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Determinacao da Atividade Antivirica de Laminados SURFORMA

Enquadramento

A Organizacgao Internacional de Padronizacao desenvolveu a norma ISO 21702:201S, “"Measurernent of
antiviral activity on plastics and other non-porous surfaces’ com o intuito de padronizar a medicao da
atividade antivirica superficies tratadas pldsticas e nao porosas (1).

O Laboratdrio de Biotecnologia Médica & Industrial (LaBMI), é um laboratdrio integrado na Rede Nacional
de Laboratorios COVID-19 reconhecido a 13 de Julho de 2020 pelo Instituto Nacional de Satude Doutor
Ricardo Jorge (INSA) encontrando-se registado na Entidade Reguladora da Satde (ERS) com o niimero
E150638 como laboratorio de Andlises Clinicas.

Objetivos

Determinar a capacidade antivirica dos laminados antivirais SURFORMA.

Finalidade

Fornecer uma andlise quantitativa da capacidade antivirica de diferentes laminados SURFORMA.

Materiais e hioldgicos

= MultiSkan Ascent, Thermo Fisher, Massachusetts, EUA;

= Microscapio XL Core, Thermo Fisher, Massachusetts, EUA;

= |ncubadora PCHbi, MCO-170AIC-PA

»  gqTOWER?touch, Analytik Jena GmbH, Alemanha;

= [ab-Aid 824 Nucleic Acid Extraction System, ZeeSan, Ching;

= MTT [3- (4 5-dimetiltiazol-2-il) -2, 5-hrometo de difenil tetrazdlio;

= | DH, Desidrogénase do lactato

= DMSO (dimetil sulfoxido);

»  DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium),

= Mistura de antibioticos e antimicotico,

= MTV (meio de transporte universal de virus);

= FBS(soro fetal de bovino);

= Meio SCDLP - Soybean Casein Digest Broth with Lecithin Polyoxyethylene Sorbitan
Monooleate (Meio de lavagem);

= (élulas CaCoel - Colorectal adenocarcinoma:
= |solado clinico de SARS-CoV-2.
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Métodos

Aplicacao da 1S0 21702:2019, tendo em atencdo as seguintes etapas:

M1 Expansao do virus e determinagao do titulo;

M2 Efeito citotéxico do meio de lavagem (SCDLP) nas células hospedeiras;

M3 Sensibilidade do virus ao meio de lavagem;

M4 Andlise cinética da atividade antivirica dos laminados antivirais SURFORMA (O minutas, 10 minutos,
30 minutos e 4 horas);

Além da aplicacao das medidas da referida 1SO 21702:2019 foram realizadas ainda as seguintes andlises:

M5 Determinacao da carga viral por PCR (polymerase chain reaction) quantitativa em tempo real (QRT-
PCR) ao final de O minutos, 10 minutos, 30 minutos e 4 horas.

Resultados

M1 Expansao do virus e determinacao do titulo

0 virus SARS-CoV-2 foi expandido numa linha celular de CaCo-2. Brevemente, o virus foi inoculado na
linhas celular em microplacas de fundo plano de 96 pocos com uma densidade de 2x10° células/mL em
meio DMEM suplementado com 10% de FBS com antibioticos até atingir um estado de subconfluéncia.
Nesta fase as CaCo-2 foram infetadas com estirpes clinicas de SARS-CaoV-2 obtidas apos filtragao a 0,2
um do meio de transporte universal de virus (MTV). A incubacao foi realizada numa incubadora com 5% CO:
a 37°C por um perfodo entre 3 e 4 dias.

A determinacao do titulo do SARS-CoV-2 foi determinado por PCR em tempo real quantitativo (RT-PCR).
O RNA foi extraido num sistema automatico e posteriormente o SARS-CoV-2 foi quantificado por analise
do gene da nucleocdpside (gene N). Foram preparadas aliquotas de SARS-CoV-2 com uma quantidade de
aproximadamente de 1x10° particulas/mL.

M2 Efeito citotéxico do meio de lavagem (SCDLP) nas células hospedeiras

Os laminados antivirais SURFORMA serao inoculados com virus. A remocdo do virus da superficie sera
promovida com um agente que devera nao interferir com a atividade do virus nem com a da célula
hospedeira. Outra propriedade desta solucao de lavagem deve ser a nao interferéncia nos efeitos dos
laminados antivirais SURFORMA sobre a viabilidade viral. De acordo com a norma, 0 primeiro meio a ser e
gue deve corresponder as expectativas mencionadas deve ser o Meio SCDLP.

Os nossos resultados indicam que este meio nao interfere com as atividades celulares das células
hospedeiras ao SARS-CoV-2 (células CaCo-2) quando tratados com SCDLP (Figura1).
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Efeito citotoxico do meio SCDLP
sobre as células CaCo-2

120

100 -

Atividade metabélica (%)
(MTT)

CaCo2 DMEM CaCo2 DMEM CaCo2 DMEM CaCo2 DMEM
SCDLP SCDLP-LAVS SCDLP-LAV5S
Figura 1: Efeito citotdxico do meio SCDLP em CaCoe. DMEM — meio de cultura das células. SCDLP — meio de remogdo dos virus
dos laminados antivirais SURFORMA. LAVS - laminados antivirais SURFORMA. LAV5S - laminados antivirais SURFORMA
envelhecidos 5 anos.

Na imagem anterior 0s tratamentos foram feitos durante 1 hora. Apds esse periodo as células foram
lavadas e incubadas com meio novo a 37°2C durante 24 horas. A atividade celular foi medida mediante o
teste de MTT. Os resultados foram expressos em percentagem +/- erro padrao relativamente as células
Cultivadas sem tratamentos.

Os tratamentos foram os seguintes:
a) Células cultivadas em meio completo (CaCo2 DMEM);
b) Células cultivadas em meio completo tratadas com meio SCDLP nao exposto as superficies
(CaCo2 DMEM SCDLP);
c) Células cultivadas em meio completo tratadas com meio SCDLP exposto ao laminado antiviral
SURFORMA (CaCo2 DMEM SCDLP-LAVS);
d) Células cultivadas em meio completo tratadas com meio SCDLP exposto ao laminado antiviral
SURFORMA envelhecido 5 anos (CaCo2 DMEM SCDLP-LAVSS);

Explicacao dos resultados

0 meio SCDLP é um meio adequado a lavagem do virus de superficies antivirais como € o caso dos
laminados SURFORMA Estes resultados mastram que o meio nao apresentam toxicidade as células
humanas CaCo-2 e que 0s laminados SURFORMA tampouco apresentam toxicidade.

M3 Sensibilidade do virus ao meio de lavagem

Finalmente, para validar o uso do SCDLP como meio de lavagem dos laminados antivirais SURFORMA
ainda tem de ser avaliada a sua influéncia sobre a atividade viral. De acordo com anorma IS0 21702:2019
tem de ser demonstrado que o SCDLP nao pode influenciar a atividade do virus. A Figura 2 mostra que o
SCDLP € um meio neutro que nao influéncia negativamente a atividade viral.

Neste ensaio consegue-se prever ainda, que os laminados antivirais SURFORMA com e sem

envelhecimento de 5 anos (LAVS e LAV5S) poderdo ter alguma influéncia sobre a atividade viral. O método
MTT avalia 0 metabolismo das células hospedeiras do virus — uma medida de viabilidade.
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Influéncia do meio de lavagem SCDLP
sobre a atividade viral

100
80
40 \\\
=
20
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tempo em horas
CaCo-2 + Virus —— CaCo2 + Virus + SCDLP —— CaCo2 + Virus + SCDLP + LAvS CaCo2 + Virus + SCDLP + LAv5S

Figura 2: Influéncia do meio de lavagem (SCDLP) sobre a atividade viral

SCDLP —meio de lavagem. SCDLP-LAVS —meio SCDLP previamente exposto ao laminados antivirais SURFORMA. SCDLP-LAVSS
— meios SCDLP previamente expasto ao laminados antivirais SURFORMA apds tratamento de envelhecimento equivalente a 5
anos.

No grafico observa-se uma maior atividade metabdlica (viabilidade) das células inoculadas com o virus, nos
ensaios em que se procedeu a uma lavagem prévia das superficies.

Explicacao dos resultados

O grafico cinza mostra o padrao de decaimento da viahilidade das células (CaCo-2) infetadas pelo virus
SARS-CoV-2.

A viabilidade das células (CaCo-2) infetadas pelo SARS-CoV-2 aumenta na presenca do meio de lavagem
naquelas condi¢oes em que o meio foi exposto previamente aos laminados antivirais SURFORMA. Sendo
que 0 meio de lavagem SCDLP por si s6 nao influéncia a atividade celular, a atividade antiviral s6 podera
estar a ser afetada pelos tratamentos dos laminados antivirais SURFORMA.

M4 Andlise cinética da atividade antivirica dos laminados antivirais SURFORMA

Foram avaliadas 2 laminados SURFORMA: i) laminado antiviral SURFORMA (LAVS) e ii) laminado antiviral
SURFORMA com tratamento de envelhecimento e equivalente a 5 anos (LAV5S). Em cada laminado foram
inoculadas goticulas contendo aproximadamente 10° particulas virais em diferentes end- points 0,10, 30
e 240 minutos.

Posteriormente as superficies foram lavadas com o SCDLP de forma a recolher o virus. Esta solucao foi
filtrada num filtro de 0,22 pm e usada para introduzir os virus em culturas com uma densidade de 2x10°
células/mL cultivadas em microplacas de 96 pocos como descrito previamente. A incubacao foi realizada
numa incubadora com 5% CO; a 37°C por um periodo entre 3 e 4 dias ou até o atingimento de confluéncia.
Passado este perfodo a carga viral (nimero de particulas) foi determinada pela quantificacao do gene N de
SARS-CoV-2 por gRT-PCR (PCR guantitativo).

Na Tabela 1 pode-se observar a taxa de inativagao viral das superficies. Esta taxa foi calculada com base
na variacao da carga viral inoculada e a detetada por qRT-PCR apds cada end-point (parametro ACt). Os

end-points analisados num periodo experimental de 4 horas foram 0s 0, 10, 30 e 240 minutos.

Tabela 1: Taxa de inativacao viral das superficies

Tempo O 10 min 30 min 240 min (4h)
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Laminado antiviral
SURFORMA

Laminado antiviral
SURFORMA 247 %+ 85% 574%+98% 522%+96% 983%+17%
envelhecido 5 anos

448%+175% 655%110,8% 84,0%+4,1% 988 %+2,0%

A superficie que apresentou melhor taxa de inativacao viral para todos os end-points testados foi 0
laminado antiviral SURFORMA sem o envelhecimento a 5 anos.

Taxa de redugao de carga viral
(SARS-CoV-2)
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Figura 3: Curva de inativacao do virus inoculado nos laminados antivirais SURFORMA com e sem envelhecimento a 5 aos (LAVS
e LAVSS), nos tempos 0 minutos, 10 minutos, 30minutos e 240 minutos (4 horas).

Explicacao dos resultados

O grafico mostra que as 4 horas, ambos laminados SURFORMA conseguem uma inativagao quase total
das particulas virais (38 a 99%). No entanto, os laminados SURFORMA nao envelhecidos sao mais
rapidamente eficazes coma antivirais para o SARS-CoV-2.

M5 Andlise cinética da carga viral dos laminados SURFORMA

Tendo em conta que e metodologia recomendada pela diversas entidades médicas como a Organizacao
Mundial de Saude para o diagndstico de SARS-CoV-2 ¢ a metodologia conhecida como PCR quantitativa
em tempo real ou qRT-PCR (3) foi ainda determinada o niimero de particulas virais (carga viral) detetadas
por gRT-PCR apds ainoculacao de laminados antivirais SURFORMA com 5000 particulas virais viaveis.

Desta vez, foram utilizadas os laminados antivirais ndo envelhecidos, com dois tipos de acabamento:
laminados antivirais SURFORMA texturados (LAVT) e com acabamento brilhante (LAVB).

Os laminados antivirais SURFORMA foram inoculados com 5000 particulas de SARS-CoV-2. Apds um
periodo de exposicao foi medida a carga viral por gRT-PCR. O periodo de exposicao dos laminados ao
SARS-CoV-2 foide O minutos, 10 minutos, 30 minutos e 240 minutos apas essainoculacao. Os resultados
foram expressos tendo como referéncia os laminados SURFORMA sem tratamento antiviral (Figura 4).
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Figura 4: A - Efeito anti-SARS-CoV-2 dos laminados texturades antivirais SURFORMA. B — Efeito anti-SARS-CoV-2 dos
laminados brilhantes antivirais SURFORMA.

Explicacao dos resultados

O grafico mostra que as 4 horas, ambos laminados SURFORMA conseguem uma inativagao quase total
das particulas virais (38 a 99%). No entanto, os laminados SURFORMA nao envelhecidos sao mais
rapidamente eficazes coma antivirais para o SARS-CoV-2.

Discussao

A sobrevivéncia de virus respiratorios em superficies € conhecida. Os virus respiratorios podem atingir as
superficies veiculados em goticulas aguosas. Também € conhecido que quando a goticula contendo 0s
virus respiratcrios seca, 0s virus sao rapidamente inativados (2). A taxa de inativacao depende de fatores
como a estirpe viral, o tipo de superficie, 0 tamanho da goticula, as condicdes ambientais e climaticas como
a exposicao solar, temperatura, humidade, se o ambiente € fechado ou aberto, periodicidade de
higienizacao / desinfecao da superficie e ainda da sua porosidade / impermeabilidade (4).

Desta forma, procedeu-se a avaliacao de 3 superficies de acordo com 0s parametros metodoldgicos
recomendados na norma 1SO 21702:2019 (Measurement of antiviral activity on plastics and other non-
porous surfaces) que foi escolhida por se adequar aos revestimentos destas superficies uma vez que
estas sao materiais nao porosos (Figura 5).
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Figura5: SupeFﬁcies analisadas inoculadas com goticulas carregadas com virus (SARS-CoV-2).

No ambito desta norma, foram feitas adaptagoes no sentido de adequar aos objetivos da aplicacao da
superficie. Os end-points avaliados, em vez de serem as 24 horas ou mltiplos, foram determinados num
periodo até 4 horas no sentido de fazer uma avaliacao fina do processo de decaimento da atividade
bioldgica do virus; outra adaptacao prende-se com o método de determinacao do titulo de particulas virais
uma vez que esta foi realizada por gRT-PCR para 0 gene N do SARS-CoV-2 (considerado o gene mais
sensivel para efeitos de quantificacao de carga viral).

Em suma, todas os laminados antivirais SURFORMA cumprem os critérios de hiosseguranca/baixa
toxicidade (avaliada anteriormente no primeiro estudo). Além disso, 0s meios de lavagem propostos pela
norma nao interferem com a atividade celular (M2) ou com a atividade viral (M3). Neste contexto, as
superficies que apresentaram melhor taxa de inativacao viral para todos os end-points testados (M4,/M5)
foram o0s laminados nao envelhecidos com acabamento texturado. Na globalidade todos acabam por as 4
horas convergir para uma inativacao quase total.
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