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LAUDO TECNICO DE ACAO VIRUCIDA em até 4 Horas do PHITTA CREAM

(creme hidratante com protegio antisséptica para as maos) CONTRA VIRUS SARS.CoV2
VARIANTE BQ.1.1 (SARS.CoV2/BQ.1.1/human/Bra/SP-HIAE/ICB/11/2022

Empresa Solicitante: USE PHITTA CREAM LTDA

Lote bisnaga 80ml L.2411004 Val 11/26

PHITTA CREAM FORMULA QUALI QUANTI

INCI NAME ! FUNGAO
AGUA DEIONIZADA 77,85 Water 77,85 | 1732185 Solvente
Polyacrylamide 09775 | 9003-05-08 Formador de filme
Water 0,69 7732-18-5 Solvente
EMULFIT413 230 C13-14 Isoparaffin 0575 | 246538794 Emoliente
30559787
Laureth-7 00575 | 68439-50-9/ Emulsionante
9002-92-0
OLEO MINERALUSP 70 | 1,00 PARAFFINUM LIQUIDUM o | B2 Emulsionante
ALCOOLETILICO 96 18,00 ALCOHOL 18,00 64-17-5 Antimicrobiano
CHEMYNOLF 0,80 Phenoxyethanol 0,80 122:99-6 Conservante
PHTALOX 0,05 FERRIC 005 | 71667293
’ TETRACARBOXYPHTHALOCYANIN Condicionador da Pele

Virus testado: VIRUS SARS.CoV2 VARIANTE BQ.1.1 ( SARS.CoV2/BQ.1.1 /human
/Bra/SP-HIAE/ICB/11/2022);

ETAPA 01

Material recebidos para teste de inibicao viral:
LOTE BISNAGA 80ML L.2411004 VAL 11/26

Os experimentos foram realizados no Laboratorio NB-3 (Biosafety Level 3) no Departamento de
Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo, que segue todas as

normativas de Biosseguranga da OMS — Organizacdo Mundial da Satde ( https://www.who.int » csr >

BisLabManual3rdwebport ) e obedece as Boas Praticas de Laboratério (BPL).

[DILUICAD SERIADA |
|creme [a4mL |2mL [2mL [2mL JamL [2mL

§ BRUU.

Meio de cultura: Nada 2mL 2mL 2mL 2mL
Antes do virus/meio: Puro 1/2 1/4 1/8 1/16
Depois do virus/meio: 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32
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Utilizou-se cultura de células Vero CCL-81 semeadas 1x10° células/pogo em placa de 24 orificios e
virus SARS.CoV2/BQ.1.1/human/Bra/SP-HIEA/ICB/11/2022 (sem nimero de acesso Genebank) na
concentra¢do 1x10° TCIDso/mL.

Os testes para avaliar a atividade virucida foram feitos de acordo com a Normativa EN 14476:2013-

A2:2019 como Método Padrio para avaliar a atividade de desinfetantes e antissépticos.

ETAPA 02

Dois experimentos foram realizados: teste de eficacia de inativagdo do SARS-CoV-2 e teste de
citotoxicidade (propriedade nociva de uma substancia capaz de inibir a proliferagdo celular ou causar danos
e lesdes as células, que as levam a morte ou perda de suas fungdes).

Os cremes foram utilizados em tres diferentes diluicdes: 1/2, 1/4 e 1/8. Em uma das duplicatas foi
adicionado 3 mL de SARS-CoV-2, denominado “mix-V” (mix virus) e nas outras duplicatas foi adicionado
3 mL de meio DMEM puro, denominado “mix-C” (mix citotoxicidade - sem virus). Também foram
realizados controle positivo (virus sem nenhum tipo de produto) e controle negativo (meio de cultura sem
nenhum tipo de produto e auséncia de virus). Todos os tubos foram agitados em “vortex” e incubados por 1
hora em temperatura ambiente.

Em uma placa de 24 orificios foram inoculados 50 pL do “mix-V” de cada amostra em duplicata
para determinacdo da eficacia de cada dilui¢do dos cremes. E em outra placa, seguindo o mesmo padrao, foi
realizado o experimento de citotoxicidade (mix-C) de acordo com os esquemas apresentados nas Figuras 01
e 02. O experimento foi repetido nos tempos de 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 3 horas ¢ 4 horas do inicio da
incubacio.

Figura 01: Placa “mix-V” - Representagio esquematica do teste de inibigdo do virus SARS-CoV-2

Bisnaga Lote 2411004 Bisnaga Lote 2411004

Diluicdo 1/2 Diluicdo 1/2

Bisnaga Lote 2411004  Bisnaga Lote 2411004

Diluicdo 1/4 Diluicdo 1/4

Bisnaga Lote 2411004  Bisnaga Lote 2411004

Diluicdo 1/8 Dilui¢do 1/8

Controle negativo Controle positivo
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Figura 02: Placa “mix-C” - Representagdo esquemética do teste de citotoxicidade do PHITTA CREAM (creme
hidratante com protegdo antisséptica para as maos)

Bisnaga Lote 2411004  Bisnaga Lote 2411004

Diluicdo 1/2 Diluicdo 1/2

Bisnaga Lote 2411004  Bisnaga Lote 2411004

Diluicdo 1/4 Diluicdo 1/4

Bisnaga Lote 2411004  Bisnaga Lote 2411004

Diluicdo 1/8 Diluicdo 1/8

Controle negativo Controle positivo

Apods a inoculagio a placa foi mantida por 30 minutos em estufa a 37°C com atmosfera de 5%

CO2, com agitagao a cada 10 minutos para adsorcao viral (placa “mix-V”) e efeito citotoxico (placa “mixC”).
Apos o periodo de adsor¢do o indculo foi retirado e as placas foram observadas em microscdpio Optico para
determinacdo da integridade do tapete celular e assim observar se ha efeito de citotoxicidade nos cremes
testados. Neste experimento apenas a diluicdo 1/2 dos produtos causaram a perda da borda do tapete celular,
mas o tapete se recuperou durante o periodo de incubagdo. Nas demais diluicdes ndo houve observagdo de
mudangas morfoldgicas no tapete celular apés o periodo de adsor¢do. Em seguida, os pocos foram
completados com 1mL de meio de cultura (DMEM) suplementado com 2,5% de soro fetal bovino. As placas
foram mantidas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO2 por 72 horas em cdmara imida. Foi
denominado como “inéculo” 200 pl de virus (1x10° TCIDso/mL) adicionado em 270ul de “binding

Solution” e armazenado até o momento da realizagdo de Real-Time RT-PCR.
ETAPA 03

Apo6s 72 horas de incubacdo, as placas foram observadas novamente em microscopio Optico. No
teste de citotoxicidade a observagdo ¢ realizada para verificacdo da integridade do tapete celular em
comparagdo com o controle negativo. Ja no teste viral ¢ feita a determinacao de inibicdo de efeito citopatico
(mudancas morfoldgicas na célula hospedeira causadas pelo virus inoculado) comparado com o controle
positivo. Logo apds a andlise microscopica, foi coletado 200ul do sobrenadante de cada orificio e adicionado
em 270ul de Binding Solution para realizagcdo de Real-Time RT-PCR. Apds a coleta a placa foi fixada e
corada com Naphtol Blue Black (Sigma-Aldrich).
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Figura 03: Leitura da Placa “mix-C” (teste de citotoxicidade) apds 72 horas. Observacdo de pogos que receberam

produtos (creme) em comparacio com o controle negativo, representada com cruzes.

Bisnaga Lote 2411004  Bisnaga Lote 2411004
Diluigdo 1/2 ok Dilui¢do 1/2 ok

Bisnaga Lote 2411004 Bisnaga Lote 2411004
Diluigdo 1/4 ok Diluicdo 1/4 ok

Bisnaga Lote 2411004  Bisnaga Lote 2411004
Diluigdo 1/8 ok Dilui¢do 1/8 ok

Controle negativo

Legenda: x - tapete celular integro com presenga de pouquissimas células mortas; xx - tapete celular integro com
presenca de algumas células mortas; xxx - tapete celular com células aderidas, porém com muitas células mortas; xxxx

- poucas células aderidas e presenca de muitas células mortas.

Figura 04: Leitura da Placa “mix-V” (teste viral) apos 72 horas. Comparagio de pogos que receberam produto (creme)

em comparacao com o controle positivo.

Bisnaga Lote 2411004 Bisnaga Lote 2411004
Dilui¢do 1/2 Negativo Dilui¢do 1/2 Negativo

Bisnaga Lote 2411004 Bisnaga Lote 2411004
Diluicdo 1/4 Negativo Diluicdo 1/4 Negativo

Bisnaga Lote 2411004  Bisnaga Lote 2411004

Diluicdo 1/8 Dilui¢do 1/8
Reduc¢ao ECP Reduc¢ao ECP
Controle negativo Controle positivo

Positivo xxxx

Legenda: Positivo- presenca de ECP no tapete celular na mesma intensidade do controle positivo (“xxx”); Negativo-
auséncia de ECP no tapete celular; Reducdo ECP- redugido no ECP quando comparado com o controle positivo; A
quantidade de cruzes representa a intensidade de efeito citopatico comparado com o controle positivo representado
com intensidade 4 (“xxxx”). Observagdo: O efeito de citotoxicidade pode ser muito parecido com o efeito citopatico

causado pelo virus, podendo ser feita a diferenciagdo quando analisado os resultados de Real-Time RT-PCR.

ETAPA 04

Os sobrenadantes de cada tempo de incubacdo ( em até 4 horas) foram coletados apds 72h foram
submetidos a Real-Time RT-PCR para detec¢do do virus SARS-CoV-2. A extracdo do material genético foi
realizada utilizando sistema automatizado NucliSENS® easyMag® (BioMerieux, Lyon, France), seguindo
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as instrugdes do fabricante. A deteccdo do RNA viral foi realizada utilizando o Kit AgPath-ID One-Step
RTPCR Kit (Applied Biosystems Inc., EUA) em maquina de PCR em Tempo Real 7500 (4pplied Biosystems,

Weiterstadt, Germany), de acordo com protocolo, com “primers” e sonda especificos para SARS-CoV-2.

Os resultados de RT-PCR, representados por copias de RNA/mL e porcentagem de inibi¢do estdo
representados na Tabela 5. O experimento foi repetido nos tempos de 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 3 horas e

4 horas do inicio da incubagao.

Tabela 05: Numero de cépias de RNA/reacio e porcentagem de inibi¢do viral de teste de inibicio do

SARS.CoV2/BQ.1.1/human/Bra/SP-HIAE/ICB/11/2022.

Amostra em duplicata Nimero de Reducdo  Citotoxici  Namero  Reducdo (%)  Citotoxici
copias/reacao (o) dade de dade
copias/r
eacio
Bisnaga Lote 2411004 1,50E+01 100 Neg 1,59E+0 100 Neg
Diluicie 1/2 1
Bisnaga Lote 2411004 2,50E+01 100 Neg 1,87E+0 100 Neg
Diluicdo 1/4 1
Bisnaga Lote 2411004 1,60E+01 100 Neg 1,62E+0 100 Neg
Diluicdo 1/8 1

Legenda da citotoxicidade - Observagdo em microscopio dptico apos 72 horas em comparagio com o controle negativo: x - tapete celular

integro com presenga de pouquissimas células mortas; xx - tapete celular integro com presenga de algumas células mortas; xxx - tapete celular com

células aderidas, porém com muitas células mortas; xxxx - poucas células aderidas e presenga de muitas células mortas.

CONCLUSAO

Com base na observaciao de efeito citopatico, citotoxicidade e comparacio de resultados de Real-Time
RT-PCR obtivemos as seguintes porcentagens de inibi¢do dos virus SARS.CoV2/BQ.1.1/human/Bra/SP-

HIAE/ICB/11/2022); O experimento foi repetido nos tempos de 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 3 horas e 4
horas do inicio da incubacgao. (tabela 6):
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Tabela 06: Resultado do teste de inibi¢iio viral de PHITTA CREAM (Bisnaga Lote 2411004 ) contra SARS-
CoV-2 e outros virus.

100% de redugdo viral em até 4 horas de incubagdo

Phitta Cream Bisnaga Lote 2411004 - Diluigso 1/2

100% de redugdo viral em até 4 horas de incubagdo

Phitta Cream Bisnaga Lote 2411004 - Diluigio 1/4

100% de redugdo viral em até 4 horas de incubagdo

Phitta Cream Bisnaga Lote 2411004 - Diluicso 1/8

A quantificacdo da citotoxicidade ¢ realizada de forma ocular em microscopio dptico em comparagdo com o controle
negativo e é representada com cruzes. Quando ha uma cruz (x) é considerada leve, ou seja, o tapete celular esta integro,
mas existe a presenca de pouquissimas células mortas. Se ha duas cruzes (xx) € considerada baixa citotoxicidade, onde
o tapete celular estd integro com presenca de algumas células mortas. Na presenga de trés cruzes (xxx) considera-se
citotoxicidade moderada, no tapete celular ha células aderidas, porém com presenca de muitas células mortas. E por
ultimo, na observacdo de quatro cruzes (xxxx), a citotoxicidade é considerada elevada, pois ha poucas células aderidas

e presenca de muitas células mortas.
Estamos a disposicao para maiores informacdes.

Sao Paulo, 05 outubro de 2025
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Prof. Dr. Edison Luiz Durigon Dra. Danielle B. L . Oliveira
Prof. Titular Pesquisadora Colaboradora ICB
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