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1. INFORMACOES DA SUBSTANCIA TESTE

Substincia teste substiincia teste
DESINFETANTE BLANCO
_Data recebimento: 10/12/2005 .
| Data término do ensaio: 02/052006
Composigio declarada pelo | Agua gsp 100% 95,416 %
patrocinador Barguat 42502 lote G 4223385(Cloreto de
dimetilbenzil amdnio 25% + Cloreto de
dimetiletilbenzil amdnio 25%) (0,500 %a
EDTA tetrassodico 0,200 %
Alcool etilico 2,000 %
Nonilfenol etoxilado 9.0 MOE 1,200 %
Fragrincia 0,500 %a
Corante Vermelho CI 14.720 sol. 1% 0,084 %
Corante Azul Reafix CI142.090 sol. 1% 0.100 %
Origem da Substincia teste | OLEAK INDUSTRIA E COMERCIO LTDA
Namero da amostra do | LVA-AVI17
Laboratorio IB-UNICAMP

2, MATERIAL E METODOS

Antes da avaliagio antiviral propriamente dita, foi verificado o efeito toxico dos
extratos utilizados para a cultura de células por dois métodos: a alteraciio da
morfologia celular, com a determinagio da concentragio mixima nflo 16xica
(CMNT) e a captagio do vermelho neutro como medida da viabilidade, com
determinagio da dose citotoxica para 50% das células em cultura (DICCsp),

Foram utilizados dois cultivos celulares de linhagens continuas. VERO (células
derivadas de rim de macaco verde) e CER (Chicken Embryo Related). As células
foram inoculadas em placas de 96 orificios adicionando 50 ul de células com uma
concentragiio de 1,5 a 3,0 x 10" células/orificio, logo a seguir foi adicionado o
desinfetante diluido em meio minimo essencial de Eagle (MEM), acrescido de 2%
de soro fetal bovino (SFB - Sigma Chemical Company), puro, ¢ em diferentes
concentragdes (0,5% a 5%). As placas foram incubadas por 72 hs em incubadora a
37" e 5% de COy. A leitura foi realizada 24, 48, 72 horas apos a inoculagio para a
observagio do limite do efeito tdxico do desinfetante,

Apés a determinagiio da CMNT, foram iniciados os experimentos para a avaliagio
da atividade antiviral. Foram adicionadas 50 pl das diferentes concentragdes da
substincia teste DESINFETANTE BLANCO (0,5% a 5%) ¢ 50 ul dos diferentes
virus no tubo de eppendorf”, homogeneizados e inoculados 50 pl na placa de 96
orificios nas diluighes de 107 a 107" (05 virus e a substincia teste foram avaliados




com quatro repetigdes). Apos | hora de incubacio (adsorclio virustdesinfetante)
foram adicionados 100 ul de célula por orificio. As placas foram incubadas por
diferentes periodos (dependendo dos virus) em estufa a 37° a 5% de CO.. O controle

da reagiio foi realizado com as células ¢ MEM e a titulagio dos virus sem o produto
desinfetante.

Apos este periodo as placas foram avaliadas microscopicamente para a avaliagio do
Efeito citopatico (CPE), este efeito € produzido através da infecgdo litica das células
pela replicagio viral do virus citopatogénico no qual as células sio mortas ou
alteradas.

0 efeito antiviral foi calculado pelo método de Reed & Muench (1938) que é
amplamente utilizado por ser um método simples e rapido. A avaliagio ¢ visual
atraves da observagio em microscopio dos orificios e verificagdo da ocorréncia do
Efeito Citopatico (CPE) ou ndo., Considerando resultado negativo a ocorréncia de
CPE e positivo quando niio apresentar o CPE isto &, o desinfetante inibiu a agfo viral
sobre a célula. O calculo da dose infectante 50% (DICC ), isto é a dose que
apresentia CPE em 50% das culturas na mesma diluico viral,

3. RESULTADOS E CONCLUSAQ

0 objetivo do teste foi avaliar o potencial ANTIVIRAL da substincia teste
DESINFETANTE BLANCO frente a diferentes grupos de virus RNA, Envelopados
como o Herpesvirus ¢ o HIV, ou seja, se o produto em andlise era capaz de impedir a
multiplicagiio do virus in vitro. Como todo o teste foi realizado em cultivo celular
(para que ocorra a replicagio do virus) foi realizado um teste preliminar para a
determinacdo da concentragiio méxima nfio toxica (CMNT). O produto teste (com as
diferentes concentragbes de 0,5% a 5%) foi adicionado ¢ homogeneizado aos virus
(v/v) e logo a seguir foi realizada a titulagiio dos mesmos na diluigio de 10" a 10",
Os resultados mostraram que o produto DESINFETANTE BLANCO foi 100%

eficiente na concentragiio de 5% para ambos os grupos de virus testados,

» Foi realizada uma titulagio do homogeneizado (virus e do
DESINFETANTE BLANCO nas diferentes concentragdes) na diluigio
de 10" a 10" com quatro repetiges.

¢ A melhor concentragio do produto testado foi de 5% com uma redugiio
total da atividade viral (100%), ou seja nio houve multiplicagio dos virus
frente ao produto testado nesta concentragiio.

* A substincia teste DESINFETANTE BLANCO mostrou ser eficiente
contra virus com o genoma RNA. Envelopado (com envelope),

concluindo que o mesmo € eficiente para os grupos como herpesvirus e
HIV.



e Na determinagio da conceniragio maxima ndo toxica (CMNT) onde
foram testadas diferentes concentragdes do produto desinfetante aplicada
nos cultivos de eélulas de linhagem, a substincia teste DESINFETANTE
BLANCCO mostrou ser woxico em cultivos de células de linhagem (VERD
e CER).

De acordo com a metodologia otilizada a substincia teste DESINFETANTE
BLANCO foi considerada eficiente como desinfetante de uso em geral.
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