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1. Produto:
H-05: Biguanida e Quaterndrio de 52 geracao.

2. Virus testados: Coronavirus (cepa MHV), Género Betacoronavirus (mesmo
género e familia das espécies SARS-CoV-1, SARS-CoV-2/COVID19 e MERS).

Virus Linhagens Celulares
Coronavirus MHV célula: L929 NCTC clone 929 [L cell, L-929, derivative of
Strain L] (ATCC® CCL-1™)

3. Procedimento experimental:

a) Osensaios foram realizados em laboratdrio NB-2 (Biosafety Level 2) seguindo
as Recomendagdes da ANVISA Art. 1 e Art. 3 da IN 04/13 e IN 12/16 e
metodologias descritas nas normas (EN14476:2019, ASTM E1053 — 11 e do
Instituto Robert Koch — RKIl) e seguindo as “Boas Praticas de Laboratério”
(BPL).

O meio de cultura para virus e linhagens celulares foi utilizado o Meio
Essencial Minimo de Dulbecco (DMEM) contendo 2% a 10% de soro fetal

bovino.
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b) Atitulagdao do Coronavirus (Cepa MHV) foi realizada de acordo com o método
DICCso (Doses Infectantes de Cultivos Células 50%). DiluicGes sequenciais do
virus na base 10 foram realizadas em quadruplicata, em microplacas 96
orificios estéreis. A seguir foram adicionadas as células L929 com uma
concentracdo de 2 x 10° células/orificio. Apds 48 hs verifica-se o efeito
citopatico (ECP) da infeccdo viral, em comparagao com controle celular e
controle viral.

c) Inicialmente o produto “H-05" foi testado na linhagem celular para a
“Determinacdo da Dose Maxima Nao Toéxica”, para definir a concentracdo
gue nado causa toxicidade as células.

d) Apds, a amostra “H-05" na forma pura foi testada nos tempos “Imediato, 30
segundos, 1 minuto, 2 minutos, 1 hora e 2 horas”, e a cada tempo de agao o
virus foi homogeneizado e testado.

e) Para cada etapa e tempos de contato a mistura produto e virus foram
pipetadas 100 pL em microplacas (96 orificios) e tituladas até 108. A seguir
foram inoculadas 100 pL sobre as células permissivas com uma
concentracdo de 2 x 10° células/orificio e incubadas a 37°C em Estufa com
5% de CO; durante 48 hs.

f) Ostitulos foram calculados com base no método de Reed and Muench, 1938.
Os resultados sdao expressos em percentual inativagao viral (Tabela 1) em

comparac¢do com o controle viral (titulo do virus) ndo tratado.

Resumo/Controles:

* Negativo: controle celular (2x10° células/mL) em meio DMEM, sem virus e sem
amostra teste;

e Controle de virus: Titulacdo de virus (10 a 10'?) e cultura de células em meio DMEM;
¢ Teste positivo: presenca de virus, H-05 e linhagens celulares em meio DMEM.
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*Tabela 1 - Os resultados sao expressos em percentual de inativagdo viral em
comparagdao com o controle viral ndo tratado:

Log de Redugao Fator de Redugao Percentual de Inativacdo/Reducdo
1 10 90%
2 100 99%
3 1000 99,9%
4 10.000 99,99%
5 100.000 99,999%
6 1.000,000 99,9999%

https://microchemlab.com/information/log-and-percent-reductions-microbiology-and-antimicrobial-testing

4. Resultados:

Tabela 2: Resultados in vitro da a¢ao do produto “H-05“em diferentes tempos
sobre Coronavirus (Cepa MHV)

Produto Tempos Resultados em Percentual e
Atividade (Tabela 1) *
Coronavirus MHV

Imediato 99,9%

H-05 30 segundos 99,9%
(Biguanida e Quaternario 1 minuto 99,9%
de 52 geragdo) 2 minutos 99,9%

1dia 99,9%

2 dias 99,9%

5. Conclusoes:

O produto analisado mostrou inibi¢do viral.
e Considerando que houve inibicdo de 99,9% da contaminacdo viral, pode-se
concluir que o produto “H-05" foi eficaz nos tempos testados, e, portanto,

recomendamos o uso para o grupo Coronavirus e ao combate da COVID-19.

Prof. Dr. Clarice Weis-Arns (ID Lattes: 8635038112182716)
(Responsavel pelo Laudo)
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