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1. INTRODUCAO

Com o objetivo de avaliar a eficacia de produtos em conseguir reduzir a
atividade de virus, é utilizado ensaio virucida por contato direto da amostra com
as particulas virais. Esse ensaio utiliza cultivo de células para avaliar a viabilidade
das particulas virais e sua capacidade de se replicar na célula em cultivo. Assim,
€ possivel quantificar a presenca de particulas virais apés o contato com a
amostra.

Os coronavirus sado virus com genoma RNA pertencentes a familia
Coronaviridae. A subfamilia Orthocoronaviridae se divide em 4 género: Alpha,
Beta, Gamma e Deltacoronavirus. Ha seis espécies dentro destes géneros que
causam infeccbes em humanos. Neste ensaio utilizamos o betacoronavirus
(MHV-3), como modelo de particula viral pertencente a familia do SARS-CoV-2.

2. OBJETIVO

Avaliar o potencial da amostra em reduzir a Vviabilidade e
consequentemente a infectividade viral do betacoronavirus (MHV-3).

3. RELEVANCIA DO ESTUDO

As condi¢cbes experimentais utilizadas sdo aceitas e condizentes com as
metodologias aplicadas atualmente na comunidade cientifica internacional,
bem como a utilizagéo de células em condigbes adequadas de cultivo.

4. DESCRICAO DA AMOSTRA

Multi Sept HC Gel
Antisséptico Ambiente
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5. METODOLOGIA

5.1Cultura de células

Neste estudo foram utilizadas células L929, mantidas em cultivo com
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) com adicdo de suplementos, em
estufa a 37°C e 5% de CO2 e manipuladas dentro da capela de fluxo laminar.
Para o estudo, as células foram distribuidas em placas proprias para cultura em
monocamada.
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5.2Cultivo de virus

Foi utilizado o betacoronavirus (MHV-3) previamente titulado com objetivo
de determinar a quantidade de virus estoque. O titulo do virus no presente
ensaio foi de 10°° particulas virais.

5.3 Incubacéo da amostra com o virus

O virus foi inoculado em suspenséo para avaliacdo da amostra. A amostra
NV.1462.02 foi aplicado sobre a inoculacdo em suspenséao pelo tempo de 30
segundos e 2 minutos. Como controle positivo, foi utilizado &lcool 70%. Em
seguida, foi adicionado meio de cultura préprio para cultivo celular (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium com adicdo de suplementos) para realizar a
neutralizacéo e aplicado sobre a cultura de células para avaliar a viabilidade do
virus e potencial de replicacdo em células. O grupo controle do estudo foi
realizado com a inoculacdo das particulas virais com meio de cultura em
suspensao.

5.3Anélise dos resultados

Depois de tempo estipulado do contato do virus com o cultivo celular, a
titulacdo viral foi avaliada. As células foram avaliadas conforme mudancas de
morfologia, que sédo caracterizadas pelo efeito citopatogénico (ECP) causado
pelos virus em teste. As visualiza¢cdes destas mudancas em comparacao ao
controle celular indicam que ha replicacdo viral no periodo avaliado. Foi
realizada a comparacdo em logaritmos na base 10 de virus e foi realizada
relacdo com porcentagem de particulas virais presentes.

A metodologia do estudo foi validada internamente seguindo literatura
cientifica. Para considerar o estudo valido para avaliacdo antiviral da amostra, o
grupo exposicado ao virus deve apresentar titulacédo viral igual ou maior que 10°9.
A eficacia antiviral € considerada quando ha reducédo de 3 ou mais logaritmos
com exposicdo ao produto que esta relacionada a reducdao de 99,9% das
particulas virais. Para validacdo do estudo, o grupo controle positivo deve
apresentar 3 ou mais logaritmos de reducéo.

6. RESULTADOS

Apés a aplicacdo da amostra NV.1462.02 com as particulas virais de
betacoronavirus (MHV-3), essas foram expostas as células para observar a
viabilidade do virus e sua capacidade de se replicar. Nesse estudo, foram
avaliados os seguintes grupos:

1- Grupo controle celular: cultura de células sem presenca de particulas

virais;

2- Grupo exposicdo ao virus: cultura de células com a presenca de

particulas virais;
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3- Grupo NV.1462.02: cultura de células com a presenca de particulas virais
gue foram expostas ao produto NV.1462.02;
4-  Grupo controle positivo: cultura de células com a presenca de particulas
virais que foram expostas a alcool 70%;

No grupo exposicdo ao virus, foi observado efeito citopatogénico nas
células o que confirma a presenca de viabilidade e replicacéo viral. A titulacdo
observada para o grupo exposicéo ao virus foi de 10%>°. Com o contato de 30
segundos, foi observada a reducéo de 3,0 logaritmos pela amostra NV.1462.02
e pelo controle positivo o que esta relacionado a reducdo de 99,9% das
particulas virais. Com o contato de 2 minutos, foi observada a reducéo de 3,5
logaritmos pela amostra NV.1462.02 o que esté relacionado com a reducgéo de
99,96% das particulas virais. O grupo controle positivo demonstrou reducéo de
3,5 logaritmos em 2 minutos o que esta relacionado a reducéo de 99,96% das
particulas virais. O grupo controle celular demonstrou células viaveis. Esses
resultados validam o estudo e estdo apresentados na Tabela 1.

Tempo de Reducado em Porcentagem de
Grupo conFt)ato lo zfritmo reducao de
9 particulas virais
30 segundos 3,0 99,90%
NV.1462.02
2 minutos 3,5 99,96%
0,
Controle 30 segundos 3,0 99,90%
positivo 2 minutos 35 99,96%

Tabela 1. Resultados em logaritmo e porcentagem da reducédo de
particulas virais apds exposi¢cao aos grupos indicados.

7. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, é possivel afirmar que:
- A amostra NV.1462.02 reduziu 3,0 logaritmos estando relacionado a
reducéo de 99,9% a viabilidade do virus avaliado e, assim, apresenta

eficacia antiviral em 30 segundos de contato;

- A amostra NV.1462.02 reduziu 3,5 logaritmos estando relacionado a
reducéo de 99,96% a viabilidade do virus avaliado e, assim, apresenta
eficacia antiviral em 2 minutos de contato;
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8. PARECER

No estudo intitulado “ESTUDO IN VITRO DE ATIVIDADE ANTIVIRAL”
referente ao produto Multi Sept HC Gel Antisséptico, codigo NV.1462.02,
enviado pelo patrocinador TRILHA INDUSTRIA E COMERCIO LTDA, pode-se
concluir que:

O produto Multi Sept HC Gel Antisséptico, cédigo NV.1462.02,
demonstrou eficacia antiviral, pois reduziu em 99,9% a viabilidade do virus
avaliado em 30 segundos de contato.

Este relatdrio se destina exclusivamente a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria do Ministério da Saude e ao uso interno da empresa TRILHA
INDUSTRIA E COMERCIO LTDA. Nenhuma informacé&o deste relatério pode ser
divulgada em quaisquer veiculos de comunicacao sem autorizacao por escrito do
autor.

9. NOTAS

Os resultados aqui descritos sédo aplicaveis somente a(s) amostra(s)
testada(s), nas condicdes e concentracdes avaliadas neste estudo.
Os resultados apresentados sao exclusivamente obtidos de testes in vitro.
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