%\3 DEPARTAMENTO DE

“.4MICroBiologia
a"’:. UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Laboratério de Virologia Clinica e Molecular (LVCM)
Instituto de Ciéncias Biomédicas Il
Av. Prof. Lineu Prestes, 1374 — CEP: 05508-900 - Sdo Paulo, SP - Brasil
fone: 5511- 3091.7293 e-mail: eldurigo@usp.br

1/5

LAUDO TECNICO DE ACAO VIRUCIDA

Empresa solicitante: USE PHITTA CREAM LTDA
l?rodutos testados: Gel creme PHTALOX 0,05%, Gel creme PHTALOX 0,25%, Alcool gel controle 70%,
Alcool gel controle 46,8%.

Virus testado: Coronavirus cepa SARS-CoV-2 (COVID-19)

PROCEDIMENTO

ETAPA 01

O experimento foi realizado no Laboratéorio NB-3 (Biosafety Level 3) no Departamento de
Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo, que segue todas as
normativas de Biosseguranga da OMS — Organizagdo Mundial da Satde ( https://www.who.int » csr >
BisLabManual3rdwebport ) e obedecendo as Boas Praticas de Laboratorio (BPL).

No experimento foi utilizada Epiderme Humana Reconstruida (SkinEthicTM RHE) da empresa
EPISKIN (figura 1); Cultura de células Vero CCL-81 semeadas 1x10° células/po¢o em placa de 24 orificios;
Virus SARS.CoV2/human/Bra/SP02cc/2020 (nimero de acesso Genebank MT350282) na concentragdo 1x10°
TCIDso/ mL.

Figura 1: A) SkinEthicTM RHE - Epiderme humana reconstruida in vitro a partir de queratinocitos humanos cultivados em uma membrana de
policarbonato em um meio quimicamente definido. B) Corte histologico da SkinEthicTM RHE. A epiderme reconstruida é histologicamente
semelhantes a epiderme humana in vivo.
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ETAPA 02

As culturas de SkinEthicTM RHE foram recebidas no laboratorio 24 horas antes do experimento. Cada
“transwell” foi retirado do meio sélido, transferido para placa de 24 orificios em meio de manutencado liquido
e mantidos em estufa a 37°C com atmosfera de 5% CO2. No mesmo dia, placas de 24 orificios com células

Vero CCL-81 foram semeadas e mantidas na mesma temperatura e condi¢ao atmosférica.

ETAPA 03

Foram analisados nove produtos com diferentes tempos de agdo. O creme USE PHITTA CREAM 0,05%
e creme USE PHITTA CREAM 0,25% ¢ os dois tipos de Alcool Gel 70% e Alcool Gel 46,8% foram
investigados em cinco tempos de a¢do diferentes (5 minutos, 1 hora, 2 horas, 3 horas e 4 horas).

Os transwells com SkinEthicTM RHE foram tratados com uma camada de produto teste e apds o tempo
determinado acima, foi adicionado 30ul da solugdo viral na superficie da SkinEthicTM RHE tratada.

Depois de 30 minutos, o sobrenadante foi retirado do franswell e inoculado em cultura de células.

Apds a inoculagio a placa foi mantida por 30 minutos em estufa a 37°C com 5% de CO2 para adsor¢do viral.
Ap0s esse periodo, as placas foram observadas em microscopio Optico para verificagdo da integridade do
tapete celular, para determinacao de citotoxicidade do produto testado. Foi denominado como indculo, 200ul
de solugdo viral (1x10° TCIDso/mL) adicionada em 270ul de “Binding Solution” e armazenado até o momento
da realizacdo de Real-Time RT-PCR de todas as amostras do experimento. Em seguida, os pogos foram
completados com 600ul de meio de cultura (DMEM) suplementado com 2,5% de soro fetal bovino. A placa

foi mantida em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO2 por 72 horas em cAmara timida.

ETAPA 04

Apds 72 horas de incubacdo, as placas foram observadas novamente em microscopio Optico para
verificacdo da integridade do tapete celular em comparagdo com o controle negativo. E para a determinagao
de inibicdo de efeito citopatico (mudancas morfoldgicas na célula hospedeira causadas pelo virus inoculado)
o tapete celular foi comparado com o controle positivo. Logo apos a andlise microscopica, foi coletado 200ul
do sobrenadante de cada orificio e adicionado em 270ul de Binding Solution para realizagdo de Real-Time RT-

PCR. Apbs a coleta a placa de células foi fixada e corada com Naphtol Blue Black (Sigma-Aldrich).
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Os sobrenadantes coletados ap6s 72h foram submetidos a Real-Time RT-PCR para detec¢do do virus
SARS-CoV-2. A extragdo do material genético foi realizada utilizando sistema automatizado NucliSENS®
easyMag® (BioMerieux, Lyon, France), seguindo as instrugdes do fabricante. A detec¢do do RNA viral foi
realizada utilizando o Kit AgPath-ID One-Step RT-PCR Kit (Applied Biosystems Inc., EUA) em maquina de

PCR em Tempo Real 7500 (Applied Biosystems, Weiterstadt, Germany), de acordo com protocolo, “primers”

e sonda para identificacdo do gene E viral (Corman et al., 2020).

Os resultados de RT-PCR, representados por copias de RNA/mL e porcentagem de inibicdo estdo

representados na Tabela 01.

Tabela 01:Tempo de acdo do produto, identificacdo da amostra, observagdes do tapete celular, observagdo de efeito citopatico,

numero de copias de RNA/reacdo e porcentagem de inibi¢do viral de teste de inibicdo do SARS-CoV-2.

Tempo
de acdo

5 min

5 min

1 hora
1 hora
2 horas
2 horas
3 horas
3 horas
4 horas

4 horas

Amostra

Alcool Gel
70%
Alcool Gel
46,8%
Alcool Gel
70%
Alcool Gel
46,8%
Alcool Gel
70%
Alcool Gel
46,8%
Alcool Gel
70%
Alcool Gel
46,8%
Alcool Gel
70%
Alcool Gel
46,8%

Observagao do
Tapete celular

Imedia
ta

células
soltas
células
soltas
células
soltas
células
soltas
células
soltas
células
soltas
células
soltas
células
soltas
células
soltas
células
soltas

Apods
72
horas
Recup.
Recup.
Recup.
Recup.
Recup.
Recup.
Recup.
Recup.

Recup.

Recup.

Efeito
citopatico

auséncia
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX

XXX

Duplicata A
it s
rea¢ao (%)
7,01E+00 100,00
8,51E+06 46,44
8,51E+06 46,44
2,24E+07 35,79
3,07E+07 11,97
2,24E+07 35,79
2,24E+07 35,79
8,51E+06 46,44
3,07E+07 11,97
2,74E+07 21,47

Duplicata B
Numero
de Redug
coépias/  do (%)
reagao
1,68E+01 100,00
5,18E+06 67,41
5,18E+06 67,41
2,28E+07 34,49
2,31E+07 33,60
2,28E+07 34,49
2,28E+07 34,49
5,18E+06 67,41
2,31E+07 33,60
2,65E+07 24,06

Redugdo
média
(%)
100,00
56,92
56,92
35,14
22,79
35,14
35,14
56,92
22,79

22,76
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Creme
S5min PHTALOX ok ok auséncia 5,81E+01 100,00 5,14E+01 100,00 100,00
0,05%
Creme
S5min PHTALOX ok ok auséncia 1,78E+01 100,00 3,83E+01 100,00 100,00
0,25%
Creme
lhora PHTALOX ok ok auséncia 3,09E+01 100,00 1,15E+02 100,00 100,00
0,05%
Creme
lhora PHTALOX ok ok auséncia 1,70E+02 100,00 9,04E+01 100,00 100,00
0,25%
Creme
2horas PHTALOX ok ok XX 2,33E+06 93,32 2,01E+06 95,63 94,47
0,05%
Creme
2horas PHTALOX ok ok X 3,15E+06 90,96 2,61E+06 92,51 91,73
0,25%
Creme
3horas PHTALOX ok ok auséncia 1,73E+01 100,00 1,03E+02 100,00 100,00
0,05%
Creme
3horas PHTALOX ok ok X 3,68E+05 98,94 7,29E+05 97,91 98,43
0,25%
Creme
4horas PHTALOX ok ok auséncia 2,49E+02 100,00 1,25E+02 100,00 100,00
0,05%
Creme
4horas PHTALOX ok ok X 2,02E+05 98,73 2,75E+06 97,77 97,25
0,25%
3,49E+
07
5,18E+
04

Legenda: Recup.: tapete celular recuperado.

Controle Positivo

Indculo

Laboratério de Virologia Clinica e Molecular - LVCM
Departamento de Microbiologia - Instituto de Ciéncias Biomédicas / USP



Time RT-PCR obtivemos as seguintes porcentagens de inibi¢do do virus SARS-CoV-2 (Tabela 2).

ETAPA 06 - CONCLUSAO
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Com base na observacdo de efeito citopatico, citotoxicidade e comparagdo de resultados de Real-

Tabela 02: Resultado do teste de inibi¢do viral de SARS-CoV-2

5min %
Alcool Gel 70%
5min p
Alcool Gel 46,8%
lhora ;
Alcool Gel 70%
lhora .
Alcool Gel 46,8%
2 horas ;
Alcool Gel 70%
2 horas Alcool Gel 46,8%
3 horas .
Alcool Gel 70%
3 horas .
Alcool Gel 46,8%
4 horas ;
Alcool Gel 70%
4 horas .
Alcool Gel 46,8%
5min
Creme PHTALOX 0,05%
5min
Creme PHTALOX 0,25%
lhora
Creme PHTALOX 0,05%
lhora
Creme PHTALOX 0,25%
2horas
Creme PHTALOX 0,05%
2horas
Creme PHTALOX 0,25%
3horas
Creme PHTALOX 0,05%
3horas
Creme PHTALOX 0,25%
4horas
Creme PHTALOX 0,05%
4horas

Creme PHTALOX 0,25%

100% de redugao viral
Média de 56% de redugdo viral
Média de 56% de redugdo viral
Média de 35% de redugdo viral
Média de 22% de redugdo viral
Média de 35% de redugdo viral
Média de 35% de redugdo viral
Média de 56% de redugdo viral
Média de 22% de redugdo viral
Média de 22% de redugdo viral
100% de redugao viral
100% de redugao viral
100% de redugao viral
100% de redugao viral
Média de 94% de redugdo viral
Média de 91% de redugdo viral
100% de redugao viral
Média de 98% de redugdo viral
100% de redugao viral

Média de 97% de redugdo viral
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Estamos a disposi¢do para maiores informagoes.

Sao Paulo, 10 de outubro de 2023

\ "
e Ugpal—
Prof. Dr. Edison Luiz Durigon Dra. Danielle B. L . Oliveira
Prof. Titular Pesquisadora Colaboradora
ICB II - USP ICB II-USP
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