dos anticorpos conjugados. Desta forma, a auséncia de cor indica que a
amostra é positiva.

Os testes de ELISA, cuja sensibilidade e especificidade devem ser mantidas
acima de 99%, ainda exigem a realizacdo de testes complementares tais como
Imunofluorescéncia, Imunobloting ou Western Blot, antes que possam ser
divulgados, visando minimizar os resultados falso-positivos informados aos

pacientes e as autoridades de vigilancia epidemiologica.

1.3.2.2. Imunofluorescéncia — IFI

As células infectadas pelo HIV, fixadas em laminas de microscépio, séo,
inicialmente, incubadas com o soro ou plasma que se deseja testar. Numa segunda
etapa, utiliza-se uma anti-imunoglobulina humana conjugada a um fluorocromo
(Isotiocianato de fluoresceina). A presenca dos anticorpos anti-HIV da amostra teste
é revelada por meio da observacdo de fluorescéncia observada através de
microscépio apropriado. Atualmente, a grande maioria dos laboratorios da rede
publica do Brasil (cerca de 130 Instituicbes) utiliza a metodologia de IFI para a
confirmacédo sorolégica da infeccdo pelo HIV, o que representa uma economia
significativa para os cofres publicos (ver Quadro 4), uma vez que 0S outros ensaios
complementares (WB e IB) sdo importados e de alto custo.

35



Quadro 4: Impacto econémico com o uso do Kit “IFI HIV-1 Bio-Manguinhos” na
rede publica brasileira

Preco Bio- Preco do Concorrente Consumo Anual Economia Anual
Manguinhos (WB ou IB) (valores
aproximados)

R$3,95/reacdo|  R$105,00/reacdo 160000 reacdes R$ 17 milhdes
Elaborado pelo autor, 2004.

1.3.2.3. Western Blot (WB) e Imunoblot (IB)

Os ensaios de Western Blot sédo utilizados como testes confirmatorios para a
infeccdo por HIV devido a sua capacidade de discriminar a reatividade dos
anticorpos contra os diversos antigenos de HIV. Partindo-se de culturas celulares
infectadas pelo HIV, seguido de processos de concentracdo e purificagcdo de
proteinas é originado um extrato contendo todas as proteinas de importancia do
HIV-1 tais como: pl7, p24, p31, gp4l, p51, p55, pg65, gpl20 e gpl60. O ensaio
envolve inicialmente a separacdo das proteinas virais por eletroforese desnaturante,
em gel de poliacrilamida, seguida da transferéncia eletroforética dos antigenos para
uma membrana de nitrocelulose. Posteriormente, a membrana é bloqueada com
outras proteinas que sao adsorvidas por sitios ndo ocupados pelos antigenos virais
e a mesma € colocada em contato com o soro que se deseja testar. As reacoes
antigeno-anticorpo sdo detectadas por meio de uma reagdo com anti-imunoglobulina
humana, conjugada normalmente a peroxidase ou fosfatase. A acdo desta enzima,
geralmente, sobre o perdéxido de hidrogénio, gera O, que, atuando sobre um
cromoégeno, gera um produto corado no local das bandas antigénicas, permitindo,
desta forma, a observacdo visual das fracdes polipeptidicas que reagiram. Alguns
ensaios semelhantes ao “Western Blot” foram desenvolvidos e denominados como
Imunoblot. Nestes casos, séo utilizadas diferentes fontes de antigenos de HIV
purificados, recombinantes ou sintéticos, devendo-se registrar que os antigenos nao
sao separados por eletroforese. Ambos os testes (WB e IB) sé@o interpretados a
partir das bandas reveladas, sendo aceitos diversos critérios para a determinacédo da
positividade de uma amostra.

No Brasil, o Ministério da Saude determina, através da Portaria 488/1998 e,
mais recentemente, da Portaria 59/2002, o uso de um fluxograma de testes
sorolégicos para o diagnostico de individuos, infectados ou nédo, a partir de dois anos

de idade (Figura 6) que contempla e disciplina a utilizacao dos testes citados acima.
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Figura 6: Fluxograma de testes soroldgicos para dia  gndéstico da infecgcéo por
HIV

Il’ -
FLUXOGRAMA PARA DETECCAO DE ANTICORPOS ANTI-HIV
L EM INDIVIDUOS COM IDADE ACIMA DE 2 ANOS
fem:r-um:j Cﬁ;muum
afil+)ililou elfid-}/ (1) ou
IBC+h/ 010 IBE-}r00) }m'
"oAna 1 W
LEGENDA: =
e [ , Erapa
:4: m INVESTIGAR SOROCONVERSAOD E/OU PESQUISAR HIV -2

[L DIAGNOSTICO SOROLOGICO DA INFECCAD PELO HIV EM INDIVIDUOS COM IDADE ACIMA DE 2 ANOS j

A realizagho do diagndstico laboratoral da infeccao pelo HIV nos [aboratdrios pablicos @ privados @ regulamentada pela Portaria de n® SWGEMMMS,
de 28 de janelro de 2002 que determing um conjunts de procedimentes em sequénda denominads “Flugograns para deteccho de anticorpos anti-HIv
am individucs com |dade adma de 2 anos.® Apds a realizacio deste flucograms de tostes, podemos encontrar os resultados descritos a sequir

1]

E obrigatdria a coleta de uma segunda amostra para confirmar 3 positividade da prmelra amostra, preferencialmente
om um intervalo de ate 30 dias apds a emissio do resultado referente 5 primeira amostra.
Sempre qué os resultados da segunda amostra forem diferentes dos obtidos com a primelra amostra, serd preciso conslderar a possibllidade
de tor havido troca de amostras ou algum ermo inerente aos procedimentes de realizacao dos testes.

[MlOSTHA INDETERMINA DA PARA HIV ~'Ij

Recomanda-se fazer a coleta do uma sequnda amostra 30 dias apas » emissao do resultado da primaira amostra para investigagdo de soromeriao.
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ou se o5 dados clinlcos forem compatheis com a Infiecgao HValds.
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woaids. g ov brdd iagnosticofdecumentosnotas do fluxograma @ ne Manual da R ecomandag des para Profilazia da
Trateimdiiss Vembcal do HV @ Terapia Anti-Revioiral om Gestaites - Ministono da Saode 2003

S
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B

Fonte: htpp://www.aids.gov.br, 2003.
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1.3.2.4. Testes Rapidos

Os testes rapidos para a deteccéo de anticorpos anti-HIV também constituem
testes de triagem soroldgica. Contudo, os testes rapidos séo testes de facil execucéo
gue dispensam infra-estrutura laboratorial e cujos resultados podem ser obtidos em
menos de uma hora (em alguns casos, de 5 a 10 minutos, no maximo). Estes testes
podem e devem ser utilizados quando ha a necessidade de obtencdo de resultados
de forma imediata, como no caso de gestantes em trabalho de parto que
desconhecem seu estado sorolégico, quando ha necessidade de testar-se individuos
gue se encontram em localidades isoladas e com acesso restrito aos servicos de
atencao basica em saude e quando o volume de amostras a ser testado nao justifica
a realizacdo dos testes de diagnéstico ELISA em termos de custo-efetividade
(lweala, 2004).

Os testes rapidos para HIV foram inicialmente desenvolvidos no final da
década de 80, ganhando maior popularidade a partir dos anos 90. As tecnologias
empregadas nos testes rapidos evoluiram ao longo do tempo. Atualmente, os testes
rapidos apresentam sensibilidade e especificidade equivalentes aos testes de ELISA
de terceira geracao, sobretudo quando utilizados junto a populacées em que se
constata a alta prevaléncia do HIV (Brasil, PNDST/AIDS-SVS/MS, 2004).

1.3.2.4.1. IndicacBes Gerais para 0 Uso de Testes R  apidos

Baseado nas caracteristicas gerais dos testes rapidos, eles podem ser
indicados como testes de triagem para o diagndstico da infeccdo pelo HIV, triagem
de doadores em bancos de sangue e de outros tecidos biolégicos e, também, para
tomar-se uma decisdo terapéutica em situacdes de emergéncia especificas. Nas
duas primeiras situacfes, conforme recomendado no fluxograma de testes para o
diagnostico da infeccdo pelo HIV do Ministério da Saude, o teste rapido pode
substituir o teste ELISA, convencional na etapa de triagem soroldgica e inicial para a
infeccéo pelo HIV, quando as facilidades técnicas dos testes rapidos compensam a
auséncia de uma estrutura laboratorial mais complexa ou de custo mais elevado.

Porém, a grande utilidade dos testes rapidos encontra-se em algumas
situacdes de emergéncia, quando o seu uso ndo € dirigido primariamente para fins
diagndsticos e sim para ocasifes onde existe a necessidade de avaliar-se e decidir
rapidamente sobre a utilizacdo da profilaxia medicamentosa a ser usada no combate

a infeccao pelo HIV. Isto ocorre, principalmente, nos casos de profissionais de saude
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gue tenham tido exposicéo ocupacional de risco ou de gestantes prestes a entrar em
trabalho de parto, ou ja em trabalho de parto, e que nédo tenham sido testadas para o
HIV no pré-natal, ou cujo resultado ndo esteja disponivel. Nessas situacfes, 0s
testes rapidos mostram-se convenientes para indicar um tratamento profilatico rapido
e com boa relacdo de custo-efetividade, justificando assim o seu uso. Tendo em
vista que ndo se trata de um exame com fim diagnéstico e que o resultado é
considerado como provisorio, pode ser aceito a realizagdo de um unico teste rapido
para tomar-se uma decisdo terapéutica de emergéncia. Nesse caso, €
imprescindivel que a amostra reagente ou o0 paciente seja encaminhado ao
laboratério o mais rapido possivel, e em carater prioritario, para a realizacdo de

testes confirmatoérios.

1.3.2.4.2. Uso do Teste Rapido em Situacfes de Expo si¢cdo Ocupacional ao HIV

Nesta situacdo, o uso de testes rapidos no paciente-fonte do material
bioldgico ao qual o profissional de saude foi exposto justifica-se pelo fato de haver
um curto periodo de tempo para iniciar-se a terapéutica profilatica com anti-retroviral
no profissional acidentado, que reduz o risco de infeccdo em pelo menos 80%.
Nesses casos, a terapia anti-retroviral deve ser iniciada preferencialmente entre 1 e
2 horas apdés a exposicao de risco, e mantida por um periodo de 4 semanas.

Sempre que possivel, a solicitacdo de teste do paciente-fonte deveré ser feita
com 0 seu consentimento, informando-o sobre a natureza do teste, o0 significado dos
seus resultados e as implicacGes para o profissional de salde envolvido no acidente.

A constatacdo de um resultado ndo-reagente evita o inicio ou a manutencgao
desnecessaria da quimioprofilaxia anti-retroviral para o profissional de saude
acidentado. Considera-se que a possibilidade do paciente-fonte estar em um estagio
muito recente da infeccdo (“janela imunoldgica") é rara. Porém, a ocorréncia de
resultados falso-negativos por esse e, mesmo por outros motivos, deve ser sempre
levada em conta na avaliacdo de qualquer teste anti-HIV em fungdo dos dados
clinicos e epidemiol6gicos do paciente. Portanto, em casos de suspeita, recomenda-
se uma investigacao laboratorial mais detalhada, o mais breve possivel.

No entanto, deve-se ressaltar que os testes rapidos, que nessa situacao estao
sendo indicados para decidir-se pelo uso de uma quimioprofilaxia de emergéncia no
acidentado, ndo sdo considerados testes definitivos para o diagnostico da infeccéo

no paciente-fonte, o qual somente devera receber o resultado final de sua sorologia
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anti-HIV apos a realizacao de testes anti-HIV, conforme o fluxograma para avaliacéo
diagnéstica, recomendado pelo Ministério da Saude (PNDST/Aids,2003). Abaixo é
apresentado um algoritmo (Figura 7) que resume as acdes recomendadas para uso

do teste rapido nesta situacao.

Figura 7: Fluxograma para o uso de teste rapido par a HIV em situacdes de
exposicao ocupacional

| EXPOSICAO OCUPACIONAL DE RISCO PARA O HIV |

A 4
TESTE RAPIDO NO PACIENTE-FONTE COM CONSENTIMENTO VERBAL

TESTE TESTE
REAGENTE NAO REAGENTE

1) INICIAR QUIMIOPROFILAXIA PARA HIV 1) NAO INICIAR

2) ENCAMINHAR AMOSTRA DO PACIENTE-FONTE QUIMIOPROFILAXIA
PARA CONFIRMAGAO DO RESULTADO PARA HIV

3) ENCAMINHAR ACIDENTADO PARA 2) ENCAMINHAR
ESCLARECIMENTO DIAGNOSTICO PACIENTE-FONTE PARA

4) ENCAMINHAR ACIDENTADO E PACIENTE-FONTE ESCLARECIMENTO
PARA ACOMPANHAMENTO CLINICO DIAGNOSTICO, SE FOR
LABORATORIAL ESPECIALIZADO CASO O DE SEU INTERESSE.
DIAGNOSTICO SEJA CONFIRMADO

Fonte: Adaptado de: http://www.aids.gov.br, 2003.

1.3.2.4.3. Uso de Testes Réapidos para a Indicacdo d e Profilaxia da Transmissao

Vertical do HIV em Gestantes

Considerando-se que a principal via de infeccdo pelo HIV na populacao
infantil € a transmisséo perinatal, e que diversos estudos realizados até 0 momento
demonstraram uma reducdo importante da transmisséo vertical (50 a 70%) com o
uso de zidovudina® na gestacdo, no parto e no recém-nascido, é altamente
recomendavel a garantia do acesso ao acompanhamento pré-natal e aos testes para
o diagndstico do HIV em todas as gestantes durante este periodo.

Entretanto, muitas mulheres chegam ao trabalho de parto sem terem feito o

pré-natal. Para estas mulheres, a Unica oportunidade de terem acesso a um teste

L Um medicamento preconizado na terapia anti-retroviral (ARV).
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anti-HIV é na hora do parto, 0 que traz questionamentos sobre 0s aspectos éticos
dos proprios testes e do aconselhamento nesta situacao.

Durante o trabalho de parto para mulheres sem atendimento pré-natal, ou que
o resultado do teste ndo se encontra disponivel no momento do parto, o teste rapido
pode ser usado para a indicacao da profilaxia com zidovudina na mée e no recém-
nascido em tempo habil para a interven¢cdo medicamentosa.

Obviamente, o momento do parto ndo é uma situacdo ideal para
aconselhamento e a indicacdo de um teste anti-HIV. Entretanto, negar a mulher a
oportunidade de ser submetida ao teste e, em caso de resultado positivo, poder
iniciar o tratamento adequado ao recém-nascido, com uma terapia disponivel e que
reduz significativamente a chance da crianga contrair o HIV, parece mais danoso do
que qualquer questionamento sobre a adequacéo da aplicacdo do teste no momento
do parto. Apesar de tratar-se de uma situacédo de emergéncia com risco de vida para
terceiros (no caso, o recém-nascido), o PNDST/Aids recomenda a realizacdo do
teste rapido na gestante em trabalho de parto desde que haja o consentimento
verbal da paciente. Deve-se salientar que a eficacia da quimioprofilaxia é bastante
elevada. As mulheres que apresentarem resultado ndo reagente nao teriam
indicacdo para o uso profilatico de zidovudina. As mulheres que apresentarem
resultado reagente ao teste rapido devem receber a quimioprofilaxia, serem
aconselhadas a ndo amamentar e encaminhadas para a confirmacao sorolégica, de
acordo com as recomendacles técnicas estabelecidas pelo Ministério da Saude
para o diagnéstico sorologico da infec¢ao pelo HIV. Porém, é importante enfatizar-se
gue o uso da zidovudina, durante o trabalho de parto e no recém-nascido, deve ser
feito e mantido por indicacdo médica até a elucidacéo diagndstica do caso.

Considerando-se que em populacdes de baixa prevaléncia para a infeccao
pelo HIV, como é o caso das gestantes (estimada entre 0,5 e 1%), sdo esperadas a
ocorréncia relativamente frequente de exames falso-positivos.

A utilizacdo dos testes rapidos em gestantes fora do momento do parto ou
proximo a ele podera ser feita, na dependéncia das caracteristicas proprias de cada
unidade ou programa de atencao e naquelas situacbes em que o fluxo normal dos
testes ndo possa ser realizado em tempo habil para implementar as intervencdes
profilaticas. O PNDST/Aids recomenda, nestes casos, o uso de dois testes com
principios diferentes para a introducédo da quimioprofilaxia com zidovudina. Todas as
amostras positivas nos dois testes, ou em um deles, devem ser submetidas a testes

confirmatdrios. Quando nao for possivel realizar testes confirmatérios em tempo
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habil para prevenir-se a transmissao vertical, deve-se iniciar a quimioprofilaxia na
gestante e no neonato. A adocdo deste procedimento ndo exime o servico da
obrigatoriedade de realizar os testes confirmatdrios posteriormente, bem como a
coleta de uma segunda amostra, conforme determinado na Portaria Ministerial de
N.° 488/98 da Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude, que ja prevé a utilizacéao
dos testes rapidos. Assim, entende-se que 0s testes rapidos reativos serdo
considerados provisoriamente positivos, para fins de iniciacdo das medidas
profilaticas. Desta forma, nova amostra de soro devera ser obtida para posterior
confirmacdo e aconselhamento a gestante, segundo o fluxograma proposto pelo
Ministério da Saude. Abaixo encontra-se um algoritmo na Figura 8 que resume a
conduta recomendada para o uso de teste rapido em gestantes para indicacdo do

uso de zidovudina na profilaxia da transmisséo vertical do HIV.

Figura 8: Fluxograma do processo para uso de teste rapido para HIV em
gestantes e acao terapéutica

| GESTANTE EM TRABALHO DE PARTO SEM SOROLOGIA ANTI-HIV |

TESTE RAPIDO NA GESTANTE COM CONSENTIMENTO VERBAL

TESTE TESTE
REAGENTE NAO REAGENTE
A\ 4 A\ 4
1) INICIAR ZIDOVUDINA CONFORME ESQUEMA 3) NAO INICIAR
PARA REDUGAO DA TRANSMISSAO VERTICAL ZIDOVUDINA
DO HIV 4) ENCAMINHAR A
2) GARANTIR A CONFIRMAGAO DO TESTE O MAIS GESTANTE PARA
RAPIDO POSSIVEL ESCLARECIMENTO
3) ACONSELHAMENTO PARA SUSPENDER DIAGNOSTICO, SE FOR
TEMPORARIAMENTE A AMAMENTACAO E DE SEU INTERESSE.
MANTER A LACTAGAO

4) ENCAMINHAR PACIENTE PARA
ESCLARECIMENTO DIAGNOSTICO

5) ACOMPANHAMENTO CLINICO E LABORATORIAL
ESPECIALIZADO DA MAE E DO RECEM-NASCIDO
CASO O DIAGNOSTICO SEJA CONFIRMADO

Fonte: Adaptado de: http://www.aids.gov.br, 2003
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A Tabela 5 apresenta diversos tipos de Testes Rapidos para HIV, disponiveis
no mercado, acompanhado de seu principio metodolégico (fluxo lateral = LF;
aglutinacdo de particulas = PA; e imunoconcentracdo = FT) e os desempenhos de
sensibilidade e especificidade, divulgadas em publicacdes independentes. Ainda que
os resultados ndo possam ser diretamente comparados, vale ressaltar a alta
sensibilidade e especificidade, apresentadas nos testes. Segundo determinagdes da
ANVISA, o indice minimo de desempenho em sensibilidade requerido para que o
produto possa ser registrado no pais, € de 99,5%. O Kit comercializado por Bio-

Manguinhos, atende plenamente este requisito técnico.

Tabela 5: Desempenho dos testes rapidos para HIV, d  isponiveis no mercado

mundial
Fabricante Produto Principio | Sensibilidade | Especificidade
% %
Abbott Laboratories
Determine HIV-1/2/O LF 100 99.4
Abbott Park, Illinois USA
AccuDx Inc. SUDS HIV-1 FT 99.8 75.1
) ) ] AccuSpot HIV-1 and
San Diego, California USA FT 100 86.3
HIV-2
BioRad Laboratories Genie Il HIV-1/2 FT/LF 99.8 100
Redmond, Washington USA| Multispot HIV-1/2 FT 99.6 99.8
CHEMBIO, Inc.
FastCheck HIV1/2 LF 99.6 99.8
Medford, New York USA
Efoora. Inc.
_ o Efoora HIV 1/2/0 LF 99.6 99.9
Chicago, Illinois USA
Embee Diagnostics
HIV Tri-Dot FT 99.6 99.7
Delhi, India
Fujirebio _
Serodia HIV-1/2 PA 100 98
Tokyo, Japan
Genelabs Diagnostics
_ HIV-Spot FT 98.2 99.7
Singapore
Guardian Scientific Africa
Monmouth Beach, N.Jersey Quix HIV-1/2/0 FT 100 99.8
USA
InTec Products, Inc. Advanced Quality LF 98.8 100
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Xiamen, China Rapid HIV Test

Merlin Biomedical and ) )
Merlin Immediate
Pharmaceutical LF 99.8 100

_ HIV-1 and HIV-2 test
Huntington Beach, CA/USA

MedMira Laboratories )
, Med Mira HIV 1/2 FT 100 97.6
Halifax, Canada

OraSure Technologies Inc. _ _
OraQuick Rapid HIV

Bethlehem Pennsylvania ) LF 99.6 100
Antibody Test
USA
Orogencis Ltd.
DoubleCheck HIV-1/2 FT 100 99.7
Yavne, Israel
Ortho Diagnostics
New Brunswick, N.Jersey | HIVCHEK System 3 FT 99.6 99.7
USA
PMC Medical Pty. Ltd. First Response HIV-1
LF 100 98.8
Daman, India [ HIV-2 WB
Saliva Diagnostic Systems | Hema-Strip HIV-1 e
LF 99.6 99.9
New York, New York USA HIV-2
Span Diagnostics Sero-Strip HIV-1/2 LF 98.9 100
Surat, India CombAIDS RS FT 100 88
Capillus HIV-1/2 PA 100 100
Trinity Biotech plc
SeroCard HIV-1/2 FT 100 97.9
Bray, Ireland
UniGold Recomb
LF 100 100
HIV-1/2
Wiener Laboratorios
DIA HIV-1+2 FT 99.6 99.4

Rosario, Argentina

Fonte: Aids Reviews, 2000. http://www.medadvocates.org/diagnostics/cdc/rapidtest.html.

Diversos sdo os tipos de testes rapidos para HIV disponiveis no mercado.
Entre estes, podem ser mencionados os testes de aglutinagédo (alguns por latex), os
testes de fase sélida (ou immunodot), os testes denominados de flow through ou

imunoconcentracao e os testes de imunocromatografia com fluxo lateral.
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1.3.2.4.4. Aglutinacao

Os testes de aglutinacdo (Figura 9) baseiam-se na agregacao de diferentes
particulas, tais como latex, gelatina ou outras, que sao recobertas com antigenos
especificos do HIV. A presenca de anticorpos anti-HIV na amostra permite a
ocorréncia de aglutinacdo que, em geral, sdo observadas visualmente (lweala,
2004).

Podemos ressaltar a simplicidade e a facilidade de utilizacdo dos testes de
aglutinacdo, no entanto, em geral, possuem indices de desempenho inferiores em
termos de sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade, se comparado a outras

metodologias tais como ELISA e IFI.

Figura 9: Resultado de teste rapido de aglutinacao

Fonte: Extraido de “http://www.agen.com.au/products I

1.3.2.4.5. Flow Through ou Imunoconcentracéo

Na Figura 10, observa-se que este teste utiliza antigenos virais imobilizados
em uma membrana porosa. A amostra extraida do paciente é colocada no suporte
de teste e migra por uma membrana porosa, onde antigenos especificos do HIV
encontram-se imobilizados. Caso a amostra contenha anticorpos contra o HIV, uma
linha sera visivel tanto na area de controle quanto na area teste da membrana, onde
associa-se ao reagente de revelagao (geralmente um conjugado de ouro coloidal ou
selénio). Caso contrario, apenas observa-se uma linha na area de controle. O
resultado € obtido de 5 a 15 minutos. Muitos destes testes utilizam somente soro ou
plasma (Branson, 2000).

Neste tipo de teste rapido, quando da andlise de amostras de sangue total,

existe o inconveniente de utilizar-se, obrigatoriamente, uma membrana adicional que
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absorvera os elementos (hemacias, glébulos brancos e plaquetas) do sangue total.
Alternativamente, em alguns outros testes, determina-se que seja feita a adicdo de
uma solugéo tampao que provoque a lise dos referidos constituintes do sangue.

Figura 10: Procedimento e resultado de um teste de imunoconcentragao

(a) Procedimento do teste:

0 _  Amostra

Membrana
Imunoreagente
Membrana
Absorvente
(b) Resultado do teste:
o
— POSITIVO
T Uma linha vermelha horizontal (T-teste) e uma linha vermelha na
vertical (C-controle)
) SR—
ip .
AT 3 NEGATIVO
L Somente uma linha vermelha na vertical (C-controle)
- _—

Fonte: http://www.meerburgpharmacy.com

1.3.2.4.6. Fluxo Lateral/Imunocromatografia

Nestes testes, a amostra do paciente é transferida para o suporte de teste.
Apés a adicdo de uma solucdo tampdao, usada na corrida cromatografica, a amostra
migra lateralmente pelos poros das membranas da fita de teste contendo os
reagentes de revelacdo, como, por exemplo, um conjugado® de ouro coloidal. Caso
0 teste seja positivo, serdo observadas duas linhas: uma na area de controle e a
outra na area do teste. Caso o teste ndo seja reativo, apenas sera observada uma
linha, na area de controle, (Figura 11) [Ilweala, 2004].

Esta metodologia vem sendo alvo de um grande numero de projetos de
desenvolvimento de testes rapidos, uma vez que aliam as vantagens da

simplicidade, rapidez e facilidade para o usuario, com desempenhos cada vez

2.0 conjugado pode ser imunoglobulina especifica, proteina A ou proteina G, quimicamente

marcados, ou adsorvidos, com ouro coloidal.
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melhores em termos de sensibilidade, especificidade, reprodutibilidade e
estabilidade. Além disso, em geral ndo faz distingdo do tipo de amostra a ser
testado, podendo ser utilizado soro, plasma ou sangue total.

Por fim, em tese, podemos utilizar como antigeno nos testes de fluxo lateral,
desde pequenos peptideos sintéticos até uma mistura complexa de proteinas

naturais ou proteinas recombinantes que provenham de um extrato semi-purificado.

Figura 11: Procedimento e resultado do teste rapido por fluxo lateral
(a) Procedimento do teste:

Lateral Flow Assay Architecture

Antibodies conjugated Tag  TestLine  Control Line
(Gold, Latex, Flucrophore, etc.) (Antibodies) (vlgG Antibodies)

{4

Sample Conjugate Nitrocellulose
Pad Pad Membrane

Test Line Control Line
{Positive) (Valid Test)

Fonte: Extraido de “http://spaceresearch.nasa.gov/g  eneral_info/homeplanet.html”

(b) Resultado do teste:

Suporte para

Amostra Positiva i
Auxo Continuo Amostra Negativa

Duas faixas roxo/rosa | Uma faixa roxo/rosa

(CeT (©)

Controle > Controle >>—:l: Controle D)—:li

() (©) (C)

Antigeno <> Reativo °>_:l: R:aiﬁfo <
(T) M (M)

5= [ B 5=

Conjugado Conjugado Conjugado
B < > =
Controle Ag HIV Amostra de soro, Conjugado

plasma ou
sangue total

Fonte: Elaborado pelo autor.
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1.3.3. Testes Baseados na Deteccédo de Antigenosdo  HIV

Os testes diagnodsticos desenvolvidos para detectar os antigenos ou o proprio
virus do HIV sdo extremamente importantes por sua capacidade de identificar um
individuo infectado antes que o mesmo tenha sofrido soroconverséo. Estes testes,
descritos abaixo, incluem a detec¢do do antigeno p24, dos ensaios moleculares e as

técnicas de culturas de células.

1.3.3.1. Testes para a Detecc¢éo do Antigeno p24

Em geral, estes testes quantificam, através de ELISAs, a presenca do
antigeno p24 na amostra do individuo sendo testado. Sua sensibilidade, contudo, &
bastante baixa quando comparada a dos ensaios moleculares descritos mais a
frente. Sendo assim, estes testes sdo raramente utilizados como a unica forma de
diagnoéstico da infeccdo por HIV. Por esta razdo, os ensaios para deteccdo do
antigeno p24 foram incorporados a uma nova geracao de ELISAs — 0os denominados
ensaios sorologicos de quarta geracdo — capazes de detectar anticorpos anti-HIV e
antigenos p24, simultaneamente, numa amostra soroldgica. Estas melhorias nos
ensaios de triagem permitem, portanto, a deteccdo do HIV no paciente ainda nos

estagios iniciais da infeccao (lweala, 2004).

1.3.3.2. Ensaios Moleculares

Os ensaios moleculares envolvem diferentes técnicas utilizadas na
amplificacdo do genoma viral para o diagnostico da infeccado do HIV no periodo pré-
soroconversao. Dentre estas técnicas, duas sdo amplamente utilizadas: o RT-PCR e
a quantificacdo do RNA viral através de sua hibridacdo a oligonucleotideos de

segUéncias complementares.

1.3.3.3. RT-PCR

A técnica de RT-PCR baseia-se na conversdo do RNA em DNA viral pela
acdo catalitica da enzima transcriptase reversa. O DNA viral assim produzido €,
entdo, amplificado por PCR para que, com o aumento no numero de cépias, sua
deteccdo possa ser facilitada. Em seguida, o DNA amplificado associa-se a uma
sonda de acido nucléico especifica para uma determinada seqiéncia genética do

HIV, a qual, por sua vez, encontra-se associada a uma enzima. A enzima,
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complexada ao DNA, interage com seu substrato especifico e cromogeno, gerando
um produto corado cuja intensidade quantifica, indiretamente, o RNA viral,
inicialmente presente na amostra (Iweala, 2004)%,

1.3.3.4. Hibridacéo

Nos ensaios que se baseiam em técnicas de hibridacdo, o RNA viral é
capturado por sequéncias complementares curtas de acidos nucléicos, denominadas
de oligonucleotideos, que foram fixadas previamente a uma placa. Numa variacao
deste ensaio que utiliza oligonucleotideos ramificados, podemos promover a
hibridacao simultanea do RNA viral bem como da enzima. Assim como na reagao de
RT-PCR, o complexo acido nucléico-enzima aqui formado, reage com seu substrato
especifico, produzindo uma coloragéo cuja intensidade € utilizada para quantificar o
RNA presente na amostra (lweala, 2004)*,

Apesar de sua alta sensibilidade e especificidade (entre 98% e 99%), estes
testes diagnosticos nao atingem os padrdoes de sensibilidade e especificidade dos
testes sorolégicos utilizados na deteccdo de anticorpos. Os testes moleculares
somente atingem o grau necessario de precisdo quando complementados por um
teste confirmatorio voltado a deteccdo de anticorpos anti-HIV. Além disso,
considerando que grande parte destes testes foram desenvolvidos para a deteccéo
do subtipo B do grupo M do HIV-1, a possibilidade de ndo-detec¢céo de outras cepas
e subtipos é alta, o que contribui para um acréscimo no numero de resultados falso-

negativos encontrados.

1.3.4. Técnicas de Cultura Viral

1.3.4.1. Cultura de Células do Sangue Periférico pa ra o Isolamento do HIV

Esta técnica foi inicialmente utilizada para caracterizar o HIV como agente
causador da Aids. As culturas sdo observadas quanto a evidéncia de formacao
sincicial (células gigantes multinucleadas), presenca de atividade da transcriptase

8 O Kit Nuclisens HIV RNA QT da Organon utiliza esta técnica na deteccao de infeccéo por HIV.
#* O kit Quantiplex HIV-1 RNA da Bayer é um exemplo de kit que utiliza esta metodologia em sua
variacdo de oligonucleotideo ramificado. Ja o kit Amplicor HIV-1 da Roche, adota uma abordagem

combinada que associa a metodologia de PCR com a de hibridacéo para detectar DNA diretamente.
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reversa e producdo de antigeno p24 em sobrenadantes. Sao consideradas positivas

guando dois testes consecutivos positivos confirmam os resultados.

1.3.4.2. Cultura Quantitativa de Células

E uma técnica que mede a carga viral intracelular, mediante a diluicio seriada
decrescente de uma populacdo de 10° células do paciente infectado. Considera-se

como positiva a menor diluicdo capaz de isolar alguma célula infectada.

1.3.4.3. Cultura Quantitativa a Partir de Plasma

E uma técnica semelhante & anterior, porém utiliza aliquotas decrescentes do
plasma. Considera-se como positiva a menor diluicdo capaz de infectar células
mononucleares. Atualmente, este teste tem sua utilidade restrita a ensaios clinicos

de pesquisa.
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2. OBJETIVO
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A atividade de transferéncia de tecnologia ndo ocorre constantemente, sendo
até considerada um evento pouco freqliente, especialmente no sistema publico e
ainda mais na Area de Salde. Trata-se de um evento de alta complexidade, que
exige uma ampla experiéncia em estratégias de negociacdo, conhecimentos
profundos da tecnologia envolvida, do mercado para o produto em questdo bem
como da legislagdo comercial e regulatoria vigentes. Sendo assim, buscou-se, nesta

dissertagcao, os seguintes objetivos:

2.1. Geral

Apresentar e discutir um modelo de transferéncia de tecnologia, aplicavel para

outros produtos similares.

2.2. Especifico

Aplicar o modelo de transferéncia de tecnologia visando nacionalizar a

producao do Kit “Teste Rapido HIV-1/2 — Bio-Manguinhos”.
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3. METODOLOGIA
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O inicio do processo de transferéncia de tecnologia deu-se por intermédio do
Programa Nacional de Doencas Sexualmente Transmissiveis e Aids (PNDST/Aids),
buscando formas de diminuir o custo e a dependéncia de importacdo de Testes
Rapidos para o diagnostico da infeccado causada pelos HIV-1 e HIV-2. Desta forma,
Bio-Manguinhos foi convocado para mobilizar-se no sentido de buscar formas de
nacionalizacdo da producéo deste Kit, 0 mais rapidamente possivel. Como foi dito
anteriormente, cumpre novamente ressaltar que, como o tempo era o fator de maior
importancia para a solucdo do problema, decidiu-se pela busca de tecnologia no
exterior, para internaliza-la em curto espaco de tempo, por intermédio de um

processo de transferéncia de tecnologia.

3.1. Elementos Basicos no Processo de Transferéncia de Tecnologia

Ainda que altamente complexa, a transferéncia de tecnologia € uma das
formas mais eficientes de incorporacdo rapida de tecnologia. O modelo que
apresentamos refere-se a transferéncia de tecnologia de uma unidade industrial
privada para uma unidade industrial publica, e sdo descritos alguns elementos
basicos que devem nortear o sucesso e o0 alcance dos objetivos, a saber:

- Existéncia na Instituicdo receptora de infra-estrutura adequada de laboratérios
e equipamentos, massa critica de profissionais capaz de receber, incorporar e
aperfeicoar a tecnologia objeto de transferéncia;

- Existéncia de uma politica tecnolégica governamental e institucional
permanente e continua, no sentido de buscar a capacitacdo e o
fortalecimento tecnologico das Instituicdes do setor;

- Conscientizagdo da importancia do uso adequado do poder de compra do
Estado brasileiro no processo de negociagédo de transferéncia da tecnologia.
Além disso, considera-se a concessao da prioridade de compras pelo Estado
das empresas nacionais, desde que as mesmas oferecam precos adequados,
compativeis e inferiores aqueles praticados pelo mercado internacional,

- Existéncia de demanda configurada do produto durante um periodo minimo
de trés anos, 0 que permite a negociacdo e a valoracdo do processo de
transferéncia de tecnologia, em torno de um quantitativo. Esta demanda, de
fato, pode requerer a importacdo do produto semi-acabado ou acabado,
durante o prazo necessério para a Unidade de producao receptora preparar-

se fisica e tecnologicamente para dar inicio a producao local;
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Avaliacédo aprofundada sobre a tecnologia a ser transferida, com o objetivo de
conhecer o “estado da arte” e os detentores dos direitos de patente;
Existéncia de profissionais com experiéncia e conhecimento cientifico e
tecnoldgico, em temas relacionados com o objeto da transferéncia, para poder
garantir que a tecnologia almejada é de fato contemporanea, com
rendimentos de producdo adequados, que resulte em produtos de alta
qualidade, e atenda aos requisitos e especificagfes definidos pelo Ministério
da Saude. Além disso, é necessario garantir que a tecnologia sera transferida
e incorporada nas atividades produtivas;

Existéncia de profissionais com experiéncia e conhecimento em negociacao
de transferéncia de tecnologia, além de temas relacionados com propriedade
intelectual, patentes, mercado, precos e aspectos legais;

Existéncia do compromisso de transferir a tecnologia, objeto de negociacao,
de ambas as partes. Do lado da InstituicAo cedente da tecnologia, é
necessario o compromisso de todo o seu corpo de funcionarios e, néo
somente do corpo diretivo da empresa. Pelo lado da Instituicdo receptora,
também devera existir “espirito aberto” para receber a tecnologia;
Organizacdo de um comité técnico de acompanhamento do processo de
transferéncia de tecnologia, com participagdo igualitaria de ambas partes,
para discutir e encaminhar os problemas encontrados, temas néo previstos e
fazer avaliacdo do andamento do processo de transferéncia de tecnologia.
Este comité deve reunir-se pelo menos uma vez por semestre, ou sempre que
convocado por uma das partes;

Deve ser incorporado clausula que garanta o fornecimento de qualquer
melhoria tecnoldgica do processo de producédo ou caracteristica do produto,
gue venha a ser desenvolvida pela parte cedente, durante o periodo acordado
de transferéncia de tecnologia, de tal forma a garantir que a tecnologia
transferida ndo seja obsoleta no final do processo de transferéncia;

N&o devem ser aceitas clausulas comerciais restritivas contrarias a legislacao,
em especial, a lei do abuso de poder econdmico. Sobre esta matéria,
consultas ao Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) séo indicadas;
No tocante ao processo de licitacdo, supostamente exigida pela lei 8.666/93,
0S seus principios devem ser atendidos por intermédio de negociacdo com
diversos detentores da tecnologia, e selecionada a unidade industrial privada
que apresentou melhores condi¢Oes de preco e qualidade. Hoje, a lei recente
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de Inovacdo Tecnoldgica promulgada em 03/12/2004, em um dos seus
artigos, isenta a necessidade de licitacdo nos casos de transferéncia de
tecnologia.

3.2. Identificacdo e Selecdo da Empresa Cedente da  Tecnologia

Este processo talvez seja 0 mais complexo e delicado para ser implementado.
Indmeros cuidados a serem observados nas relacbes entre empresas publicas e
privadas deve ser exaustivamente discutidos e acordados com bom senso e,
sobretudo, respeitando as exigéncias impostas pela legislacéo e a ética.

O processo de transferéncia de tecnologia iniciou-se com uma ampla
pesquisa para a identificacdo de empresas detentoras das tecnologias necessarias e
ainda, contatar as empresas que comercializam o produto, com qualidade, em
especial no Brasil.

Diante de uma lista de empresas com potencial de serem transformadas em
parceira de Bio-Manguinhos, foi elaborada uma “chamada” formal, com as bases de
uma possivel cooperacdo baseada em transferéncia de tecnologia e
estabelecimento da producdo em Bio-Manguinhos, além de critérios e condi¢cdes que
as empresas deveriam submeter-se para a efetivacdo da parceria. O envio desta
convocacao para as empresas inicia um processo de selecdo entre as empresas
gue, por sua vez, manifestaram formalmente o interesse.

Por intermédio de reunibes com ampla participacdo de Bio-Manguinhos,
representado por seu corpo técnico, gerencial e assessorias, iniciou-se 0 processo
de negociacdes com cada empresa interessada. Um Termo de Sigilo acordado entre
as partes foi assinado para a exposicao clara e objetiva de todas as questdes.
Seguiu-se, entdo, um mutuo conhecimento e amadurecimento das possibilidades de
acOes e estratégias, visando verificar a viabilidade do processo de transferéncia de
tecnologia. Neste ponto, discutiu-se cada detalhe, inclusive e, especialmente o
bindmio custo-preco a ser ofertado ao Ministério da Saude.

O préximo passo do processo envolveu uma andlise minuciosa por parte dos
profissionais de Bio-Manguinhos onde foram discutidos os aspectos técnico,
administrativo, juridico e econdémico. Todos o0s dados e impressbes foram
considerados numa matriz de decisdo para subsidiar, inclusive juridicamente, a
escolha da empresa que apresentaria as melhores condi¢cdes para o bem publico.

Na préatica, em nossa experiéncia neste processo, ao final das negociacdes,
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somente restava a CHEMBIO (USA), uma vez que as outras trés empresas que
responderam a convocacdo ndo reuniam 0s elementos necessarios para o
estabelecimento do acordo de transferéncia de Tecnologia, a saber:

A Empresa FK Biotecnologia (RS, Brasil), manifestou grande interesse, mas
na verdade, ndo possuia um produto acabado e sim as bases tecnolégicas para
fazé-lo. Neste caso, poderiamos apenas, iniciar com ela um projeto de
desenvolvimento e, certamente o tempo necessario (minimo trés anos) e a incerteza
de que chegariamos ao produto alvo com sucesso, determinaram sua exclusao do
processo.

Com a empresa SALIVA (USA), conseguimos avancar significativamente nas
negociacbes, mas o produto-alvo oferecido por ela apresentava um diferencial
técnico negativo que nos impediria de ofertar o produto ao Ministério da Saude.
Neste caso, o produto era indicado e validado para testes com sangue coletado de
puncao digital, mas ndo poderiamos garantir os resultados obtidos com as amostras
coletadas em tubo. Pelo aspecto técnico fomos obrigados a elimina-la também do
processo.

Finalmente, a empresa Abbott, (USA), detinha o produto alvo que inspirou
nosso interesse, pois vinha sendo adquirido e utilizado com sucesso pelo
PNDST/Aids. No entanto, apds uma série de reunies e negociacbes, a empresa
manifestou-se contraria a transferéncia de tecnologia para Bio-Manguinhos,
alegando que nao haveria demanda que viabilizasse a producédo do teste rapido
para HIV-1 e HIV-2 no Brasil e afrmando que ela propria mantinha, por questdes de
viabilidade econémica, uma Unica fabrica para o atendimento da demanda mundial.

A elaboracdo do contrato com a CHEMBIO/USA, bem como um documento
listando as etapas, e um cronograma necessario para a transferéncia de tecnologia,
foram concluidos, seguindo os mesmos para as instancias legais de aprovacao e
homologacéo.

Na Figura 12, segue um sumario dos passos seguidos para a identificacdo, a
escolha e a formalizacéo da parceria entre Bio-Manguinhos e a empresa cedente da

tecnologia.
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Figura 12: Etapas para a identificacdo, a escolnae  aformalizacdo de parceria
entre Bio-Manguinhos e a empresa cedente da tecnolo  gia

Pesquisa e identificacdo de empresas que possuem o produto alvo

L'l

Elaboracéo e convocacao das empresas

Recebimento de manifestacdes de interesse e agendam  ento de reunides

|

Assinatura de Termo de Sigilo e Reunides de Negocia  ¢&o com cada empresa

|

Matriz de andlise e identificacdo da parceria mais  apropriada

L'l

Negoci acao e elaboracdo do contrato e anexo com as etapas  da transferéncia de
tecnologia e cronograma

|

Analise e Aprovacdo do contrato junto a Procuradori a Juridica da FIOCRUZ

L'l

Visita técnica a empresa para verificar e confirmar as condicoes
para efetivacdo da transferéncia de tecnologia

L'l

Assinatura do contrato e encaminhamento para homolo gacao junto ao INPI

i
| TRwrRhckoeTERNOGR |

Fonte: Elaborado pelo autor
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Neste contexto, em 5 de fevereiro de 2004, a FIOCRUZ — por intermédio de
Bio-Manguinhos — assinou um contrato com a empresa americana CHEMBIO
DIAGNOSTIC SYSTEMS INC, visando a transferéncia das tecnologias necessarias
a producédo nacional dos testes rapidos utilizados no diagnostico dos tipos 1 e 2 do
HIV, virus causador da Aids. O contrato de transferéncia de tecnologia prevé um
prazo de trés anos para a realizagao total da transferéncia, a qual devera ocorrer, de
maneira gradual, em trés fases. Ao fim de cada fase ou ano, 300000 testes deverao
ser importados, processados por Bio-Manguinhos®® e fornecidos ao PNDST/Aids,
sendo 150000 no primeiro semestre e 150000 no segundo semestre de cada ano.
Os membros da equipe de producao de Bio-Manguinhos vém sendo treinados por
técnicos da CHEMBIO na absor¢cdo dos conhecimentos e na execugdo das
atividades relacionadas a cada fase, as quais sdo sempre validadas pela empresa,
visando o cumprimento das diferentes etapas da transferéncia. Ao término dos trés
anos ou fases de transferéncia, portanto, um minimo de 900000 testes deveréo ter
sido produzidos por Bio-Manguinhos e fornecidos ao PNDST/Aids. A fim de viabilizar
a comercializacdo dos kits de diagndstico, fez-se necessario o cumprimento de pré-
requisitos técnico-burocraticos que incluiram a analise prévia, realizada pelo Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude Publica (INCQS) e a obtencdo de
registro do “Teste Rapido HIV-1/2 — Bio-Manguinhos” junto a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

A Figura 13 apresenta a articulacéo feita entre as Instituicdes envolvidas no
processo de transferéncia de tecnologia, visando o fornecimento de teste rapido
para HIV-1 e HIV-2, atendendo as demandas do Ministério da Saude, em especial 0
PNDST/Aids.

? Bio-Manguinhos importa 0s insumos intermediarios necessarios ao processamento do Kit,

adquirindo, ao longo do processo de transferéncia, a tecnologia necessaria para que, ao término do
mesmo possa, de forma autdbnoma, realizar todas as etapas de producéo utilizando fontes alternativas

de insumos.
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Figura 13: InstituicOes participantes do processo d e transferéncia de
tecnologia do teste rapido para HIV-1 e HIV-2

MINISTERIO DA SAUDE

PNDST/AIDS
FORNECIMENTO DO
KIT “TESTE RAPIDO
PARA HIV-1 E HIV-2
BIO-MANGUINHOS”
CHEMBIO DIAGNOSTIC BIO-MANGUINHOS/
SYSTEMS FIOCRUZ

TRANSFERENCIA DE TECNOLOGIA

FORNECIMENTO TEMPORARIO DE INSUMOS

Fonte: Elaborado pelo autor

Como podemos observar no esquema acima, nosso modelo ndo poderia
lograr éxito se ndo houvesse anuéncia, acompanhamento, sugestdes e apoio efetivo
do Ministério da Saude, mais especificamente do PNDST/Aids que possui as
demandas e o poder de compra dos testes em foco. Na pratica, em diversas etapas
do processo fomos ao Ministério da Saude para passar as informacgdes e dividir as
responsabilidades nas decisdes quanto as estratégias a serem adotadas. Estes
fatos permitiram que, em paralelo a negociagdo com as empresas, estivesse,
também sendo negociado, junto ao PNDST/Aids, o convénio para o fornecimento do
produto e ainda, um segundo convénio para suprir as necessidades de Bio-

Manguinhos no que se refere a investimentos relacionados a aquisicdo de
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equipamentos assim como treinamentos de pessoal necessarios para absorver as
tecnologias e estabelecer a producao nacional do teste rapido para HIV-1 e HIV-2.
Foram entdo encaminhados e aprovados junto as instancias técnicas os dois
convénios. O primeiro no valor de R$ 2438000,00 para fornecimento de 300000
testes e, 0 segundo, no valor de R$ 2424434,30 para os investimentos e mais
150000 testes. Na verdade, até o presente momento, somente o primeiro valor foi
integralmente disponibilizado enquanto o segundo, encontra-se em fase final de
tramitacdo junto a UNESCO, com aval e recomendacédo extremamente favoravel do
PNDST/Aids.

3.3. Etapas da Transferéncia de Tecnologia

O modelo adotado por Bio-Manguinhos para o processo de transferéncia de
tecnologia, conforme ilustrado na Figura 14, prevé o seguimento de diversas etapas

indispensaveis para o alcance dos objetivos e o sucesso do projeto:

Figura 14: Etapas da transferéncia de tecnologia

1- Demanda por 2- Fase Pre- \ 3- Validag&o e \4- Fase Inicial da
nova tecnologia Transferéncia; Registro Transferéncia
e/ou produto Negociacdes e
contrato
5- Fases 6- Fase Final 7- Producdo . 8- Ampliacao da
Intermediarias da de Rotina Producéo;
da Transferéncia novos mercados

Transferéncia

Fonte: Elaborado pelo autor

Durante a exaustiva fase de negociacbes entre Bio-Manguinhos e a
CHEMBIO foram desenvolvidas etapas sequenciais para a transferéncia da
tecnologia especifica, atreladas a um cronograma, prevendo todas fases de
trabalho, treinamentos, supervisdes, importacdo de insumos e entrega de produtos
(Ver Apéndice, Anexo 1). O Quadro 5 apresenta, de forma resumida, as principais
fases e acOes do processo de transferéncia de tecnologia que se baseia na
incorporacdo, etapa por etapa, da producdo e controle de qualidade, numa
sequéncia légica invertida, isto €, do final para o inicio do processo, culminando na

incorporacgao integral das tecnologias.
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Quadro 5: Fases da transferéncia de tecnologia

SUMARIO DE FASES E ACOES PREVISTAS PARA A TRANSFERE NCIA

ANO 1

ANO 2

ANO 3

1° SEMESTRE
150000 unidades de
PRODUTO INTERMEDIARIO 0

1° SEMESTRE
150000 unidades
PRODUTO INTERMEDIARIO 1

1° SEMESTRE
150000 unidades
PRODUTO INTERMEDIARIO 2

Etapas Incorporadas por
BioManguinhos:

Envase da solugcédo tampao,

processamento final do kit e

Controle de Qualidade.

Etapas a serem incorporadas por
BioManguinhos:
Producéo e envase da solugao
tampao, embalagem dos
suportes , processamento final do
kit e Controle de Qualidade.

Etapas a serem incorporadas por
BioManguinhos:
Producéo e envase da solugao
tampao, producéo das fitas de
teste, producdo e embalagem dos
suportes, proces. final do kit e

Controle de Qualidade.

2 ° SEMESTRE
150000 unidades
PRODUTO INTERMEDIARIO 1

2 ° SEMESTRE
150000 unidades
PRODUTO INTERMEDIARIO 2

2 ° SEMESTRE
150000 unidades
PRODUTO INTERMEDIARIO 2

Etapas Incorporadas por
BioManguinhos:
Producédo e envase da
solucdo solucao tampéo |,
processamento final do kit e

Controle de Qualidade.

Etapas a serem incorporadas por
BioManguinhos:
Producéo e envase da solucao
tampédo, montagem e
embalagem dos suportes
processamento final do kit e
Controle de Qualidade.

Etapas a seren incorporadas por
BioManguinhos:
Producéo e envase da solucdo
tampéo, preparo do conjugado a
base de ouro coloidal,
impregnacdo das membranas
producéo das fitas de teste,
producgéo e embalagem dos
suportes, processamento final do

kit e Controle de Qualidade.

Fonte: Elaborado pelo autor

Para cumprir as fases do processo de transferéncia de tecnologia, foi

necessario desenvolver especificagbes para 0s conjuntos de insumos a serem

importados em cada fase e denominados: Produtos intermediarios 0, 1 e 2,

necessarios para a producdo dos Kits, (Quadro 6). Estes conjuntos de insumos

tornam-se mais simples a medida que forem absorvidas e implantadas, em Bio-

Manguinhos, as etapas do processo de producéo.
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Quadro 6: Especificacado dos produtos intermediarios do Kit “Teste Rapido
HIV-1/2 — Bio-Manguinhos”

Denominagao L
Especificacao
dos Insumos

Produto Solugdo tampédo e suporte plastico adaptado a fita de teste
sensibilizada com peptideos sintéticos de HIV-1 e HIV-2, ligado a
ouro coloidal, uma membrana para retencdo de ceélulas e
hemoglobina e uma membrana absorvente de liquidos, de forma
a funcionar perfeitamente dentro dos principios de
imunocromatografia e fluxo lateral, embalado em envelopes
individuais de folha laminada, contendo dessecantes, tendo
como acessorios lancetas, alca de transferéncia capaz de coletar
5 pL e adesivos curativos. BIO-MANGUINHOS dispensa a
solucdo tampéo, bulas, rotulos e embala o produto, bem como
realiza a estocagem e Controle de Qualidade.

Intermediario O

Produto Suporte plastico adaptado a fita de teste sensibilizada com
peptideos sintéticos de HIV-1 e HIV-2, junto com ouro coloidal,
uma membrana para retencdo de células e hemoglobina e uma
membrana absorvente de liquidos, de forma a funcionar
perfeitamente dentro dos principios de imunocromatografia e
fluxo lateral, embalado em envelopes individuais de folha
laminada, contendo dessecantes, tendo como acessorios,
lancetas, alca de transferéncia capaz de coletar 5 pL e adesivos
curativos. BIO-MANGUINHOS produz a solugdo tampéao, bulas,
rotulos e embala o produto, bem como realiza a estocagem e
Controle de Qualidade.

Intermediario 1

Produto Membrana de teste sensibilizada com peptideos sintéticos de
HIV-1 e HIV-2 tendo como acessorios 0s materiais necessarios
para a produgcdo de suportes do teste, lancetas, alcas de
transferéncia capazes de coletar 5 pL e adesivos curativos. BIO-
MANGUINHOS produz o suporte plastico adaptado a fita de
teste sensibilizada com peptideos sintéticos de HIV-1 e HIV-2,
junto com ouro coloidal, uma membrana para retencdo de
células e hemoglobina e uma membrana absorvente de liquidos,
de forma a funcionar perfeitamente dentro dos principios de
imunocromatografia e fluxo lateral, embalado em envelopes
individuais de folha laminada contendo dessecantes, solucéo
tampao, bulas, rotulos e embala o produto, bem como realiza a
estocagem e Controle de Qualidade.

Intermediario 2

Fonte: Elaborado pelo autor

Para o estabelecimento da produgcdo em Bio-Manguinhos, h4 a necessidade
de adequar as instalacbes existentes, assim como faz-se necessario adquirir 0s
equipamentos de producdo, de modo que os laboratorios envolvidos com a
producdo dos Kkits, estejam aptos a incorporar as etapas do cronograma de

transferéncia de tecnologia previsto no contrato.
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3.4. Instalacdes Laboratoriais

Baseado nas condi¢cdes minimas definidas pelos técnicos da CHEMBIO, nas
condi¢cbes basicas de BPF ja discutidas com diretores e técnicos da ANVISA, além
de nossas proprias avaliagbes por ocasido da visita técnica a CHEMBIO, ocorrida
em marco de 2004, foi possivel estabelecer-se uma alternativa para adequar, no
tempo necessario, algumas instalacées do Departamento de Reativos, modificando
lay out no anexo do Pavilhdo Rockfeller, que foi considerada de baixo custo e facil

implementacgéo, a saber:

3.4.1. Para a Primeira Fase - Produto Intermediario 0 — Abril/2004

Para o processamento da primeira remessa (50000 testes) e segunda
remessa (100000 testes), foram utilizadas as seguintes instalacdes:

- CEAPA (Centro de Armazenamento de Produto Acabado): para
armazenamento dos insumos e materiais importados e produto acabado;

- DERED (Depto. De Producéo de Reativos): para envase, processamento
final/lembalagem, controle de qualidade do produto final e reatividade da
solucéo tampéao;

- LACOM (Laboratoério de Controle Microbiologico): para realizagdo dos testes
microbiolégicos e envase do bulk da solucdo tampéo;

- LAFIQ (Laboratério de Controle Fisico-Quimico): para realizacdo dos testes

de pH e envase do bulk da solugéo tampé&o.

3.4.2. Para a Segunda Fase - Produto Intermediario 1 — Junho/2004

Para o processamento da remessa (150000 testes) foram utilizadas as
seguintes instalagdes:

- CEAPA: para armazenamento dos insumos

- SEMEC: para preparo da solugcéo tampao de corrida em forma de bulk;

- DERED: para envase, processamento final, embalagem e controle de
qualidade do produto final e reatividade da solugao tampé&o;

- LACOM: para realizagdo dos testes microbiologicos e envase do bulk de
solucéo tampéo;

- LAFIQ: para realizacdo dos testes de pH e envase do bulk de solucdo

tampao.
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3.4.3. Da Terceira Fase em diante — Produto Interme diario 2 — Previsto para
Julho/2005

Para as etapas de producdo envolvendo o processamento do produto
intermediario 2, estardo sendo incorporadas/implantadas nas instalacdes, ja
anteriormente modificadas do DERED, outras modifica¢cdes, a fim de dotar Bio-
Manguinhos das condi¢cdes ideais de processamento e estabelecimento das
proximas fases mais criticas do processo. Estas exigirdo requisitos especiais no
ambiente de trabalho, especialmente, no que se refere ao controle de umidade e de
temperatura. Estudos estdo sendo realizados visando a possibilidade de adequar-se
uma area de tamanho compativel com a necessidade, em torno de 120-150 m?, com
investimento minimo, para ampliar a escala de producao e de trabalho por cerca de
dois anos até o momento envolvendo a sexta e Ultima etapa. Esta etapa esta
relacionada a impregnacao dos peptideos, a proteina A e Ouro coloidal, e devera ser
implementada na nova planta de producédo de reativos de Bio-Manguinhos, a ser
construida no complexo tecnoldgico, com todas as condicfes e requisitos de BPF,
da legislagéo vigente e padréo de exceléncia em nivel internacional.

Abaixo, nos Quadros 7 e 8, segue um resumo das &reas de produgdo com 0s
eguipamentos necessarios e seus requisitos ambientais indispensaveis a realizacao

das atividades.

Quadro 7: Areas de producéo e seus requisitos ambie  ntais

f> Impregnacdo — Reel to Reel Montagem do Suporte
. Umidade 45 a 60% Umidade 40 a 50%
A Temp. 22 a25°C Temp. 22 a25°C
B
o Laminacao das Membranas Envelopamento
R
A Umidade 30 a 40% Umidade 40 a 50%
(T) Temp. 22 a25°C Temp. 22 a25°C
Ff Corte das Tiras Estocagem
(S) Umidade 30 a 40% Temp. 22 a 25°C
Temp. 22 a 25°C

Fonte: Elaborado pelo autor
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3.4.4. Aquisicdo de Equipamentos

Ha a necessidade de iniciar-se a aquisicdo dos equipamentos necessarios a
este projeto de forma imediata a fim de aproveitar os recursos do convénio, que se
encontram em fase final de aprovagdo junto a UNESCO, por intermédio e
recomendacdo do PNDST/Aids. As analises e a escolha dos equipamentos seguiram
uma matriz de decisdo que acompanhou o mesmo padrdo do parque industrial da
empresa cedente da tecnologia (CHEMBIO), considerando ainda o0s
custos/beneficios de cada equipamento e nossa capacidade de implantacdo dos
mesmos em Bio-Manguinhos, sendo compativel com as possiveis demandas a
serem recebidas por parte dos Programas do Ministério da Saude (entre 1 e 4

milhdes de reacdes por ano).

Quadro 8: Equipamentos a serem adquiridos paraaim  plantacdo da producéo
dos testes rapidos

Funcéo do Tipo Quantidade Empresa Custo US$
Equipamento

Impregnacao Manual 01 Imagene 15,000

Reel to reel 01 Imagene 70,000

Controle Visual de|Automatica 01 Imagene 20,000

Impregnacao

Corte Guilhotina 01 Kinetic 13,000

Rolamento 01 Kinetic 20,000

Laminacéo Manual 02 Kinetic 2 X 6,000

Fechamento do | Semi-automatica 01 Similar a 2 X 4,000
suporte com esteira CHEMBIO

Embalagem Semi-automatica 01 Similar a 80,000
CHEMBIO

Total 238,000

Fonte: Elaborado pelo autor

As Fotos seguintes, de 1 a 6, ilustram os principais equipamentos
supracitados, obtidas por ocasido da primeira visita técnica de profissionais de Bio-
Manguinhos feita & empresa CHEMBIO/USA.
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Fotos 1 1__2 Equipamento para a impregnacéo de memb  ranas “ Reel to Reel”

i I [
&l

Fotos 3 e 4: Equipamentos para laminacéo e corte de  membranas

Fonte: Fotos tiradas pelo Autor quando em visita as instalacdes da CHEMBIO/USA
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3.5. Descricao do Produto Alvo

O produto final (Figura 15) a ser obtido e distribuido por Bio-Manguinhos para
0 Ministério da Saude (PNDST/Aids) esta descrito como: Teste de triagem qualitativa
para a deteccdo de anticorpos para HIV-1 e HIV-2 (Kit para 20 reacdes). O kit
denominado “Teste Rapido HIV-1/2 — Bio-Manguinhos” € um teste de triagem de uso
anico, que emprega um coquetel de antigenos para detectar anticorpos contra HIV-1
e HIV-2 indiferentemente em soro, no plasma e no sangue total, humano. O teste
fundamenta-se na metodologia de imunocromatografia com fluxo lateral. Resultados
reativos sao evidéncias de exposi¢cdo ao HIV-1/2 e podem ser usados como suporte
ao diagnostico clinico de HIV-1 e HIV-2. O “Teste Rapido HIV-1/2 — Bio-Manguinhos”
é indicado para uso por profissionais da area de saude de acordo com as instrucoes
fornecidas.

O “Teste Rapido HIV-1/2 - Bio-Manguinhos” emprega uma combinac¢do Unica
de um anticorpo especifico ligado a uma proteina conjugada com particulas de ouro
coloidal e antigenos de HIV-1 e HIV-2 ligados a uma fase sdlida (membrana). A
AMOSTRA é aplicada ao respectivo orificio (S), seguida pela adicdo de uma solugéo
tampdo. A solugdo tampédo propicia o fluxo lateral dos componentes liberados,
promovendo a ligacdo dos anticorpos aos antigenos. Os anticorpos presentes (caso
existam), ligam-se as proteinas especificas conjugadas que estdo associadas ao
ouro coloidal. No caso de uma amostra positiva, o complexo “imuno-conjugado”
migra na membrana de nitro-celulose, sendo capturado pelos antigenos fixados na
area do TESTE (T) e produzindo uma linha roxa/rosa. Na auséncia de anticorpos
para HIV-1 e HIV-2, a linha roxa/rosa ndo aparece na area do teste. Em todos os
casos, a amostra continua a migrar na membrana produzindo uma linha roxa/rosa na
area de CONTROLE (C), o que demonstra o funcionamento adequado dos
reagentes. No Quadro 9 estdo representados 0s principais componentes que

formam o produto (Kit).
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Figura 15: O Kit “Teste Rapido HIV-1/2 — Bio-Manguinhos”
PRODUTO FINAL

Componentes para uso Unico

Produto final
(Kits) empilhado

Fonte: Fotos do autor

Quadro 9: Componentes do Kit “Teste Rapido para HIV-1/2 — Bio-Manguinhos”

Identificacéo Descricdo dos Componentes Quantidade

R-01 Suportes contendo antigenos de HIV-1 e HIV- 20
2 e 0 conjugado de ouro coloidal adsorvidos
em membranas especiais

R-02 Solucgéo tampao (frasco conta-gotas) 1 (5mL)
R-03 Alcas Coletoras Descartaveis (5uL) 20
R-04 Lancetas descartaveis 20

Manual de Instrucbes de Uso

Fonte: Elaborado pelo autor

3.5.1. Finalidade do Teste

O “Teste Rapido HIV-1/2 — Bio-Manguinhos” € um teste de triagem de uso
anico, que usa um coquetel de antigenos para detectar os anticorpos contra 0s virus
HIV-1 e HIV-2 no soro, plasma e sangue total, humano. O “Teste R4pido HIV-1/2 —
Bio-Manguinhos” € indicado para uso por profissionais da area de saude e deve ser
usado de acordo com as instrucdes fornecidas. Na Figura 16, estd demonstrado o
procedimento padrao de uso do Kit a partir de puncgéo digital de sangue.
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F 16: Execucao do “Teste Rapido para HIV-1/2 io-Manguinhos”

Resultados do Teste 1. Componentes do Teste Rapido HIV-1 E HIV-2

Bio-Manguinhos;

| 2. Utilizagc&o da lanceta para obtencédo da amostra;
=3 qu‘ 3. Utilizacso da alca para coleta de 5ul de amostra;
= 4. Aplicacdo da amostra ao suporte de teste;
C/ l c 5. Aplicacdo de trés gotas de solucdo tampado ao
ol = suporte de teste;
N P 6. Fluxo lateral dos componentes pela fita de teste.

Fonte: Elaborado pelo autor

3.6. Controle de Qualidade — Fases 1 e 2

Para a produgcdo da solucdo tampdo em Bio-Manguinhos foi recomendado um
laboratério qualificado e certificado para esta funcdo. O Setor de Meios de Cultura do
Departamento de Qualidade (DEQUA) foi escolhido para esta tarefa. Neste contexto,
pode-se dividir as etapas a serem feitas, a saber:

- Apés a chegada da solucdo tampdo em forma de bulk (12 fase) e apés a
producdo da solucdo tampao por Bio-Manguinhos (22 fase), devera ser
retirado uma aliquota e enviado aos Laboratérios Fisico- Quimico e
Microbiolégico para o controle de pH e microbioldgico, respectivamente.

- Ap6s o envase da solucdo tampdo, as amostras serdo enviadas para o

Laboratorio Fisico Quimico, Laboratério de Controle Microbiologico e para o
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Setor de Controle de Reativos para testes de pH, microbiologicos e de
reatividade frente a painéis estabelecidos pela CHEMBIO, respectivamente.
Os suportes, contendo o antigeno e o conjugado, deverao ser “amostrados” e
enviados para o Setor de Controle de Qualidade de Reativos para testes de
sensibilidade, especificidade e estabilidade frente a painéis estabelecidos
pela CHEMBIO.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Tendo como linha de orientacdo os elementos basicos descritos na
metodologia, a equipe constituida para a implementacdo da atividade, avancou de
forma segura e acelerada para viabilizar o objetivo maior, qual seja a incorporagéo
da tecnologia de producéo de teste rapido no prazo mais curto possivel.

A CHEMBIO DIAGNOSTIC SYSTEMS, sediada em Medford, NY/USA, uma
companhia de Biotecnologia, dedicada ao desenvolvimento e producéo de kits para
diagndéstico, em especial testes rapidos, que comercializa seus produtos em mais de
30 paises do mundo, foi uma das empresas identificadas por Bio-Manguinhos como
possivel parceira no processo de transferéncia de tecnologia para a producdo de
testes r4pidos para o diagndstico do HIV-1 e HIV-2. Sua eventual escolha como
parceira oficial de Bio-Manguinhos neste novo empreendimento deu-se pelo fato da
CHEMBIO deter conhecimentos e expertise no que se refere a tecnologia de
imunocromatografia com fluxo lateral que se aplica como um teste rapido para a
deteccdo da infeccdo causada pelo virus HIV-1 e HIV-2 e que pode ser igualmente
aplicada a outros testes rapidos voltados para o diagnostico de diversas patologias.
O produto da CHEMBIO (Stat-Pak) possui formato absolutamente compativel com
todas as necessidades e aplicacdes a serem adotadas pelo PNDST/Aids, inclusive
pelo fato de que podem ser utilizados como amostra, soro, plasma ou sangue total,
coletado através de puncdo digital ou venosa.

4.1. Estudos de Avaliacdo da Qualidade do  Stat-Pak no Mundo

Essencial para o estabelecimento da parceria foi a consolidacdo dos
resultados de estudos que avaliaram o desempenho do kit da CHEMBIO — Stat-Pak
HIV-1/2. Doze estudos foram realizados em ambito internacional, sumarizados na
Tabela 6, obtendo-se para o Stat-Pak excelentes resultados de sensibilidade e

especificidade.
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Tabela 6: Sumario dos estudos realizados com o Stat-Pak, no mundo, onde N/d
significa ndo disponivel.

PAIS N° AMOSTRAS SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE
CANADA 26 100% 100%
EUA1 100 100% N/d
EUA 2 N/d 100% 100%
GHANA 1 98 100% 100%
GHANA 2 100 100% 100%
GUATEMALA N/d 100% 100%
INDIA 1 300 100% 100%
INDIA 2 100 100% 100%
INDIA 3 90 100% 100%
MALASIA 1 100 100% 100%
MALASIA 2 100 100% 100%
AFRICA DO SUL 150 100% 100%

Fonte: CHEMBIO/USA - 2004

4.2. Estudos de Avaliacdo da Qualidade do  Stat-Pak no Brasil

Apesar dos estudos apresentados pela CHEMBIO parecerem bastante
consistentes, fez-se necessario sugerir a realizacdo de outros estudos, no Brasil,
uma vez que o produto nunca tinha sido usado ou comercializado no pais. Apés
discussdo com a CHEMBIO e com o PNDST/Aids, foram desenvolvidos protocolos
para trés estudos de avaliacdo do Stat-Pak a serem realizados por técnicos de Bio-
Manguinhos. Os resultados obtidos nestes estudos foram avaliados utilizando como
critério, outros testes diagnodsticos, comercialmente disponiveis, tais como: ELISA
(EIE); imunofluorescéncia (IFl); Western Blot (WB); e testes moleculares (PCR). O
primeiro estudo avaliou o desempenho do kit utilizando 150 amostras de soro e
plasma sabidamente negativas e sabidamente positivas, provenientes de dois
Hemocentros de Pernambuco e do Rio de Janeiro e de diversos CTAs (Centros de
Testagem e Aconselhamento em HIV) do Brasil. Para este primeiro estudo, o kit
apresentou 100% de especificidade na detec¢cdo das amostras negativas — nenhum
resultado falso positivo — e 100% de sensibilidade na deteccdo das amostras

positivas — nenhum resultado falso negativo (Tabela 7).
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Tabela 7: Resultados do 1° estudo de avaliagcdo do  Stat-Pak HIV-1/2 obtidos por
técnicos de Bio-Manguinhos, no Brasil, onde R=reati  vo, NR=nao reativo,
P=positivo e N=negativo

o Metodologias
Instituicoes
(Numero de EIE IFI-BIO W.B.- BIO PCR-CDC | STAT-PAK TOTAL
Amostras)
R NR P N P N P N R NR P N
HEMORIO (17) 17 17 17 17 17 17
Hemolagos (25) 25 25 25 25 25
CTA (83) 83 83 83 83 83
HEMOPE (25) 25 25 25 25 25
Total (150) 100 | 50 [ 100 | 50 | 100 | 50 | 17 100 | 50 | 100 | S0

Fonte: Relatérios técnicos de Bio-Manguinhos - 2003

O segundo estudo realizado por Bio-Manguinhos testou o desempenho
do Stat-Pak utilizando amostras provenientes de dois painéis soroldgicos de
referéncia internacional, PRA203 e PRB923, fabricados pela Boston Biomedica, Inc.
O painel identificado como PRA203, era constituido por 18 amostras de soros e
plasmas com reatividade confirmada, em dois ou mais testes de deteccdo de
antigeno (HIV), além de um soro e um plasma negativos, incluidos como controles
negativos. O painel identificado como PRB923, compreendia 13 amostras de plasma
de um mesmo individuo, coletadas em intervalos de tempo diferentes, caracterizado
como painel de soroconversao. Deste painel foram avaliadas somente 6 amostras
seguindo uma ordem decrescente de data de coleta (foram utilizadas amostras
referentes as Ultimas coletas). A avaliacdo realizada com o painel PRA203
apresentou uma concordancia total entre os resultados do Stat-Pak e a chave do
painel. Desta forma, na avaliacdo realizada com o painel PRB923 foi observado que,
as amostras conhecidamente positivas (considerando ELISA, IFI e Western Blot)
apresentaram resultado positivo e as duas amostras negativas apresentaram
resultado negativo, com o Stat-Pak. Estes resultados demonstraram que o teste
diagnéstico Stat-Pak HIV 1/2 apresentou 100% de especificidade e sensibilidade.

No terceiro e ultimo estudo realizado em S&ao Paulo/SP, nas instalacbes do
Centro de Referéncia e Treinamento em DST e AIDS — CRT-SP, diversas amostras
de sangue total, positivas e negativas para HIV, foram testadas utilizando o Stat-Pak.
Estas amostras foram coletadas no mesmo dia, no ambulatério e encaminhadas

para o laboratério onde nossos técnicos, acompanhados pelos técnicos do CRT-SP,
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realizaram os testes conforme sugestdo do PNDST/Aids. O kit Stat-Pak HIV-1/2
apresentou 100% de especificidade para as amostras negativas testadas, sem que
fossem observados resultados falso-positivos e, da mesma forma, o kit apresentou
100% de sensibilidade ao serem testadas amostras conhecidamente positivas
(ELISA e IFl), sem que fossem observados resultados falso-negativos. Foram
também coletadas amostras do plasma dos mesmos individuos para a execucao de
testes sorolégicos convencionais em Bio-Manguinhos. Nosso corpo técnico utilizou
dois ensaios imunoenzimaticos para triagem, além da IFI/HIV-1 para a confirmacéo
dos positivos e/ou discordantes. N&o foram observadas discordancias na
comparacao dos resultados obtidos no Stat-Pak HIV-1/2 (sangue total) e a sorologia
convencional (plasma).

Um outro estudo muito importante, denominado Estudo de Curitiba, esta em
fase final de conclusdo e devera ser divulgado brevemente, oficialmente pelo
PNDST/Aids. Trata-se de um estudo coordenado em conjunto pelo PNDST/Aids e o
Center for Diseases Control and Prevention (CDC/USA), que objetiva a definicdo de
um algoritmo, utilizando exclusivamente testes rapidos para o diagndstico de HIV-1 e
HIV-2. Foram analisadas cerca de 2.000 amostras, comparando-se 7 diferentes
produtos, sendo os 5 principais produtos comercializados no Brasil e ainda, os de
Bio-Manguinhos e o da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). Na primeira
fase do estudo, o Kit “Teste Rapido HIV-1/2 — Bio-Manguinhos”, apresentou 0s
indices de sensibilidade e especificidade, superiores aos critérios estabelecidos pela
ANVISA (sensibilidade de 100% e especificidade de 99,5%). Os niveis de
operacionalidade e aplicabilidade para a rede publica foram plenamente
satisfatorios.

Mais recentemente, o PNDST/Aids, promoveu um treinamento para 35
Unidades de Saude da Regido Amazobnica, utilizando exclusivamente testes rapidos
para HIV-1 e HIV-2, com o objetivo de ampliar as a¢Bes de diagnostico do HIV-1 e
HIV-2 em locais que ndo dispdem de infra-estrutura laboratorial. Neste treinamento,
que envolveu 4 produtos, foi possivel obter-se diversos depoimentos no sentido de
ressaltar as qualidades, especialmente a facilidade do uso do Kit “Teste Rapido HIV-

1/2 — Bio-Manguinhos”.
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4.3. A Transferéncia de Tecnologia

Uma vez constatado o desempenho adequado em termos de sensibilidade,
especificidade, rapidez e simplicidade de operacédo do diagnostico desejavel do kit
Stat-Pak HIV-1/2 no Brasil, um Memorando de Entendimento foi firmado entre a
companhia americana detentora da tecnologia, a CHEMBIO DIAGNOSTIC
SYSTEMS, e Bio-Manguinhos/FIOCRUZ. Este memorando constituiu o primeiro
passo na construcdo de um instrumento formal de parceria; o contrato legal
detalhando e selando o processo de transferéncia de tecnologia. Através do referido
memorando, ficou acordado entre as partes que a CHEMBIO transferiria a tecnologia
e 0 conhecimento técnico para Bio-Manguinhos/FIOCRUZ a fim de que, em trés
anos, Bio-Manguinhos fosse capaz de produzir, de forma autbnoma, um kit de teste
rapido para o diagnostico do HIV-1 e HIV-2 semelhante ao Stat-Pak.

O atual contrato de transferéncia de tecnologia assinado entre a CHEMBIO
DIAGNOSTIC SYSTEMS, BIO-MANGUINHOS/FIOCRUZ e o PNDST/AIDS-MS,
prevé a transferéncia das tecnologias (fluxo lateral e imunocromatografia) e o
conhecimento técnico-operacional necessario a producédo dos testes rapidos para
diagnostico do HIV-1 e HIV-2. A transferéncia deveré ser concluida de forma gradual
e cumulativa, num prazo maximo de trés anos. Cada etapa de transferéncia
cumprida resultara no aumento quantitativo da producéo local brasileira relacionada
aos produtos intermediarios, denominados: Produto Intermediario 0, Produto
Intermediario 1 e Produto Intermediario 2. Ao término de cada ano ou fase, um
minimo de 300000 testes (150000/semestre) deverao ser adquiridos da CHEMBIO e
processados por Bio-Manguinhos sendo fornecidos, em seguida, ao PNDST/Aids.

Durante o periodo de transferéncia, a CHEMBIO cedera a Bio-Manguinhos
toda a informacdo técnica necessaria referente a producdo, ao controle de
qualidade, bem como o treinamento dos técnicos de Bio-Manguinhos na execucéo
de todas as atividades envolvidas na confec¢cdo do produto final. As informacdes
sigilosas detidas pela CHEMBIO e o treinamento adequado dos técnicos brasileiros
serdo realizados na medida que Bio-Manguinhos avancar no cumprimento das fases
de transferéncia.

No periodo da assinatura do contrato, o PNDST/Aids utilizava em torno de
300000 testes por ano, sendo 0os mesmos importados a um custo anual total de,
aproximadamente, um milhdo de dolares. Estima-se que, ao término da

transferéncia, a producdo nacional dos kits de testes rapidos para HIV-1 e HIV-2 por
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Bio-Manguinhos acarretara numa economia para o PNDST/Aids de, pelo menos,
US$ 500,000 por ano (PNDST/Aids, MS, 2004).

A principio, os testes rapidos para HIV-1 e HIV-2 estardo especialmente
voltados a triagem soroldgica de gestantes junto a rede publica de saude vinculada
ao PNDST/Aids. Uma vez que a transmissao perinatal corresponde, atualmente, a
um significativo percentual dos casos de infecgcéo por HIV em criangas menores de
13 anos no Brasil, esta iniciativa visa, sobretudo, a prevencdo da transmissao
vertical do HIV/Aids em recém-nascidos. Num futuro préximo, contudo, esta prevista
a ampliacdo do uso dos “Testes Rapidos HIV-1/2 — Bio-Manguinhos” para a
populacdo sem acesso, das regifes norte-nordeste do pais e, eventualmente, sua
distribuicdo por toda a rede de atencao basica do SUS.

4.3.1. Treinamentos Relacionados a Transferéncia de  Tecnologia

Efetivamente, iniciou-se a transferéncia de tecnologia por intermédio da visita
técnica de quatro técnicos de Bio-Manguinhos as instalacbes da empresa
CHEMBIO/USA, em Medford/NY, no periodo de 01-11/03/2004, representando as
areas de Diretoria, Producao, Controle de Qualidade e Garantia de Qualidade.

Inicialmente os objetivos da visita técnica foram absorver, tanto quanto
possivel, as informacfes sobre a tecnologia, 0s processos de producao, controle e
garantia de qualidade, equipamentos e instalacdes necessarias. Além disso, foi
fornecida toda a documentacdo técnica necesséaria ao pedido de registro. De fato,
além de documentacdo robusta e consistente, foi possivel ampliar e aprofundar
informacdes especificas sobre o produto e o processo de producédo, permitindo que
Bio-Manguinhos pudesse estabelecer as estratégias para iniciar, imediatamente, a
transferéncia de tecnologia e, ainda, prever as acdes necessarias para cada uma
das futuras etapas.

ApoOs a visita e o trabalho desenvolvido junto a equipe da CHEMBIO, foi
consensual, entre nosso grupo, que Bio-Manguinhos possuia plenas condigdes de
cumprir sua parte no processo de transferéncia de tecnologia, desde que
continuassem integradas as equipes de Producdo, Controle e Garantia da
Qualidade, apoiadas pela Diretoria de Bio-Manguinhos. Anteriormente, havia a
percep¢cdo de que se tratava de tecnologia de ponta, mas de baixa complexidade
cientifica e tecnoldgica. No entanto, apds a conscientizacdo do trabalho a ser feito,

constatamos que 0s processos envolvidos na tecnologia em tela sdo extremamente
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complexos e com riqueza de detalhes técnicos. Constatou-se “segredos
tecnologicos”, que Bio-Manguinhos devera absorver a partir de um efetivo e
dedicado trabalho, que ndo sera superficial e exigira pessoal tecnicamente
qualificado.

Por fim, foi possivel verificar que a CHEMBIO é uma empresa de médio porte
e altamente focada no que produz — teste rapido, o que |he concede altissima
especializacdo e exceléncia nesta plataforma tecnoldgica, ja que todo o seu arsenal
de desenvolvimento tecnoldgico esta direcionado ao aperfeicoamento da sua linha
atual de producéo e para o langcamento de novos produtos na linha de teste rapido.

Num segundo momento, no periodo de 31/05/2004 a 04/06/2004, recebemos
a visita técnica do Dr. Javan Esfandiari, da CHEMBIO/USA, responsavel cientifico
pela transferéncia de tecnologia, com o objetivo de transferir os conhecimentos
relacionados as etapas de producdo, envase e controle de qualidade da solucdo
tampao de corrida do teste. Esta solucdo tampdo, apesar de n&o envolver
complexidade tecnolégica para sua preparacdo, constitui um dos “segredos
tecnoldgicos” relacionados a plataforma de imunocromatografia com fluxo lateral,
fundamental para o funcionamento ideal do teste. Se dependesse da CHEMBIO,
este “segredo tecnoldgico” seria a Ultima informacdo a ser repassada para Bio-
Manguinhos no processo de transferéncia de tecnologia em curso. Além disso, foi
possivel validar, em conjunto, as instalacbes de Bio-Manguinhos destinadas a
producdo da solucdo tampéao, o controle de qualidade e o processamento final do
Kit, dando-se como concluida a primeira fase do processo de transferéncia de

tecnologia.

4.4. Andlise Prévia, Certificacdo de BPF e Registro  do Kit “Teste Rapido HIV-1/2
— Bio-Manguinhos”

Antes que fosse possivel viabilizar a comercializacado dos kits de teste rapido
para o diagnostico do HIV-1 e HIV-2, foi necessario o cumprimento de pré-requisitos
técnico-burocraticos que incluiram a analise prévia do kit produzido por Bio-
Manguinhos, (Figura 17), realizada pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude Pdudblica (INCQS), bem como a certificacdo de Boas Praticas de
Fabricacdo (BPF), (Figura 18), e a obtencao de registro do kit “Teste Rapido HIV-1/2
— Bio-Manguinhos” (Figura 19), junto a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA).
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Figura 17: Laudo de andlise prévia do “Teste Répido HIV-1/2 — Bio-
Manguinhos”

MINISTERIO DA SAUDE

FUNDAGAO OSWALDO CRUZ

INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE
Av. BRASIL, 4365 - MANGUINHOS - CEP 21045-000 - RI0 DE JANEIRO - RJ - BRASIL
TEL.: (21) 2573-1072 FaXx: (21) 2290-0915

INCQS™ s e T e R —

Data: 01/08/2004
Hora: 15:39:18

Laudo de Analise  2338.00/2004 Vi 4

Niamero do Protocolo : 002973

Modalidade de Analise: ~ PREVIA

Programa: KITS E REAGENTES DE DIAGNOSTICO

Nome do Produto:  TESTE RAPIDO

Marca: BIO-MANGUINHOS

Data de Fabricagdo: 01/06/2004

Data de Validade:  31/08/2005

Namero do Lote:  046TR002

Registro:  NAO CONSTA

Fabricante: BIO-MANGUINHOS - INSTITUTO DE TECNOLOGIA EM IMUNOBIOLOGICOS
Logradouro: AV. BRASIL, 4365 - MANGUINHOS - CEP:21045-900 - RIO DE JANEIRORJ
Pais: BRASIL

Distribuidor: BIO-MANGUINHOS - INSTITUTO DE TECNOLOGIA EM IMUNOBIOLOGICOS
Logradouro: AV. BRASIL, 4365 - MANGUINHOS - CEP:21045-900 - RIO DE JANEIRO/RJ
Pais: BRASIL

Local de Coleta:  BIO-MANGUINHOS

Requerente:  BIO-MANGUINHOS - INSTITUTO DE TECNOLOGIA EM IMUNOBIOLOGICOS
Pessoa de Contato:  AKIRA HOMMA

Documento: MEMO 190/CEAPA/04

Data de Entrada: 19/07/2004

Descrigao da Amostra: 50 CAIXAS CONTENDO, CADA UMA, 204 TESTES DO PRODUTO: TESTE RAPIDO HIV-172 -

BIO-MANGUINHOS.
PROCESSO ANVISA N° 25351.056672/2004-52

T 017082008
Hora: 15.38:18
Laudo de Analise  2338.00/2004 Viai 1

Urigada Aralties: DEPARTAMENTO DE MUNCLOGIA

Mome do Ensalo:  ANALISE DE BOCUMENTACAD
Referéncla:  PORTARIA WP BI85 - 5VEMS
Valor de Referdncla:  Sstsfaiona. de acorse Som of Grigtcs salsbeiecidos na leyiFasas supractad
Rosultado:  Setsfataria
Agocumentacdo aprasantada consta de: awalischo da produto sracutsdo Lk, ulrewﬂas iabaratarioe, rasuiindas do controe
de qualidads proteccics 001I0E, COZ0E & QU304, snsaic de i prod o,
de prodcso de cada-campanenis dn podiio
Conclusfo:  SATISFATORID

Nome do Ensaio:  ANALISE DE ROTULAGEM

Referéncia:  FORTARIA N" &GS - SWYSIMS

\alor de Referancia:  Satsaldea, de acordo coim os Srivéros sstsbuleodas 14 lagisiacas supcsciags

Resultada:  N2ose Anlcs
Predutn em fuse e registio na Unidae de Produtes para Diagodsiioe In Vit da Asgncia Nedons! de Vigildncla Sannlns do
Ministério oa Barea. Adagquar rigorassmants.a iotulagem e 8 instiug S o6 uso acs oriéros setasolocides ra lagiela
vigants

Conclusio:  NAD SEAPLICA

Homa do Ensalo: SEMSHILIDADE
Referincia:  AGENCIA FRANCESA DE MEDICAMENTOS
WValar de Referdncia: Iguat & 100%
Resultado;  |guala 100%
Fi 200 anisitas verdadeiaments posties 13e fo encanirada peahi resulady falso negalivo
Conclusio: SATISFATORIO

Nome do Ensalo:  ESPEGIFICIDADE
Raferncia:  AGEMCIA FRANCESA DE MERIGAMENTQS
Valar de Referéncia:  1gual au maist que 99,55
Resubado:  Igoai 2 100%
Em 711 amostias verdadeirarmente negatyvas, ndo fol eccontiady nenfum resultaca falso positive
Conclusio:  SATISFATORO

Data: 01/08/2004
Hora: 15:39:18
Laudo de Analise  2338.00/2004 Vi
o Goes:  Avaliamos os de il ificidade do produto em questao frente a soro e plasma humanos,
painel comercial nacional e painel comercial antiHIV-112 Combinado, Titulo Misto e anti-HIV-2, seguindo
rigorosamente a instrugao de uso que acompanha o produto.
Na sensibilizagao da fase sdlida do reagente foram utilizados antigenos do HIV-1/2.
Satisfatéria em relagao aos ensaios realizados.
Este laudo n&o pode ser utilizado em i ou para fins iais. Os resultados do mesmo
fe: Gnica e aamostra i pelo solicitante, para fins de registro
Conclusdo: SATISFATORIA
Em, 01/08/2004 Q )
‘iarisa C. Adati As"‘&' V‘{]-‘R"é?gﬁ%/'\
ID/INCQS/FIOCRUZ INCQS / FIDCRUZ
wavr. 4627912 /
s D MISSAQ
"Contribuir para a promogéo e recuperacgao da satde e pi &0 de doencas, atuando como referéncia
nacional para as i relativas ao controle da de produtos, e

servigos vinculados a Vigilancia Sanl!éna y

Fonte: Documentacgéo Técnica de Bio-Manguinhos arqui  vada junto
ao Departamento de Garantia de Qualidade
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Figura 18: Certificado de BPF
L. | Ministério da Saude
® ~__ Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

-
I Geréncia-Geral de Tecnologia de Produtos para a Satide
ANV ISA

Certificado de Boas Praticas de Fabricag@o e Controle de Produtos para Satide
Certificadon®: 000178  /Ano: 2004

Considerando o disposto na Lei n.° 9.782, de 26 de janeiro de 1999, o Decreto n°3.029,
de 16 de abril de 1999 e a publicagdo no Diario Oficial da Unido de09/11/2004 certifico que os
estabelecimentos da empresa, a seguir descrita, cumprem com a legislagdo sanitdria vigente, quanto
as Boas Prdticas de Fabricagdo e Controle exigidas pela autoridade sanitdria brasileira, e estdo em
consondncia com a Resolugdo Mercosul GMC n° 04/95 para produtos médicos, ou Resolugdo GMC n° 65/96
sobre produtos para diagndstico de uso in vitro, estando seus estabelecimentos sujeitos a inspegdes periddicas.

Empresa: FUNDACAO OSWALDO CRUZ - INST. TEC IMUNOBIOLOGICOS C.N.P.J.: 33.781.055/0001-35
Enderego: AVENIDA BRASIL, 4365 Municipio: RIO DE JANEIRO ]
CEP: 21.045-900 UF: RJ Autorizagdo de Funci n’ 801.421-7

Valido Até:  09/11/2005

Brasilia - DF, quarta-feira, 17 de novembro de 2004 Relagdo de Produtos em Anexo

B N
Paulino Shiguer Araki
Geréncia-Geral de Tecnologia de Produtos para a Satide
GGTPS

SEPN 515, Bloco B, Edificio Omega / Brasilia (DF) - CEP 70.770-502 - http:/www.anvisa.gov.br

- I Ministério da Satide
() Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitdria
S oi e .
1 Geréncia-Geral de Tecnologia de Produtos para a Satde
ANVISA

Anexo
Certificado de Boas Praticas de Fabricagdo e Controle de Produtos para Saude

Certificado n°: 000178  /Ano: 2004

Certificado de Boas Prdticas de Fabricagdo para os Produtos:
Teste Rapido HIV 1/2 Biomanguinhos

Fim da Listagem

Razio Social: FUNDACAO OSWALDO CRUZ - INST. TEC IMUNOBIOLOGICOS

CN.P.J.: 33.781.055/0001-35 Certificado n®: 000178 /Ano: 2004
Brasilia - DF, quarta-feira, 17 de novembro de 2004 Pdgina 1 de 1
R
Paulino Shiguer Araki
Geréncia-Geral de Tecnologia de Produtos para a Satide
GGTPS

QEDN G418 Blnnn B Erifinin Amana / Braallin NEY AEB 70770 EAA  bio fhemeens mme e —mee e

Fonte: Documentacéo Técnica de Bio-Manguinhos arqui  vada
junto ao Departamento de Garantia de Qualidade
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Figura 19: Publicacéo do registro do  Kit “Teste R4pido HIV-1/2 — Bio-
Manguinhos”

'@ {180 ISSN Ja77-F042 Diario Oficial da Uniao - Secio 1 N° 208, sexta-feira, 29 de outubro de 2004

FUMDACAD CEWALDD CRUZ 8.01421-7

Deteccao (ualif Antig. Antic. mumedel. Humana - 2535 LOS66T202004-
TESTE RAPIDG HIV-1/2 BIO MAGUINHOS
FARRICANTE : FUNDACAC OSWALDO CRUVE - BRASIL

Embalagem contendo 20 testes

CLASSE : D 80142170015

A0 - Regisimo de Prduios para Diagndsticos de Uko In Vil
MACIONAL

Fonte: Documentacéo Técnica de Bio-Manguinhos arqui  vada
junto ao Departamento de Garantia de Qualidade

4.5. Producado dos Kits “Teste R4pido HIV-1/2 — Bio-Manguinhos”:

Nacionalizagédo da Producéo

A partir das importacdes do “Produto Intermediario 0”, foram desenvolvidos os
manuais de instrucdo de uso (Kit e lancetas), bem como, rotulos e embalagens de
insumos e produto final (Ver Apéndice, Anexo 2), de acordo com as Normas e
requisitos técnicos da legislacdo brasileira. Em seguida, foram selecionados os
técnicos que, em servico, estabeleceram os procedimentos relacionados ao
processamento final dos Kits. Nesta etapa, foram realizados o envase da solucao
tampéao, (Foto 7), embalagem e rotulagem de todos o0s insumos e empacotamento
final do produto no formato de Kit (Fotos 8 e 9). A tarefa de Bio-Manguinhos ainda
envolveu diversas andlises e testes de controle de qualidade da solugdo tampéo
(bulk e envasado), dos suportes contendo o antigeno e o conjugado, e ainda, de
cada lote do produto final (Kit).

Os trés primeiros lotes foram considerados lotes-piloto, onde foram
verificados aspectos relacionados a reprodutibilidade, consisténcia e capacidade de
processamento, considerando o numero de técnicos e o tempo utilizado para a
execucdo das atividades. O lote 046TR002 foi escolhido aleatoriamente para ser
submetido a andlise prévia junto ao INCQS, tendo sido aprovado com 100% de
acerto em todos o0s requisitos.

A partir das novas importacdes de “Produto Intermediério 0”, outros quatro
lotes foram processados e produzidos, totalizando 150 mil testes.
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Fotos 7, 8 e 9: Producdo do Kit “Teste Rapido HIV-1/2 — Bio-Manguinhos”

Envase da solucdo tampéo

Fonte: Fotos do Autor obtidas durante a producéo do s Kits em Bio-Manguinhos
Gréfico 3: Distribuicéo de testes processados por | ote de Kit

QUANTIDADES DE TESTE RAPIDO PRODUZIDOS POR LOTE
(150.000 testes produzidos até 0 momento)

36000 35800
40000

30000+

20000+

10000+

045TR0O01 046TR002 046TR003 047TR004 047TR005 047TR006 047TRO07

Fonte: Elaborado pelo autor
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Na Figura 20, observa-se um fluxograma basico para o processamento final
do Kit “Teste Rapido HIV-1/2 — Bio-Manguinhos”, a partir de “Produto intermediario

07, realgando-se os principais insumos envolvidos.

Figura 20: Fluxograma basico de producéo do Kit

SOLUCAO
TAMPAO

ENVASAR
SUPORTE ALCAS LANCETAS CURATIVOS

‘\\: ://'

l

ETIQUETAR

\ 4

EMBALAGEM E EMPACOTAMENTO DO PRODUTO FINAL (KIT)

\ 4

CONTROLE DE
QUALIDADE

\ 4

ARMAZENAMENTO
E DISTRIBUICAO

Fonte: Elaborado pelo autor

4.6. Ensaios de Controle de Qualidade e Estudos de  Estabilidade do Kit “Teste
Rapido HIV-1/2 — Bio-Manguinhos”
A partir do Produto Final (Kit) foram iniciados os ensaios de controle de

qualidade, lote a lote, de acordo com os protocolos, recomendacgfes e critérios

estabelecidos pela empresa cedente da tecnologia, para a verificagdo dos
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parametros de especificidade, sensibilidade e reprodutibilidade, visando sua
aprovagao para uso.

Nestes ensaios, para estudos de especificidade foram utilizadas 05 (cinco)
amostras de soro e 05 (cinco) amostras de sangue, negativas. Para o teste de
sensibilidade analitica (HIV-1) foi utilizada uma amostra padrdo (CQ082300) diluida
de forma seriada entre 1:64 v/v até 1:1024 v/v (sendo esperado resultado reagente
até 1:128 v/v). Também, para HIV-2 foi utiizada uma outra amostra padrédo
(CQ022201) diluida de forma seriada entre 1:4 viv e 1:64 v/v (sendo esperado
resultado reagente até 1.8 v/v). Para a avaliacdo da sensibilidade convencional,
varios painéis comerciais foram utilizados, totalizando 70 amostras (Painéis BBI para
HIV-1. PRZ204, WWRB303 e PRB204 e Painel TERAGENIX para HIV-2 contendo
as amostras 24204, 24206, 24207, 24210, 24212, 24215, 24217, 24218, 24219,
24221, 24222, 24224, 24225, 24226 e 24228). Para o estudo de reprodutibilidade
foram utilizadas as amostras-padrao (CQ082300 e CQ022201) nas diluicbes de
1:128 v/v e 1:8 vlv, respectivamente, tanto em soro como em sangue.

Em todas as analises de controle de qualidade de produto final (Kit),
obtivemos plena aprovacdo. Na Figura 21 apresentamos o critério basico de
positividade (positivo 1+, 2+ e 3+) e negatividade (normal 1 e 2) considerado pela

empresa cedente da tecnologia para avaliacdes de controle de qualidade.
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Figura 21: Escala de avaliagao de reatividade para  ensaios de controle de
qualidade, onde 1, 2, 3 referem-se a padroes de amo stras positivas e N1, N2
séo relacionados a padrbes de amostras negativas

|
)
N1

|

(

Fonte: Documentacédo técnica da CHEMBIO/USA
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ApOs a obtencdo destes resultados, Bio-Manguinhos iniciou os estudos de
estabilidade em tempo real e realizou estudo de estabilidade em tempo acelerado
para o Kit “Teste Rapido HIV-1/2 — Bio-Manguinhos”, visando determinar o
desempenho do kit no Brasil. Tanto para os testes em tempo real quanto para o0s
testes em tempo acelerado foram utilizadas quatro amostras: uma fortemente
positiva, outra fracamente positiva e duas negativas (estas, do mesmo painel). O
estudo foi realizado utilizando suportes de teste (cassetes) provenientes de trés lotes
distintos (300 suportes contendo antigeno e conjugado, de cada lote). Todos os
testes foram realizados conforme descrito na bula do produto. Foram também
realizados testes de controle fisico-quimico e microbiolégico para a solugdo tampéao
do kit (270 frascos de solucédo tampéol/lote). Os testes em tempo acelerado foram
corridos entre julho e outubro de 2004, sendo realizados 10 ensaios de 7 em 7 dias
durante as quatro primeiras semanas e de 14 em 14 dias nas seis semanas
seguintes. O tempo total para a realizacao dos testes foi de 105 dias. Os resultados
de sensibilidade e especificidade bem como os resultados dos testes (de leitura) de
pH e de controle microbioldgico (realizados para a solu¢cdo tampdo do Kkit),
demonstraram ser consistentes e reprodutivos, encaixando-se nas especificacdes
recomendadas para o produto final. Foi possivel concluir também que os trés lotes
utilizados, mantiveram-se estaveis durante os 105 dias do estudo de estabilidade
acelerada, realizado a temperaturas entre 37 e 45°C. No que diz respeito aos testes
de estabilidade em tempo real, até o momento foram realizados dois ensaios, com
os resultados de sensibilidade e especificidade, pH e controle microbiol6gico
consistentes e dentro das requeridas especificagoes.

Na Tabela 8 € possivel observar o quantitativo de Kits “Teste Rapido HIV-1/2
— Bio-Manguinhos”, distribuidos de acordo com a planilha estabelecida pelo
PNDST/Aids, abrangendo todos os estados do pais. A distribuicdo dos Kits
produzidos por Bio-manguinhos permitiu suprir as necessidades de servigos de
saude, relacionados as duas principais finalidades dos testes rapidos para HIV-1 e
HIV-2, ou seja: Para gestantes em trabalho de parto que ndo tenham realizado
testes de diagnéstico para HIV-1 e HIV-2 durante a gestagcdo e para populacdes de
pequenas cidades que ndo dispdem de instalagBes laboratoriais para diagnostico.
Esta acdo de distribuicdo tornou, de fato, concreto todo esfor¢co das Instituicbes e
pessoal envolvidos no desafio de nacionalizar a producéo deste Kit e disponibiliza-lo

para toda populacéo brasileira.
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Tabela 8: Quantitativo de Kits “Testes Rapidos HIV-1/2 — Bio-Manguinhos”

fornecidos no Brasil, por estado, em janeiro de 200 5
Distribuicéo No. de Kits
Localidades Janeiro/2005

ACRE 1120 56
ALAGOAS 3800 190
AMAZONAS 3000 150
AMAPA 1800 90
BAHIA 14400 720
CEARA 6640 332
DISTRITO FEDERAL 1820 91
ESPIRITO SANTO 1980 99
GOIAS 2800 140
MARANHAO 7000 350
MINAS GERAIS 11720 586
MATO GROSSO 940 47
MATO GROSSO DO SUL 1340 67
PARA 4580 229
PARAIBA 6200 310
PERNAMBUCO 5860 293
PIAUI 1900 95
PARANA 1640 82
RIO DE JANEIRO 10260 513
RIO GRANDE DO NORTE 5000 250
RONDONIA 600 30
RORAIMA 0 0
RIO GRANDE DO SUL 5000 250
SANTA CATARINA 2000 100
SERGIPE 2600 130
SAO PAULO 14000 700
TOCANTINS 2200 110
SUB-TOTAL 120200 6010
ALMOXARIFADO MS BRASILIA 24880 1.244
TOTAL 145080 7254

Fonte: Documento técnico Bio-Manguinhos.

88



4.7. Articulacdo Estratégica para a Transferénciad e Tecnologia, Incorporacéo
das Novas Tecnologias e Ampliacdo do Potencial Tecn  oldgico de Bio-
Manguinhos

7

Como dito anteriormente, Bio-Manguinhos € uma Instituicdo publica e
nacional, voltada para desenvolvimento e a producdo de imunobiologicos. Seu papel
vem tornando-se cada vez mais estratégico para as acdes de saude publica do
Brasil, a medida que amplia seu portifolio de produtos e sua participacdo para que
possamos atingir a auto-suficiéncia em Vacinas, Reativos para Diagndstico e
Biofarmacos.

Para que possamos atingir estes objetivos Bio-Manguinhos vem investindo
fortemente na modernizacdo, adequacao e ampliacdo de seu parque industrial, mas
especialmente no apoio a projetos estratégicos de pesquisa e desenvolvimento
(P&D) que séao realizados internamente em suas instalagbes por nosso pessoal
técnico especializado, como também, através de parcerias e estabelecimento de
redes junto a grupos de exceléncia do Pais. Estes projetos, certamente deverao
gerar em médio prazo, novos produtos.

Desta forma, a principio, poderiamos concluir que Bio-Manguinhos vem
cumprindo seu papel na sociedade de forma plena, cumprindo suas obrigacoes e
devolvendo para a sociedade resultados expressivos. No entanto, diante de um
mundo globalizado que vive uma revolugdo cientifica e tecnoldgica, além de
inimeros desafios a serem enfrentados no campo da saude publica brasileira e
mundial, temos que procurar fazer ainda mais. Precisamos encurtar os tempos e 0s
prazos para responder de forma cada vez mais efetiva aos anseios e necessidades
da sociedade.

Por outro lado, ndo podemos deixar de citar que a realidade brasileira atual é
baseada na caréncia de recursos para investimentos em pesquisa e
desenvolvimento tecnoldgico, resultando isto num impacto negativo para o alcance
de metas e objetivos institucionais de Bio-Manguinhos.

Resta-nos, portanto, de forma criativa e determinada, rever conceitos e criar
novos modelos que venham viabilizar a obtencdo de resultados concretos, sem
dispéndios desnecessarios. Acreditamos que o0 modelo apresentado nesta
dissertacao, utilizado por Bio-Manguinhos para absorver uma nova tecnologia de
producdo de reativos para diagnostico, de alta complexidade (imunocromatografia e
fluxo lateral) podera tornar-se um importante instrumento a ser amplamente

aplicado, inclusive, por outras Instituicdes Publicas.
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A incorporacdo das tecnologias de fluxo lateral e imunocromatografia que
viabilizam a nacionalizacdo da producdo de teste rapido para HIV-1 e HIV-2 é
absolutamente estratégico por diversos motivos. Primeiramente, porque permitira a
producdo de um Kit de diagnéstico de alto impacto social, com baixo custo,
indispensavel para ampliar as acfes de saude publica em DST/Aids e capaz de
democratizar o diagnéstico da infeccdo pelo HIV no Brasil. Segundo, devido a seu
baixo custo, resultard numa economia de divisas para o pais com a interrupcao de
grandes compras de Kits importados. Finalmente porque surge a possibilidade de
aplicacao futura desta nova tecnologia no desenvolvimento e producao de Kits para
o diagnoéstico de outras importantes enfermidades que acometem a populacdo
brasileira. Todos estes sao argumentos fortes e significativos para a implementacao
deste projeto baseado em transferéncia de tecnologia. Dentre os novos Testes
Rapidos a serem desenvolvidos com a incorporacdo deste novo know how técnico,
podemos salientar: Leishmaniose Canina; Dengue IgM e IgG; Leptospirose
(deteccdo de antigeno e anticorpo); Hepatites Virais, entre outras, dentro das
prioridades sanitarias definidas pelo Ministério da Saude. Aléem do mais, pode-se
investir também em médio prazo, no desenvolvimento de multi-testes a serem
aplicados para o diagnédstico diferencial de doencas, tais como: Doencas
Exanteméticas (Sarampo, rubéola, caxumba, varicela, eritema infeccioso - B19,
exantema subito - Herpes 6, Mononucleose infecciosa - Virus Epstein Bar,
escarlatina e outras) e as Sindromes Febris Agudas (Dengue, Febre Amarela,
Hepatite A, Leptospirose, Febre Maculosa e outras), entre outras.

Um leitor mais critico e atento poderia estar perguntando a si mesmo: “Como
€ possivel conseguir uma tecnologia de ponta, de alto valor comercial, se Bio-
Manguinhos ndo possui recursos para este tipo de investimento?” A resposta a esta
pergunta esta diretamente relacionada a demanda do setor publico brasileiro
(Ministério da Saude) pelo produto em questdo. Se Bio-Manguinhos é uma
Instituicdo Publica, ligada diretamente ao Ministério da Saude, o qual consome
grandes quantidades do referido produto anualmente, por que ndo promover uma
articulagao capaz de direcionar esta demanda para Bio-Manguinhos que, associado
a alguma empresa que detenha a tecnologia e expertise necessaria, possa dar conta
de atender a referida demanda com precos iguais ou inferiores aos praticados no
mercado internacional? Se fosse 0 caso, em troca, a empresa cedente da tecnologia
seria remunerada, através da aquisicdo de insumos (produtos intermediarios) e o

pagamento de royalties, por um periodo definido e compativel com o valor estimado
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para os conhecimentos a serem transferidos. No modelo, esquematizado a frente
(Figura 22), todas as Instituicées envolvidas incorporam ganhos significativos a curto
ou médio prazo.

O modelo (Figura 22) permite ainda, a oferta de um produto com a qualidade
assegurada e a precos competitivos, garantindo a viabilidade econdmica do projeto
e a aquisicdo de insumos e equipamentos necessarios ao escalonamento da
producdo. Em perspectiva mais ampla, vale ressaltar ainda que, desde o inicio do
processo de transferéncia de tecnologia, estardo sendo gerados postos de trabalho
com “densidade tecnolégica”, havera economia de divisas e reducdo dos gastos

publicos e, no médio prazo, o produto podera estar sendo também exportado.

Figura 22: Esquema da articulaco estratégica dast rés instituicbes envolvidas
diante da demanda do setor publico brasileiro

Ministério da
Saude
Demanda
do Setor
Publico
Brasileiro
Bio - Empresa
Manguinhos cedente da
tecnologia

Fonte: Elaborado pelo autor

4.8. Aumento da Escala de Producéo e Busca de Outra s Demandas Publicas

O processo de transferéncia de tecnologia de teste rapido para HIV-1 e HIV-2
permitira a Bio-Manguinhos, de forma gradual e progressiva:
- Dominar as técnicas para a producdo da solucdo tampao a ser utilizado no
teste;
- Incorporar os procedimentos referentes a producdo e a montagem do suporte

plastico do teste;
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- Incorporar os procedimentos referentes ao corte e a producédo das fitas de
teste;

- Dominar as tecnologias envolvidas na confec¢ao das diferentes membranas a
serem impressas nas fitas de teste;

- Dominar as técnicas de sensibilizacao e laminacao das fitas de teste;

- Obter capacitacdo na operagdo dos equipamentos a serem utilizados nas
diferentes etapas de transferéncia;

- Absorver e implementar os procedimentos de controle da qualidade para cada
etapa da producao;

- Absorver e implementar os procedimentos de controle e garantia da qualidade
do produto final.

A partir deste ponto, ou seja, ao final do processo de transferéncia de
tecnologia, prevemos que o0s custos de producdo serdo pelo menos 30-50%
menores, devido a nacionalizacéo total da producgéo dos testes rapidos para HIV-1 e
HIV-2 e a ampliagcdo da escala de produgéo.

O contrato de transferéncia de tecnologia entre Bio-Manguinhos e a
CHEMBIO considerou apenas um consumo de 300000 testes por ano. Esta
demanda, subestimada até para as ac¢bes centralizadas coordenadas pelo
PNDST/Aids, podera ser ampliada para cerca de 1 milhdo de testes por ano, com
pequenas articulagbes e estratégias de Bio-Manguinhos, junto a setores do
Ministério da Saude. Em paralelo, pode-se buscar também as demandas de
Coordenacgdes Estaduais e Municipais de Aids, descentralizadas em todo o Pais e
gue, segundo estimativas do PNDST/Aids, oscilam atualmente entre 1 e 2 milhdes
de testes por ano.

O produto de Bio-Manguinhos, ofertado com precos inferiores aos praticados
no mercado mundial, terd plenas condicdes de explorar possibilidades de
exportacdo para os paises do Mercosul e organismos internacionais tipo OPAS e

OMS, além de paises do continente africano.

4.9. Situacao Atual e Futuro da Produgdo de Testes  Ré&pidos com

Possibilidades de Automacgéao dos Processos

A producédo de teste rapido para o diagnéstico de HIV-1 e HIV-2, em forma de
fita, encontra-se amplamente disseminada atualmente. O Mercado para estes

produtos continua a expandir-se em ritmo acelerado. Porém, quando fabricantes de
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testes rapidos que empregam a metodologia de fluxo lateral percebem que possuem
mais clientes do que jamais imaginaram, descobrem também que o processo de
escalonamento, necessario ao preenchimento das demandas com sucesso, pode
tornar-se um empreendimento de enormes proporcdes. O desafio maior para uma
empresa que opta pelo escalonamento da producdo de seus testes € a dificuldade
em tragar o cenario geral. Freqientemente, os produtos sdo desenvolvidos e o seu
processo produtivo estabelecido e validado sem que se leve em consideragao o
crescimento do mesmo e como este sera produzido em grande escala. Uma vez
iniciado este processo, pode ser bastante dificil e dispendioso alterar os processos
validados a fim de acomodar as demandas da automacg&o. Geralmente, a raiz do
problema encontra-se nos préprios técnicos responsaveis pelo desenvolvimento dos
ensaios onde sua preocupacdo € com a otimizacdo das taxas de fluxo de
impregnacao da membrana, com a determinacao da posicdo das linhas de captura e
de controle e com a combinagao de reagentes, anticorpos e conjugados. Uma vez
gue estdo criando fitas de teste em pequenas quantidades, a Ultima coisa que se
tém em mente € a otimizacdo de seu processo produtivo (CARLBERG, 1999).

Ao utilizar médulos portateis, disponiveis no mercado para a impregnacao, a
laminacdo e o corte das fitas de teste, os técnicos otimizam, inclusive, o design da
fita de teste, documentando e validando o processo. Entdo, se a demanda excede
as projecdes de producédo, o panico se instaura. A questdo passa a ser: "Adicionar
equipamentos de montagem e duplicar 0s processos atuais ou automatizar?"

A adicdo de equipamentos para montagem € uma “faca de dois gumes”. Pelo
lado positivo, pode-se dizer que permite um processamento mais rapido, oferecendo
uma flexibilidade consideravel ao fabricante, isto é, na medida em que a demanda
pelo produto varia, o pessoal empregado na linha de montagem varia
proporcionalmente. Pelo lado negativo, pode-se dizer que a adicdo de mais
equipamentos de montagem significa treinar mais pessoal em sua utilizagao, abrindo
espaco para disputas entre os técnicos envolvidos no processo, colocando ainda
“pressdo” no setor designado para a montagem e requerendo, em alguns casos,
ampliagdes das instalagdes, além de contribuir para os aumentos de custo sem que
ISSO necessariamente traduza-se num aumento de qualidade, contribuindo mesmo,
geralmente, para redu¢des na qualidade do produto final [CARLBERG, 1999].

A automacdo pode amenizar muitas preocupacgdes, mas as empresas que
optam pela automacéo devem ter o cuidado de abrir didlogos e negociagdes com 0s
fabricantes dos equipamentos e de iniciar o planejamento de seus or¢camentos e
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cronogramas. Somente, baseados nestes orcamentos e cronogramas € que as
empresas afins estardo em condi¢cdes de determinar o grau necessario e suficiente
de automacdo e quais seriam 0s processos que melhor se adequariam a
automatizacao.

A maior vantagem oferecida pela utilizacdo de sistemas automatizados, sao
0s ganhos em termos do tempo necessério para o processamento. Ao empregar
operacOes automatizadas para a impregnacao de reagentes, por exemplo, um rolo
de 100m de membrana pode ser processado através de impregnacéo e secagem em
20 minutos. Em contraste, um processo de impregnacao baseado em cartbes levaria
bem mais que uma hora para produzir um comprimento equivalente de material, 0
qgue nao inclui o tempo de secagem ou o tempo adicional necessario para o
manuseio dos cartdes individuais para dentro e para fora do forno de secagem. A
laminacdo também pode ser realizada de forma muito mais eficiente através de
automacao. Uma fita de teste tipica, formada por quatro componentes individuais,
(isto €, a protecdo, a membrana de nitrocelulose, o conjugado e as membranas
absorventes) requereria, aproximadamente, 30 segundos para ser montada
utilizando um médulo de bancada para laminacdo. Presumindo-se que se usem
cartdes de 30cm, o tempo previsto para a laminacdo de 100 m de material seria de,
aproximadamente, 24 horas. Utilizando o laminador acoplado em automacéo, estes
mesmos 100m poderiam ser montados em apenas 15 minutos (CARLBERG, 1999).

Por fim, a crenca de que a producdo de diversos produtos requer um alto
nivel de automacdo nem sempre verifica-se na préatica da industria das fitas de
testes diagndsticos. Muitas sdo as empresas de pequeno ou grande porte que
produzem, mundialmente, dezenas ou centenas de milhares de fitas-teste por ano
utilizando instrumentos de baixa tecnologia — em sua maioria, modulos de bancada,
desenvolvidos para a impregnacao de reagentes, laminacdo e corte dos produtos.
Ha, em vigor, uma série de equipamentos simples de montagem e de instrumentos
utilizados na montagem manual dos testes. O mundo esta cheio destes produtos, em
sua maioria, bons, que atendem a diversas necessidades, e ainda, novos produtos
ou inovagfes aparecem diariamente. Isto deve-se ao fato de que o mercado ja esta
bastante grande e extremamente segmentado, possuindo varios nichos. No entanto,
a medida em que cada companhia luta para absorver uma fatia maior do mercado,
seus competidores procuram fazer o mesmo (CARLBERG, 1999). Desta forma,
talvez seja, atraves da automacédo, que os mais fortes sobreviveréo, planejando com

antecedéncia, criatividade e desenvolvendo uma visdo otimista e empreendedora.
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5. CONCLUSAO
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Como foi demonstrado nos capitulos anteriores, o processo de transferéncia
de tecnologia é complexo, exige atendimento de multiplos aspectos de carater
politico, cientifico-tecnoldgico, operacional, orcamentério, financeiro e legal, portanto,
uma atividade multidisciplinar. O processo deve culminar em uma situacao no qual
as partes envolvidas obtenham ganhos financeiros e tecnoldgicos, passiveis de
valoracéo.

O modelo apresentado de transferéncia de tecnologia, vem demonstrando ser
altamente eficaz no processo de incorporacdo de novas tecnologias pois ainda na
fase I, importantes conhecimentos a respeito da tecnologia ja estdo sob o dominio
de Bio-Manguinhos.

Como j& ressaltado anteriormente, a tecnologia de teste rapido para o
diagnéstico do HIV-1 e HIV-2, objeto do processo de transferéncia podera ser
aplicado também para o diagnostico rapido de outras doencas importantes em
Saude Publica, permitindo o desenvolvimento de uma nova plataforma tecnoldgica
de diagnostico em Bio-Manguinhos. Esta nova plataforma tecnologica seguramente
ampliard a capacitacdo técnica de nossos profissionais, bem como devera trazer
impactos positivos em muitas outras atividades de producao e controle de qualidade
de reativos em Bio-Manguinhos, uma vez que, a incorporacdo de acdes e processos
com melhor padrdo, especialmente relacionados a BPF, se comparadas as que
estdo atualmente em funcionamento, certamente, serdo aplicadas ou estendidas
para outros setores.

Outro aspecto a ser ressaltado refere-se ao fato de que este processo de
transferéncia de tecnologia tem se traduzido num fator de aperfeicoamento cientifico
e tecnologico para todo corpo técnico de Bio-Manguinhos, em especial aqueles
diretamente relacionados ao referido processo.

O processo de transferéncia de tecnologia deve ocorrer, como ja mencionado,
num periodo de trés anos, o qual pode ser reduzido caso a aquisicdo pelo
PNDST/Aids dos 900000 testes rapidos previstos em contrato venha a ocorrer em
menor tempo. Ha expectativas de que o preco do produto possa ser reduzido em
aproximadamente 50%, a partir da completa nacionaliza¢do da produgéo.

Bio-Manguinhos tem aproveitado uma consideravel promoc¢do e projecdo
institucional, por intermédio de reportagens, entrevistas e noticias que vém
circulando em veiculos de comunicacdo de massa (televisdo, jornais e radio),
enfocando o processo de transferéncia de tecnologia, o estabelecimento da
producdo dos Testes Répidos no Brasil e, sobretudo pelo inicio da distribuicdo dos

96



Kits para a rede publica de saude do pais. Recentemente, foi possivel divulgar este
trabalho cientificamente, no Congresso Brasileiro de Prevencdo em DST/Aids,
ocorrido em Recife, em agosto de 2004, onde um dos dois posteres apresentados
por Bio-Manguinhos sobre este tema, foi agraciado com uma premiacédo, sendo
considerado um dos cinco melhores trabalhos dentre os mais de 1000 apresentados
no evento.

A atuacdo de Bio-Manguinhos envolvendo a area de Reativos para
Diagnostico vem, ha alguns anos, incorporando pequenos aumentos no que tange a
arrecadacéao de recursos. No entanto, a incorporacao da producéao e distribuicdo dos
Kits de teste rapido para HIV-1 e HIV-2, possibilitardo, no minimo, dobrar a receita
da area de Reativos para Diagnéstico. Apesar do aumento significativo da receita
obtida com a distribuicdo dos testes rapidos, este fato ndo se traduz em margens
para re-investimentos em pesquisa e desenvolvimento tecnolégico em nossa
Unidade. Contudo, este quadro certamente sera revertido apés o periodo de
transferéncia da tecnologia mencionada, onde seguramente deveremos obter o0s
resultados positivos deste trabalho. Nunca € tarde lembrar-se que sé ha
desenvolvimento com pesquisa, e s6 pesquisa com mao-de-obra especializada e
laboratérios com infra-estrutura adequada.

Por fim, o modelo apresentado estad em processo de implementacédo e segue
de forma criteriosa o cronograma tracado. Porém, nunca é tardio lembrar-se que s6
ha desenvolvimento com pesquisa, e sO ha pesquisa com mao de obra
especializada e laboratérios dotados com infra-estrutura adequada. Certamente, o
sucesso deste modelo para incorporacdo de novas tecnologias esta diretamente
relacionado a determinacéo da equipe envolvida, motivada pelo idealismo de ofertar
acOes eficazes de saude, neste caso testes de diagndstico rapido para HIV-1/2, para

a populacéo brasileira.
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6. APENDICE
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ANEXO I: Cronograma da transferéncia de tecnologia  do Stat-Pak HIV-1/2 da CHEMBIO Diagnostic System, Inc. para Bi  o-
Manguinhos/FIOCRUZ
Itens | Responsabilidade Atividade Inicio Duracédo Anol | Ano2 | Ano3 | Ano4
S1/S2S1/S2/S1 /S2/S1 82
01 CHEMBIO Envio de documentacdo para registro na Apos 15 dias | X
ANVISA assinatura
contrato
02 |BIO-MANGUINHOS \Visita de Técnicos de BIO- MANGUINHOS a Més 1 7 dias | X
CHEMBIO para conhecer a tecnologia,
instalacd es e equipamentos, além de
absorver a tecnologia para preparo do
solucéo tampao.
03 |BIO-MANGUINHOS |Montar processo de registro e encaminhar a  |Apoés Item 02 | 30 dias | X
ANVISA
04 CHEMBIO Envio de Kits para Analise Prévia Apos Item 02 | 30 dias | X
05 |BIO-MANGUINHOS/ Treinamento de  Técnicos de  BIO- Més 2 15 dias | X
CHEMBIO MANGUINHOS na CHEMBIO para cumprir
itens 1 a 13 Project Schedule (1° ano)
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06 |BIO-MANGUINHOS |Adequar instalacbes para recebi mento dos Més 2 30 dias
Kits, preparo do solucdo tampao,
processamento final, controle de qualidade e
armazenamento
07 |BIO-MANGUINHOS/ Importacéo da 12 remessa de Kits (150000 Més 3 30 dias
CHEMBIO testes)
08 |BIO-MANGUINHOS |Aquisicdo de insumos para preparo do Més 3 30 dias
solugao tampéao e material de embalagem
09 |BIO-MANGUINHOS |Preparo de Solugdo tampéo, processamento |Apos Item 07 | 30 dias
final, controle de qualidade e
armazenamento
10 |BIO-MANGUINHOS Distribuicdo dos Kits para a PNDST/Aids Més 4-9 180 dias
11 CHEMBIO Auditoria da CHEMBIO em BIO- Més 4-5 3 dias
MANGUINHOS e Assinatura do aceite da 12
fase da Transferéncia /Tecnologia
12 |BIO-MANGUINHOS/ Treinamento de  Técnicos de  BIO- Més 7 15 dias
CHEMBIO MANGUINHOS na CHEMBIO para producéo
dos cassetes
13 | BIO-MANGUINHOS Adequacdo de instalacdes e aquisicdo de |Apoés Item 12 | 180 dias

equipamentos para producao dos cassetes
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14 BIO- Importacdo da 22 remessa de Kits (150000 Més 8 30 dias
MANGUINHOS/CH testes)
15 |BIO-MANGUINHOS Aquisicdo de insumos para preparo do Més 8 30 dias
solugéao tampéao e material de embalagem
16 |BIO-MANGUINHOS |Preparo de Solu¢ ao tampao, processamento |Apés Item 12 | 30 dias
final, controle de qualidade e
armazenamento
17 | BIO-MANGUINHOS Distribuicdo dos Kits de Teste Rapido paraa | Més 9-14 | 180 dias
PNDST/Aids
18 CHEMBIO Auditoria da CHEMBIO em BIO- Més 9/10 3 dias
MANGUINHOS e Assinatura do aceite da 22
fase da Transferéncia de Tecnologia
19 |BIO-MANGUINHOS/ Treinamento de  Técnicos de  BIO- Més 13 21 dias
CHEMBIO MANGUINHOS na CHEMBIO para producéo
dos suportes de teste imunocromatografico
incluindo o preparo de Proteina A- Ouro
coloidal
20 |BIO-MANGUINHOS |Adequacdo de instalacdes e aquisicdo de |Apo6s Item 19 180 dias

equipamentos para producao dos suportes

de teste imunocromatografico incluindo o

preparo de Proteina A-Ouro coloidal
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21 |BIO-MANGUINHOS/ Importagdo da 32 remessa — suportes de Més 14 30 dias
CHEMBIO teste imunocromatografico sensibilizados e
outros insumos para 150000 testes
22 | BIO-MANGUINHOS |Preparo de Solugdo tampdéo, produ¢ &o dos|Apés Item 21 | 30 dias
cassetes, processamento final, controle de
gualidade e armazenamento
23 |BIO-MANGUINHOS Distribuicdo dos Kits para a CNDST/Aids Més 15-20 (180 dias
24 CHEMBIO Auditoria da CHEMBIO em BIO- Més 16-17 3 dias
MANGUINHOS e Assinatura do aceite da 32
fase da Transferéncia de Tecnologia
25 |BIO-MANGUINHOS/ Treinamento de  Técnicos de  BIO- Més 19 15 dias
CHEMBIO MANGUINHOS na CHEMBIO para
sensibilizagdo @ das membranas com
peptideos sintéticos e revisdo geral  de todas
as etapas do processo de producao
26 | BIO-MANGUINHOS |Adequacédo de instalacbes e aquisicdo de |Apés Item 25 180 dias
equipamentos para sensibilizacdo das
membranas com peptideos sintéticos
27 |BIO-MANGUINHOS/ Importagdo da 42 remessa — suportes de Més 20 30 dias

CHEMBIO

teste imunocromatogréafico sensibilizados e

outros insumos para 150000 testes
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28 | BIO-MANGUINHOS |Preparo de solucao tampdo, montagem dos |Apés Item 27 | 30 dias
suportes de teste, producdo dos c assetes,
processamento final, controle de qualidade e
armazenamento
29 |BIO-MANGUINHOS Distribuicdo dos Kits para a PNDST/Aids Més 21-26 180 dias
30 CHEMBIO Auditoria da CHEMBIO em BIO- Més 22-23 3 dias
MANGUINHOS e assinatura do aceite da 42
fase da Transferéncia de Tecnologia
31 |BIO-MANGUINHOS/ Importacdo da 5% remessa —  peptideos Més 25 30 dias
CHEMBIO sintéticos e outros insumos para 150000
testes
32 |BIO-MANGUINHOS |Preparo de solucdo tampdo e todos as |Apos Item 31 | 60 dias
outras etapas de producdo, processamento
final, controle de qualidade, armazenamento
33 CHEMBIO Auditoria da CHEMBIO em BIO- |Apds Item 32 | 3 dias
MANGUINHOS e Assinatura do aceite da 52
fase da Transferéncia/Tecnologia
34 | BIO-MANGUINHOS |Distribuicdo dos Kits para a PNDST/Aids Més 27-32 180 dias
35 |BIO-MANGUINHOS/ Importagdo da 62 remessa —  peptideos Més 31 30 dias

CHEMBIO

sintéticos e outros insumos para 150000
testes
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36 |BIO-MANGUINHOS |Preparo de solucédo tampao e todas as outras |Apos Item 35 | 60 dias
etapas de producdo, processamento final,
controle de qualidade e armazenamento
37 | BIO-MANGUINHOS |Distribuicdo dos Kits para a CNDST/Aids Més 33-38 180 dias
38 CHEMBIO Auditoria da CHEMBIO em BIO- |ApOs Item 36 | 3 dias
MANGUINHOS e Assinatura do aceite da 62
fase da Transferéncia de Tecnologia
39 |BIO-MANGUINHOS |Importacdo de insumos e peptideos,

producdo total em BIO- MANGUINHOS e

pagamento de royalties

Fonte: Extraida do Contrato de Transferéncia de Tecnologia do Teste Rapido para HIV-1 e HIV-2 firmado entre Bio-Manguinhos e CHEMBIO/USA
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Teste Répide - HIV-1/2 - Bio-Manguinhos
TESTE RAPIDO DE TRIAGEM QUALITATIVA PARA
DETECGAO DE ANTICORPOS PARA HIV-1/2
{matzrial formecido para 20 determinagdes)

INDICAGAO DE USCx:

O Teste Rapido HNV-1,/2 - Bio-Manauinhos & umn teste de triagermn
de uso dnico, que usa um coquetsl de antigenos para detectar
anticorpos para HV-1/2 em soro, plasma e sangue tatal, hu-
manos. O teste se baseia nas tecnologias deimunocromatografia
e fluxo lateral. Resultad s reativos sao evidéncias de exposigac
ao HN-1/2 e podem ser usados como supoite ao diagndstico
clinico. O Teste Rapido HIV-1,2 - Bio-Manguinhos € indicado
para usa por profissionais de satde de acordo com as instrugoes
fomecidas.

RESUMO E EXPLICAGAO:

0 Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) € um retrosimus,
identificado em 1983 como agente eticlagico da Sindrome de
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) [1]. A AIDS é caracterizada
por mudancas na populagao de linfacitos T, que tem um papel
chave no sizema imunolbgico. No individuo infectado o virus
causa uma redugao da sub-populagac das células T, chamadas
células T “helper”, que deixam estes pacientes suscetiveis a
infecgies oportunistas e certas malignidades. As principais vias
de transmissan sao: relagan sexual desprotegida, contaminagaao
por sangue ou hemoderivados e a transmissac de mae para filho
durante o panao [2-4].

Medicos especialistas que trabalham nas Magaes Unidas (ONU)
relatam a ocorréncia diaria de aproximadamente 16,000 no-
vas infecgies, As Magdes Unidas relatam ainda que cerca de

ANEXO II: Manual de instru¢des de uso do
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para HIV-1/2, a linha roaorosa nao aparece na area do teste.
Emtodas os casos, a amostra continua a migrar na membrana
produzinds uma linha roxo/rosa na area de CONTROLE (C), o
que dernonstra o funcionaments adequado dos reagentes,

ESQUEMA DO TESTE:
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11,7 milhées de pessoas morreramn de AIDS emn todas as faixas
etarias nas décadas de 70 e 80, em todo o mundo [3.4]. Em
julhe de 1996 estimou-se um total global de 22 milhoes de
pessoas soropositivas; a epidemia de HV vem aumentando
rapidamerite |5].

O HWN é condituido por uma molecula de RMA, protegida por um
capsideo & um erwelope. O ervelope da HIV & o principal alvo
da resposta imune. & presenga do virus faz com gue o sisterna
imune dos pacientes produzm anticorpos anti-HN, A detecgan
destes anticorpos pode ser usada como uma ferramenta de
dimandstico.

O sisterna do teste Rapido HV-1,/2 - Bio-Manguinhos utiliza ant-
genos fixados para a detecgao de anticorpos para o HIV-1/2 em
soro, plasma ou sangue total, humanos. O Teste Rapido HIV-
1/2 - Bio-Manguinhos & um teste imunocromatografice mpido
de simples execugac. Ensaice de ELISA, Imunoflucrescéncia,
Western Blot, técnicas de PCR e diversos outros testes também
estio disponiveis para a detecgao do HIV-1,2 [6-10].

PRINCIPIO DO TESTE:

O Teste Rapido HIV-1/2 - Bio-Manguinhos empreaa uma
combinagao de uma proteina conjugada com particulas de
aura coloidal e antigencs de HV-1.2 ligados a uma fase solida
(membrana). A AMOSTRA é aplicada ao respectivo pogo (S5),
seguida pela adicao de umtampan de corrida. O tampao propi-
cia o fluso lateral dos componentes liberados, promovendo a
ligagac dos anticorpos aos antigenos, Os anticorpos presentes
{caso existam), se ligam as proteinas especificas conjugadas
ao ouro coloidal. Mo caso de uma amestra ser positiva o com-
plexo “imuno-conjugada” migra na membrana de nitrocelulose,
sendo capturadeo pelos antigenos fizados na area da TESTE (T)
e produzindo uma linha roxo/rosa. Ma auséncia de anticompos

Teste Rapido - HIV-1/2 - Bio-Manguinhos 9

Inconclusive

tlma linha roso/rosa deve sempre aparecer naarea de COMTROLE
{C), nao importando se a LINHA TESTE aparece ou nao. Caso
uma linha reofosa nao seja visivel na area de COMNTROLE(C),
a tesle deve ser considerado inconclusivo. Recomenda-se que
o teste seja repetido.

CONFIRMAGAC DE DESEMPENHO DO TESTE:

Ao término do teste, una linha roxo/iosa aparecera ra area de
CONTROLE (C), tanto nes amostras negativas quanto nas positivas.
Esta linha serve de contrale intermo, confirmande o desernpenho
adequado doteste.

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO:
O procedimenta do TESTE RAADO HV- 12 - BIO-MANGUINHOS

e a interpretagao dos resultados devern ser criteriosamente
seguidos. Este & um teste de triagem designado para detectar
anticorpos contra HIY-1/2 em soro, plasma ou sangue total,
humanas. Outres fluides corporis ou pool de soro ou plasma
cormbinados nao devern ser usados.

Para resultados reativos, a evaliagao clinica da situacao do pa-
dente deve ser realizada antes de um diagnogtico final ser feito.
O teste répida mao deve ser usado como dnico diagndstico para
a infecgao do HIV U m resultado nao reativo ndo exclui totalmente
a possibilidade da infeccao pelo HIV-1/2.
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7. Ler os resultados doteste 10minutos apas a adican de tampac.
Alguns resultados reativos podem aparecer erm mencs de 10 minu-
tos, mas sao necessancs 10 minutos para detectar um resultado
nao reativo. Ler os resultados em ambiente bern iluminadeo.

Obs: descartar a alga coletor, o suporte do teste e as luvas em
um recipiente para descarte de materiais de risco bioldgico.

LEITURA E INTERPRETAGAO:

Hao Reativo

{Im resultado nac reativo é indicade por uma linha roxofirosa
na area de CONTROLE (C), e

nenhuma linha colorida na area de ( » 8|
TESTE (T). Um resultado nac rea-

tivo indica que nac ha anticorpos

HIV-1/2 detectaveis na amostra do ™ -
individun, mas este resultado nao

exclui totalmente a infecgao por HIV

Reativo

Duas linhas rox/ross, uma na area de TESTE (T) & uma na area
de CONTROLE (C), indicam umre-

sultado reativa, A linha na drea de l ( 3 12
TESTE(T) pode ter aparéncia difer-

ente da linha na area de COMTROLE

(C). A intensidade da linha na area

de TESTE (T} varia de daro a muito

escura conformme a concentracao de

anticorpos especificos.

Meta: mesme uma linha muito clara nadarea de TESTE(T) deve
ser considerada um resultade reativo, U resultado reative deve
ser confirmado por Westem Blot, Imunoblot ou [Fl conforme
recomendactes do MS (Ministério da Saide).

B Teste Rapido - HIV-1/2 - Bio-Manguinhos

A qualidade dos resiltados obtidos com este conjunto
diagnastico depende do cumprimento ds boas praticas de
laboratario, tais como:

- as amostras, assim como outros insumos  devemn ser
estocados e manipulados adequadamente;

-oteste deve ser usadosomente para DIAGNOSTICO IN VITRO
e USO PROFISSIOMAL. O teste deve ser usado de acordo com
as instructes fornecidas no kit;

- homogeneizar as amostras antes de usar;

- utilizar equipamento de protecac individual (EPI), tais come:
luvas descartaveis e jaleco em todas as etapas do teste;

- desprezar suportes, ponteiras, lancetas, algas coletaras e luvas
em solugio de hipocloto de sddic a 2.5% ou dqua sanitdria;

- Ao usar os testes apas sua data de validade;

- nunca misturar componentes de lotes diferentes.

COLETA DE AMOSTRA:

O Teste Rapido HIV-1/2-Bio-Manguinhos ¢ realizado com soro,
plasma, cu sangue total, humanos.

Soro: o sora é obtida do sangue total coletado assepticamente
por pungao de veia com um tubo limpo sem anticoagulante,
Permitir que o sangue coagule a temperatura ambients. Cen-
trifugar o sanguea 2000 rpm durante 10 minutos & temperatura
ambiente. Separar o soro do codgulo para evitar hemislise.
Plasme: coletar o sangue total com anticoagulante, centrifugar a
2000 rprm durante 10 minutos e separar o plasma sobrenadante,
Sangue total: coletar o sangue nos tubes contendo EDTA, heparina
ou dtrato de sddio. Para sangue da ponita do dedo, furar o dedo e
desprezar a primera gota, Coletar a sequnda gota comaalga coletor
descartavel. Seguir as irstrugtes de procedimentos do teste,

As amcstras apresentam melhor desempenhio quando testadas
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MATERIAL FORNECIDO:
Identificacas Componentes Apresentacac
R-01 Suportes contendo antigenas de 20 suportes
HIV-1/2 e o conpgado de cumo
cololdal adsovidos em membranas
espechls
R-02 Tampao de Cormda 1 Fr. 5mL
R-03 Alcas coletoras descantdvers (5 pl) 20 algas
R-04 Lancetas estérels descartidvels 20 lancetas
R-06 Curathvo Adesivo Esténl 20 adeslvos

Manual de Instrucao de Uso

MATERIAL NECESSARIO MAS NAO FORNECIDO:

- Crondmetro

OBS: em caso de coleta de sangue do dedo, tambem é
necessAno:

- algodacs:

- aleool TR,

CONSERVACAO E ESTOCAGEM DO MATERIAL:

Manter & temperatura ambiente (ate 30°C).

Obs: em locais em que a temperatura ambiente ultrapasse
os 30°C, recomendamos conservar o kit em geladeira (2-8%C)
desde o recebimento do produteo.

ATENCAD: nunca congelar os kits,

CUIDADOS E PRECAUGOES:

Somente para uso ‘1N VITRO™

Egte conjunto  disgndstico contém  produtos  bioldaicos e
quimicos, podendo representar uma fonte de risco. Portanto,
ao manusear esse conjunto, observe as precaugoes de
bicsseguranca necessarias.

Teste Rapido - HIV-1,2 - Bio-Manguinhos T

imediataments apds a coleta, Mo caso des amostras de soro
ou plasma nao serem testadas imediatamente, estas devern ser
refrigeradas logo apds a coleta entre 2-8°C, podendo ser usadas
em até 3 dias. Se a realizagao do teste nao for possivel dentro deste
perodo, as amostres devern ser congeladas (-20°C cu abaixo).

PROCEDIMENTO DO TESTE:

Obs: Se a amostra a ser testada estiver refrigerada ou conge-
lada, permitir que esta alcance a temperatura ambiente antes
de ser testada.

1. Retirar o nimera de componentes dos kits TESTE RAPIDO
HIV-1/2 - BIO-MAMGUINHOS necessarios e coloca-los sobre
urmna superficie plana.

2. ldentificar o suponte do teste com o nome do individuo ou
seu nimero de identificagan.

3. Encostar a alga coletora de 5 gl no material a ser testado,
permitindo que a mesma s= encha com o liquido (soro, plasma
ou sangue). Alternativamente, se preferir, pode-se utilizar micro-
pipetas automaticas e ponteiras ajustadas para 5 ul.

Obs.: em caso de coleta de sangue da ponta do dedo, deve-se
utilizar a lanceta (inclusa no kit), de acordo com as instrugtes
de uso que as acompanharm.

4. Bequrando a alga coletora na vertical, encosta-la na area de
aplicagao da AMOSTRA (5) do supone para liberar ~ 5 ul. de
amostra.

5. Virar o frasoo de tampéo e manté-lo na vertical (sem inclinar) sobre
o pogn da AMOSTRA (5). Adidonar o mampdo lertamente, gota por
gota: 3 gotas (~ 120 ul) no pogo de aplicagan da AMOSTRA (S).
6. Deizar 10 minutos a temperatura ambiente. Caso nao haja
migragao apos 3 minutos, adicionar mais uma gota de tampao
de corrida.

Fonte: Documentac¢do Técnica de Bio-Manguinhos
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