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RESUMO

MELO, Adriana Francozo de. REPOSICIONAMENTO DE FARMACOS PARA O
TRATAMENTO DA TUBERCULOSE: UMA ANALISE IN SILICO E IN VITRO. Dissertaco
de Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas, Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia.
Brasilia, 2022.

A tuberculose é uma doenca infectocontagiosa causada pela bactéria Mycobacterium tuberculosis e
acomete 10 milhdes de pessoas por ano, levando mais de 1 milh&o a 6bito no mesmo periodo. Os
medicamentos utilizados para o tratamento de primeira linha da tuberculose sdo a Rifampicina,
Isoniazida, Pirazinamida e Etambutol, que podem perder sua eficacia devido a resisténcia associada
a diversas mutacdes que a bactéria pode apresentar. Considerando a dificuldade de lancamento de
medicamentos inovadores, uma alternativa é o reposicionamento de farmacos que se encontram no
mercado e que ainda ndo foram testados para essa patologia especifica. Uma forma que diminui custos
e tempo investidos para a escolha de um farmaco é a metodologia in silico, que consiste em realizar
testes computacionais por meio de softwares para predizer se existe interacdo entre a molécula de
interesse e o alvo molecular. No presente estudo, realizou-se a busca de potenciais ligantes a alvos
moleculares dos farmacos de primeira linha rifampicina (RNA-polimerase) e da isoniazida (enoil-
ACP- redutase). O ligante obtido com melhor resultado (para ambos os alvos) in silico foi a Coenzima
Q10, que foi entdo avaliado in vitro para a determinacdo de sua Concentracédo Inibitoria Minima (CIM)
com a finalidade de verificar o efeito dessa molécula diretamente na bactéria da tuberculose. O
resultado obtido ndo demonstrou alta atividade dentro da faixa de concentracdo testada, o que denota
a importancia dos testes bioldgicos mesmo com resultados computacionais relevantes. Outros ligantes
devem ainda ser testados para confirmar se a abordagem computacional obteve algum grau de

eficacia.

Palavras-chave: tuberculose; Mycobacterium tuberculosis; reposicionamento de farmacos; in silico;

in vitro.



ABSTRACT

MELO, Adriana Fran¢ozo de. DRUG REPURPOSING FOR TUBERCULOSIS TREATMENT:
NA IN SILICO AND IN VITRO ANALYSIS. Dissertacdo de Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas,

Faculdade de Ciéncias da Salde, Universidade de Brasilia. Brasilia, 2022.

Tuberculosis is an infectious disease caused by the bacteria Mycobacterium tuberculosis and affects
10 million people a year, leading to more than 1 million deaths in the same period. The drugs used
for the first-line treatment of tuberculosis are Rifampicin, Isoniazid, Pyrazinamide, and Ethambutol,
which can lose their effectiveness due to resistance associated with the various mutations that the
bacteria can present. Considering the difficulty in launching innovative drugs, one alternative is the
repositioning of drugs that are on the market and have not yet been tested for this specific pathology.
One way to reduce costs and time invested in the choice of a drug is the in silico methodology, which
consists in performing computational tests to predict whether there is interaction between the
molecule of interest and the molecular target. In the present study, the search for potential ligands to
molecular targets of the first-line rifampicin (RNA-polymerase) and isoniazid (enoyl-ACP-reductase)
drugs was performed. The ligand obtained with the best result (for both targets) in silico was
Coenzyme Q10, which was then evaluated in vitro to determine its Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) in order to verify the effect of this molecule directly on tuberculosis bacteria. The result
obtained did not show high activity within the concentration range tested, which denotes the
importance of biological tests even with relevant computational results. Other ligands should still be

tested to confirm if the computational approach achieved any degree of effectiveness.

Key words: tuberculosis; Mycobacterium tuberculosis; drug repurposing; in silico; in vitro.
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1. INTRODUCAO

1.1 Tuberculose

Tuberculose (TB) caracteriza-se por ser uma doenca infectocontagiosa com acometimento
prioritariamente pulmonar e laringeo, causada pela Mycobacterium tuberculosis (CHEVALIER et
al., 2014). Sua disseminacdo ocorre por via respiratoria, através de aerossois contaminados com
bacilos liberados pela pessoa infectada, por meio da fala, tosse ou espirro (GAGNEUX, 2018). Dessa
forma, as bactérias alcancam o trato respiratorio do hospedeiro, especialmente os alvéolos
pulmonares, e |4 encontram ambiente propicio a sua multiplicacdo, o que culmina na primo-infec¢éo
(KOCH; MIZRAHI, 2018). Ademais, existe a possibilidade de inalacdo do bacilo e este apresentar
baixa proliferacdo, ndo causando os sintomas da doenca, mesmo ele permanecendo no organismo, o
que é denominado tuberculose latente (GETAHUN et al., 2015).

Deve-se destacar a possibilidade da doenca se manifestar em regides extrapulmonares, como
a regido extra pleural, sistema nervoso central, sistema geniturinério, bem como 0ssos e articulagdes,
culminando em uma série de manifestacdes atipicas (KR et al., 2013). Outra relevancia clinica esta
no fato de a TB ser uma das principais causas de coinfec¢do em pacientes imunocomprometidos,
especialmente em pacientes portadores virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (DIEDRICH,;
O’HERN; WILKINSON, 2016). Essa coinfeccdo pode ser ocasionada pela reativacéo de tuberculose
latente ou por uma resposta imunoldgica deficiente (BOSCO DE OLIVEIRA; MARIN-LEON;
CORREA CARDOSO, 2004).

Apesar de ser uma doenga milenar e de acometimento em todo mundo, somente em 1882 seu
agente etioldgico, o Mycobacterium tuberculosis, tornou-se conhecido por meio dos estudos do
médico patologista e bacteriologista alemao, Heinrich Hermann Robert Koch. Ainda hoje, a TB
permanece como um problema de salde publica, fato corroborado em 1993, quando um elevado
aumento no ndmero de casos da doenca levou a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) a declarar
essa enfermidade como uma emergéncia mundial. Estimativas sugerem que, no ano de 2015, cerca
de 10,4 milhGes de pessoas desenvolveram a doenca, tendo os paises asiaticos, africanos e
pertencentes a América Latina e do Sul como principais contribuintes para essa estatistica. Nesse
cenario, o Brasil é um importante reservatorio e disseminador da doenga, estando entre os 30 paises

com alta carga para tuberculose (BRASIL, 2019).

Ao longo dos tempos, a tuberculose tem-se mostrado uma doenca negligenciada,
principalmente por estar concentrada em paises em desenvolvimento e, segue como uma das 10
maiores causas de morte mundial. Até a recente pandemia da COVID-19, a tuberculose liderava a
mortalidade por um unico agente infeccioso (WHO, 2021).
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Tendo em vista a intima relagdo dessa enfermidade com condigdes precarias de vida,
estratégias multisetoriais sdo usadas como formas de enfrentamento da moléstia, as quais incluem
acOes de controle da doenca, fortalecimento de compromisso politico, a¢bes de protecdo social aos
pacientes, acesso universal a salde e valorizagdo e incorporacdo de novas tecnologias (BRASIL,
2019).

111 Mycobaterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis também chamado de Bacilo de Koch (BK) € um bacilo alcool-acido
resistente (BAAR), aerdbio, ndo esporulado, que mede cerca de 0,2 a 0,6 um de largurae 0,5a 3 um
de comprimento e possui uma parede rica em lipidios (&cido micdlico e arabinogalactano). Por conter
uma parede espessa e apolar, existe uma dificuldade em encontrar medicamentos que consigam ter
acdo contra a bactéria (S. CAMPQOS, 2006; BRASIL, 2005).

Uma das formas de diagndstico laboratorial da tuberculose é na pesquisa dos bacilos alcool-acido
resistentes baciloscopia por coloragdo de Ziehl-Nielsen, que consiste em colocar uma distenséo do
escarro do paciente em uma lamina e cora-la (trata-la) com fucsina, aquecer para que a fucsina penetre
na membrana da bactéria e depois lava-la com alcool. Considerando que é uma bactéria alcool
resistente, o corante permanecerd na parede bacteriana e ndo no restante da placa, permitindo assim
a visualizacdo dos bacilos (BRASIL, 2021). Outras formas de diagndstico sdo por teste rapido
molecular (TRM-TB, GeneXpert®) que consiste em um exame que detecta partes do DNA
bacteriano, como o gene rpoB, cultura em meio sélido Ogawa-Kudoh e em meio liquido pelo sistema
BD BACTEC™ MGIT™, que consegue detectar o bacilo da micobactéria. Com o cultivo da bactéria
é possivel a realizacdo dos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos como: estreptomicina,
isoniazida, rifampicina e etambutol (KR et al., 2013; BD, 2019).

1.1.2 Tratamentos e Resisténcia

Os esquemas de tratamento para TB sdo padronizados (Tabela 1 e 2), sendo que 0 esquema
béasico (12 linha) consiste na utilizacdo de uma combinacdo 2 meses de Rifampicina (RIF), Isoniazida
(INH), Pirazinamida (PYR) e Etambutol (EMB), e depois mais 4 meses de Rifampicina e Isoniazida
(2RHZE/4RH) (PELOQUIN; DAVIES, 2021). Ainda que extremamente eficazes, o tratamento
demanda longos periodos de adesdo, com comparecimento a unidade de satde regularmente, além da
possibilidade de ocorréncia de efeitos colaterais indesejaveis. No entanto, uma grande preocupacéo
gira em torno de bacilos multirresistentes, ou seja, aqueles que sdo inertes aos antimicrobianos de

primeira escolha. Nesses casos, € necessario recorrer a outras drogas menos eficazes, como os das
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classes dos aminoglicosideos e fluoroquinolonas, o que acarreta menor resposta ao agente agressor e
maior chance de efeitos toxicos (SEUNG; KESHAVJEE; RICH, 2015).

Tabela 1 — Esquema basico de tratamento da TB em adultos e adolescentes (>10 anos).

2RHZE
Fase
intensiva

4RH
Fase de ma-

nutencao

Tabela 2 — Esquema basico te tratamento da TB em criangas (<10 anos).

Fases do

tratamento

RHZE 20 kg a 35 kg
150 mg/?S mg/400 mq/275 mg ¢ kg a 50 kg
comprimido em dose fixa
combinada > 50 kg

20 kg a 35 kg
RH
Comprimido ou capsula 36 kg a 50 kg
300 mg/200 mg ou
150 mg/100 mg

> 50 kg

Fonte: BRASIL, 2011.

2 comprimidos
3 comprimidos 2
4 comprimidos

1 comp. ou caps.
300 mg/200 mg

1 comprimido ou capsula

300 mg/ 200mg + 1
comprimido ou capsula 4
150/100 mg

2 comprimidos ou
capsulas
300 mg/200 mg

Peso do doente

Férmacos | Até20kg | >21kga35kg | >36 kg a 45 kg
sigis | min | moas [ ogen ]
10 300 450 600

2 RHZ R
Fase de H 10 200
ataque

e 35 1000
ARH R 10 300
Fase de
manutencao H 10 200

Fonte: BRASIL, 2011.
1.1.2.1 Rifampicina

300 400
1500 2000
450 600
300 400

A rifampicina (CssHssN4O12 — IUPAC: [(7S,9E,11S,12R,13S,14R,15R,16R,17S,18S,19E,217)-
2,15,17,27,29-pentahydroxy-11-methoxy-3,7,12,14,16,18,22-heptamethyl-26-[(E)-(4-
methylpiperazin-1-yl)iminomethyl]-6,23-dioxo-8,30-dioxa-24
azatetracyclo[23.3.1.14,7.05,28]triaconta-1(29),2,4,9,19,21,25,27-octaen-13-yl] acetate) (Figura 1) é

um antimicrobiano derivado semissintético da rifamicina B, da classe de antibiotico macrociclico de

melhor acéo entre os medicamentos de primeira linha (NIEMI et al., 2003). Seu mecanismo de acéo

consiste na inibi¢cdo da transcri¢do por ligagdo a subunidade B da RNA polimerase dependente de

DNA. Os efeitos colaterais incluem hepatotoxicidade, reacfes dermatoldgicas, distdrbios

neurologicos e gastrointestinais (PHARMACIE et al., 2016). Infelizmente, a resisténcia a RIF esta

surgindo dia apds dia seja pela dificuldade de ades&@o devido aos efeitos colaterais e longo tempo de

tratamento, ou por mutacao do alvo molecular. O desenvolvimento de resisténcia RIF envolve quase
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exclusivamente mutagdes da regiao central do gene que codifica a subunidade f da RNA polimerase
(rpoB) (CAMPBELL et al., 2001). Mais de 96% das cepas resistentes a rifampicina tém uma mutacao
dentro desta regido central, composta por 81 pares. Dessa forma, é possivel identificar cepas
resistentes de uma maneira relativamente simples (SOMOSKOVI; PARSONS; SALFINGER, 2001).

Figura 1: Estrutura molecular da rifampicina.

N=——0H,

CH.

Fonte: MarvinSketch©

1.1.2.2 Isoniazida

A isoniazida (C6H7N30O — IUPAC: pyridine-4-carbohydrazide) (Figura 2) é um antibi6tico
derivado sintético do &cido isonicotinico utilizado como anti-tuberculostatico desde 1952.
Corresponde a uma pré-droga que requer uma ativacdo oxidativa pela enzima catalase-peroxidase
(KatG) na Mtb formando o &cido isonicotinico, que reage com a nicotinamida adenina dinucleotideo
(NAD), gerando o aduto INH-NADH (PELOQUIN; DAVIES, 2021). Seu mecanismo consiste na
inibicdo da proteina transportadora enoil-acil (enoil-ACP) redutase InhA, enzima dependente de
NADH do sistema acido graxo sintase do tipo Il (Fatty Acid Synthase type Il - FAS-11) que catalisa

a ultima etapa redutiva do alongamento de acidos graxos (CHOLLET et al., 2015).

O principal mecanismo de resisténcia se da pela modificacdo de residuos como Ser315Thr,
His108, Alal10Val, Asp137, da enzima KatG, impedindo a conversao do pro-farmaco a sua forma
ativa (ZHAO et al., 2013). Ademais, mutacdes nas regides reguladoras do gene InhA também
conferem um importante mecanismo de resisténcia a isoniazida, principalmente na alteracdo da
citosina por timina na posigéo -15, levando a uma superexpressdao do gene InhA (RAMASWAMY;
MUSSER, 1998). (RAMASWAMY; MUSSER, 1998).
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Figura 2: Conversdo da isoniazida em sua forma ativa.
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1.1.2.3 Abandono ao tratamento

Em 2019, 12% dos casos novos de Tuberculose sensivel abandonaram o tratamento, porcentagem
mais que duas vezes superior ao 5% recomendado pela Organiza¢do Mundial de Saiude (OMS). Essa
taxa é ainda maior para individuos resistentes aos farmacos, sendo de 27,8% (BRASIL, 2019).
Portanto, verifica-se a necessidade da descoberta de novos medicamentos para o tratamento da
tuberculose. Nesse contexto, uma alternativa encontrada para a descoberta de “novos” medicamentos

para essa doenca é o reposicionamento de farmacos.
1.2 Reposicionamento de farmacos

O reposicionamento de farmacos consiste no estudo sobre medicamentos ja utilizados
clinicamente que tem por finalidade a descoberta de novos usos e aplicacdes terapéuticas que eles
possam ter. Ha décadas esse conceito vem sendo utilizado para o desenvolvimento de novos
tratamentos, uma vez que auxilia na reducdo de tempo e recursos utilizados corriqueiramente durante
as etapas de fase | e Il da pesquisa clinica, apesar de manter praticamente as mesmas dificuldades
encontradas durante as fases Il e 1V das etapas regulatorias (NOSENGO, 2016).

Historicamente, inimeros medicamentos obtiveram novas recomendacGes de uso. O
rituximabe, que originalmente era utilizado para o tratamento de diversos tipos de cancer por ser um
anticorpo monoclonal, atualmente também serve para tratar artrite reumatoide; o topiramato, a
principio indicado para o tratamento de epilepsia, agora auxilia no controle da obesidade; e o
minoxidil, inicialmente utilizado para o tratamento da hipertenséo, no presente é utilizado para queda
de cabelo (PUSHPAKOM et al., 2018).

Com a finalidade otimizar o processo de reposicionamento de farmacos, a industria
farmacéutica tem feito o uso da metodologia in silico para selecionar os medicamentos mais

promissores e somente esses sdo utilizados para os testes in vitro. Essa abordagem consiste no uso de
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ferramentas computacionais que simulam o processo biologico real, evitando desperdicios de tempo

e dinheiro, e maximizando a identificacdo de entidades quimicas qualificadas (MODA, 2011).

Embora ndo seja uma técnica nova, 0 método in silico se tornou mais conhecido recentemente
com a pandemia, que levou a uma corrida para encontrar algum medicamento que funcionasse contra
a COVID-19 (SHECHTER et al., 2017). Como exemplo, pode-se citar a testagem de medicamentos
anti-HIV em estrutura proteica de SARS-CoV-2, que resultou na descoberta de dois possiveis
inibidores de protease terem efeito no virus, porém estudos in vitro sdo necessarios para a
confirmacéo dessa hipotese (ANCY; SIVANANDAM; KUMARADHAS, 2020).

E possivel realizar uma triagem de vérias moléculas em um alvo de interesse para verificar se
hé afinidade entre algum farmaco e o sitio ativo de alguma estrutura proteica. A primeira parte é a
varredura virtual baseada em ligante (ligand-based virtual screening), que necessita de uma estrutura
tridimensional de um determinado alvo disponivel para posterior avaliacdo da interacdo com ligantes,
baseando-se nos descritores quimicos dos possiveis sitios de interacdo do alvo. A segunda € a
varredura virtual baseada em estrutura (structure-based virtual screening), que utiliza uma base de
dados de moléculas para analises que irdo correlacionar sua estrutura molecular e atividade
farmacoldgica, utilizando ferramentas de avaliacdo de similaridade baseadas em QSAR (do inglés
quantitative structure-activity relationship), por exemplo (MAGANTI; GRANDHI; GHOSHAL,
2016).

Atualmente, existem varios softwares de predicdo de interacdo farmaco-alvo disponiveis,
como GLIDE, AutoDock, Schrodinger program suit LLC ou GOLD, que necessitam de uma estrutura
molecular em 3D dos farmacos, que podem ser encontrados em bancos de moléculas como o
DrugBank, PubChem ou ZINC, e estrutura proteica cristalizada dos alvos de interesse, disponivel no
Protein Data Bank (PDB) (TIMO et al., 2019).

De forma geral, o virtual screening (VS) (termo em inglés para “varredura virtual”) ¢ uma
analise capaz de incorporar milhares ou até mesmo milhdes de moléculas e realizar a interacdo com
alvos proteicos para verificacdo de afinidade molecular, com o objetivo final de propor um
mecanismo de ligacédo entre alvo e ligante (MAGANTI; GRANDHI; GHOSHAL, 2016).

Apos a realizacdo do virtual screening, € necessario a verificacdo dos resultados obtidos in
silico por meio de ensaios in vitro. O teste in vitro age como uma confirmacéo da atividade bioldgica
predita pelo método virtual e pode ser realizada de inUmeras maneiras (TIMO et al., 2019). A
metodologia mais utilizada é a analise da concentracédo inibitéria minima (CIM, ou MIC, do inglés

minimum inhibitory concentration). Por definicdo, é a concentragdo minima de um determinado
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composto que é capaz de inibir o crescimento bacteriano. Este teste € bastante eficaz na confirmacéo
da atividade bioldgica prevista in silico (KRISHNASAMY et al., 2016).

Considerando o exposto, surgiu a motivacdo da busca por um farmaco ja disponivel no
mercado que possa ter interagdo com a Mycobacterium tuberculosis, inibindo seu crescimento. Sendo
assim, para alcancar esse proposito foram utilizadas ferramentas computacionais (testes in silico) de
modo a selecionar os compostos mais provaveis de gerar o resultado esperado. Feito isso, foram
realizados testes in vitro para identificar se as opg¢des selecionadas realmente sdo capazes de cumprir

com sua fungéo.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

- Realizar testes in silico de farmacos ja disponiveis comercialmente com a finalidade de
selecionar quais s@o as moléculas que apresentam maior probabilidade de ter atividade sobre a RNA
polimerase do Mycobacterium tuberculosis e, entdo, testar in vitro somente o melhor candidato obtido

nessa simulacdo computacional.

2.2 Objetivos Especificos

- Criar um banco de moléculas formado por medicamentos ja disponiveis no mercado.

- Realizar o virtual screening do banco de molécula nos alvos da rifampicina, a RNA
polimerase e da isoniazida, a enoil-ACP redutase, de Mycobacterium tuberculosis.

- Realizar o docking molecular dos melhores candidatos para obtencdo da funcdo de scoring
da interacdo ligante-alvo.

- Avaliar qual a melhor metodologia de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) em cepa
H37Ra.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Avaliagéo in silico
3.1.1 Confeccéo do banco de ligantes

Considerando que o estudo se baseou em um reposicionamento de farmacos, foi
confeccionado um banco de moléculas de medicamentos ja existentes no mercado. Para isso, foi
utilizada a base de dados Integrity® (Clarivate Analytics) por meio do acesso CaFe do portal
Periodicos CAPES (site: https://integrity-

clarivate.ez54.periodicos.capes.qov.br/integrity/xmixsl/pk home.util home). Como forma de

selecionar moléculas com potencial de desenvolvimento, na aba “Drugs and Biologics” foram
especificados alguns parametros para os filtros disponibilizados. O Peso Molecular foi limitado a
faixa de 0 a 1000 kDa, para evitar moléculas ou proteinas muito grandes, pois quanto maior seu
tamanho mais dificil se torna o transporte intermembrana do medicamento. No critério Maior Fase
de Desenvolvimento especificou-se a busca por estruturas ja lancadas ou registradas no mercado,
que passaram da fase 11l de desenvolvimento (Figura 3). O resultado da busca foi exportado para

uma planilha de excel.

Figura 3: filtros utilizados para a confecgdo da base de ligantes.
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A partir da lista de medicamentos fornecida pelo Integrity®, todas as moléculas foram
extraidas em formato .sdf na plataforma PubChem® (site: https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) para
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compor o0 banco de dados. Entdo, otimizou-se essas estruturas no aplicativo MarvinSketch® (site:

https://chemaxon.com/products/marvin).
3.1.2 Virtual Screening (VS)

Os alvos proteicos foram selecionados a partir dos alvos dos medicamentos de primeira linha
da doenca e de suas disponibilidades no banco de dados de estruturas de proteinas PDB (site:
https://www.rcsb.org/). Com isso, foi testado o PDB 6CCV, que corresponde a estrutura cristalizada

do complexo de iniciacdo da transcricdo da RNA polimerase de Mycobacterium smegmatis, com a
presenca do seu inibidor, a rifampicina, considerando que sua resolugdo de 3.05A confere resultados
mais fidedignos, e o PDB 4TRO, equivalente a estrutura da enoil-ACP redutase de Mycobacterium
tuberculosis InhA, na presenca do seu inibidor, 0 metabdlito ativo da isoniazida, a uma resolucdo de
1.40A. A resolugio escolhida est4 relacionada a distancia minima em que os 4tomos conseguem ser
vistos e identificados, quanto menor o valor em Angstroms (A), mais detalhada a imagem, logo sua
resolucéo é melhor (MERK et al., 2016).

3.1.3 Docking

O docking também segue as mesmas caracteristicas do VS, porém com uma menor quantidade
de moléculas e maior flexibilizacdo das ligacbes, o que gera mais possibilidades de conformaces de

um farmaco dentro da proteina.
3.1.4 Validacgédo

Os mesmos principios utilizados para o docking servem para a validacdo, porém, esta serve
para verificar se a metodologia utilizada é confidvel. Para isto, é feito um teste com o medicamento
que corresponde ao alvo de interesse na proteina, verificando se ela consegue manter a sua
conformacdo de acordo com a cristalizacdo. Entdo € feita uma sobreposicdo entre o farmaco
cristalizado e o farmaco adicionado. O resultado é dado numérico em Root Mean Square Deviation
(RMSD) que é o desvio quadrdtico médio, utilizado para medir a diferenca geométrica entre os
modelos selecionados (COUTSIAS; WESTER, 2019).

3.2 Avaliacdo in vitro
3.2.1 Materiais

Os materiais utilizados para a realizacdo dos teste in vitro foram: bactéria Mycobacterium
tuberculosis cepa H37Ra fornecida pelo Laboratério Central do Distrito Federal (LACEN-DF);
Dimetilformamida (DMF) para a dilui¢éo inicial dos medicamentos de primeira linha da tuberculose;

rifampicina; isoniazida; pirazinamida; etambutol; corante resazurina; meio de crescimento MGIT;

21


https://www.rcsb.org/

tubos de escala McFarland 0.5 e 1; 4gua destilada; placas de 96 pocos de fundo chato (KASVI K12-
096) e de fundo redondo (KASVI K30-5096U); seringas; filtros para seringas 0,22 micra; pipetas de
20 pL a 1000 pL; luvas; tubos criogénicos; tubos estéreis com esferas de vidro; tubos estéreis; pipeta
estéril; alca estéril; salina estéril; meio 7H9; e formalina 10%.

3.2.2 Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Para a realizacdo dos testes in vitro foi escolhida a metodologia de Concentracéo Inibitoria
Minima (CIM) utilizando a técnica de Ensaio de Microplaca Alamar Blue (Microplate Alamar Blue
Assay - MABA) em placa de 96 pocos (Figura 4). A CIM consiste na menor concentracao de um
determinado antimicrobiano, expressa em mg/L ou em molar, que inibe o crescimento de um
microrganismo em teste, sob condigdes in vitro, durante um intervalo de tempo definido (BONA et
al., 2014). Sendo assim, foram feitas diferentes diluicGes dos medicamentos de interesse e essas sao
testadas na bactéria a fim de se encontrar a menor concentracdo que inibe o crescimento bacteriano
(CHO; LEE; FRANZBLAU, 2015).

Figura 4: Placa de 96 pogos com colunas de 1 a 12 e fileiras de A a H.
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3.2.2.1 Resazurina

A resazurina € um corante utilizado para identificacdo de viabilidade celular. Ela sofre uma
reacdo de reducdo ao entrar em contato com NADH/NADPH desidrogenase (Figura 5), sendo
convertida em resorufina, alterando sua coloracgao de azul para rosa em menos de 24 horas (Prabst et
al., 2017).
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Figura 5: Resazurina sendo reduzida a resorufina e posteriormente a dihidroresorufina (Prabst
etal., 2017).
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E uma metodologia simples e de baixo custo para a verificacio de concentracio inibitoria
minima pois é visivel a olho nu, porém também existe a possibilidade de analisar por meio de
absorbancia calculando a porcentagem de reducdo da resazurina (Figura 6) (PRABST;
ENGELHARDT; RINGGELER, 2017).

Figura 6: Equacédo da porcentagem de reducdo da resazurina.

(02xA1)—(01%A2)
(02%P1)—(01%P2)

02 - Coef. Ext. Molar resazurina oxidada - 600nm = 117216; Al - Absorbancia em 570nm:;
O1 - Coef. Ext. Molar resazurina oxidada - 570nm = 80586; A2 - Absorbancia em 600nm; P1

- Absor. Contr. Positivo a 570nm; e P2 - Absor. Contr. Positivo a 600 nm.

Outra forma de verificar a porcentagem de crescimento bacteriano em placa de 96 pocos com
resazurina é por fluorescéncia, utilizando como configuracdo da leitora de microplaca feixes de
emissdo a 590nm e excitacdo a 540nm (Figura 7) (RAMPERSAD, 2012).

Figura 7: Equacdo da porcentagem de reducdo da resazurina.
T1—-M1
M2—-M1

* 100

T1 - Resultado da fluorescéncia do poco; M1 — Média do controle do meio de cultura; M2 —

Média do controle positivo.
3.2.2.2 Preparacéo do Inoculo

A preparacédo do inoculo foi realizada de trés formas distintas, uma vez que ndo se encontrou
na literatura qual seria melhor para o teste em analise. Sendo assim, comparou-se 0s resultados

encontrados para determinar qual € o de maior confiabilidade para o trabalho em questéo.
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Foram testadas trés formas diferentes de preparacdo do indculo, considerando ser este um
passo pouco descrito na literatura, mas que é reconhecido na pratica como sendo fundamental para a

obtencdo de resultados mais confiaveis.
3.2.2.2.1 Inéculo 1

No primeiro teste e no segundo, a preparacdo dos indculos foi realizada retirando a bactéria do
meio de crescimento sélido Ogawa-Kudoh e adicionando em meio MGIT até a obtenc&o da escala 1
McFarland (3x108 ufc/mL) (CINU et al., 2019).

3.2.2.2.2 In6culo 2

Foi adotada uma nova metodologia de preparacao de indculo para o terceiro teste da forma como
0 proprio fabricante do meio MGIT recomenda (BECTON DICKINSON — BD®), a qual consiste
utilizar o MGIT para a dilui¢do do in6culo até atingir um padrao 0,5 McFarland e diluir um em salina

estéril.
3.2.2.2.3 In6culo 3

Ja para o quarto teste foi inoculado 100uL da cepa H37Ra em 8mL de meio 7H9 e mantido em
crescimento por 15 dias. Apos esse periodo, foi retirada uma aliquota e verificado a sua densidade
Optica em 600nm (DOsoo) em espectrofotdmetro (Thermo Scientific® Genesys 20) (REHBERG et al.,
2019).

3.2.2.3 Diluicéo dos medicamentos
3.2.2.3.1 Testesle?2

Nos testes 1 e 2 os medicamentos foram diluidos de acordo com a concentracao de cada um dos
pocos. A placas foram mantidas em incubacédo a 37°C em ambiente aerado por 6 dias e o volume total
a ser colocado nas placas foi de 200pL, sendo 100pL das solucBes e 100uL do indculo. Os pocos ao
redor da placa foram preenchidos com 300uL de agua destilada para evitar o ressecamento dos pogos
dos testes. No 7° dia, foram adicionados 12,5uL de Tween-80 20% e 20uL de resazurina 0,01% e
incubado por mais 24 horas. A mudanca de coloracédo de azul para rosa € considerada indicacdo do

crescimento de Mycobacterium tuberculosis.

Também se realizou uma verificacdo da dimetilformamida (DMF) para identificar quais
concentragdes poderiam ser utilizadas sem causar morte bacteriana, considerando que seria utilizado
para a diluicdo dos medicamentos. Com isso foram feitas diluicbes do DMF em meio MGIT nas
diluicdes de 50, 20, 10, 5 e 1%.
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3.2.2.3.2 Teste 3

No teste 3 foi alterada a metodologia de diluigdo do indculo, seguindo a forma como o préprio
fabricante do meio de cultura descreve em bula e também como os medicamentos sdo diluidos, ndo
sendo mais uma diluicdo para cada poco e sim uma solucdo estoque de maior concentragdo no
primeiro poco e as concentracdes seguintes obtidas de forma seriada, conforme exemplo seguinte
(Figura 8).

Figura 8: Como é realizada uma diluicdo seriada.

0,1 mL 0,ImL 0,1mL 0,lmL 0,1mL
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Fonte: Adaptado de Kasvi®

Nesse sentido, realizou-se a diluicdo da maior concentracdo dos medicamentos isoniazida e
rifampicina (8 pg/mL), etambutol (32 pg/mL), coenzima Q1o nanoemulsdo e em po, e veiculo da
nanoemulsdo (100 pg/mL). Foram adicionados na primeira coluna 200uL e no restante dos pogos
100uL de MGIT. Em sequéncia, foi realizada uma dilui¢do seriada nos pogos posteriores.

3.2.2.3.3 Teste 4

No quarto teste as concentracOes de isoniazida e rifampicina na primeira coluna foram de 20
pM, as de coenzima Q1o nanoemulséo e coenzima Q1o pd foram de 2 mM, e o veiculo nanoemulséo
teve concentracdo equivalente a quantidade presente no medicamento. Nesse ensaio foram
adicionados 100 pL de solucdo no primeiro poco e 50 pL de 7H9 nos demais. Entdo, foi feita uma
diluicdo seriada retirando-se 50 pL do primeiro pogo e passando para 0s proximos, mas no ultimo
foram descartados 50 pL de solucdo. Em sequéncia, houve a adi¢do de 50 pL de indculo e as placas
foram incubadas a 37°C. No 5° dia, foram adicionados 10 ul de resazurina 0,01% e as placas
reincubados por mais 24 horas. Apos esse tempo, foram adicionados 100 pL de formalina 10%, que
possui acdo bactericida e de fixacao, permitindo que a placa fosse retirada do laboratorio evitando o
perigo de contaminacdo, e, entdo, realizada a leitura de fluorescéncia das placas (REHBERG et al.,
2019).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacdo in silico

4.1.1 Obtencéo do banco de dados

O banco de dados montado a partir do Integrity®, contendo somente farmacos ja aprovados para

comercializacdo ou em fase final de aprovacéo regulatoria foi elaborado com 1813 farmacos (lista

completa no Anexo ).

4.1.2 Virtual screening

O resultado dos VS’s realizados com o alvo RNA Polimerase da Mycobacterium smegmatis
(PDB: 6CCV) e Enoil-ACP-Redutase da Mycobacterium tuberculosis (PDB: 4TRO) encontra-se na

Tabela 3. Em ambos os alvos a molécula com maior score obtido no VS foi a Coenzima Q1o

(ubidecarenona).

Tabela 3: Melhores resultados do Virtual Screening.

6CCV 4TRO
Farmaco CHEMPLP Farmaco CHEMPLP
Coenzima Q1o 102,71 Coenzima Q1o 147,82
Venetoclax 93,18 Cobicistat 125,99
Tocoretinato 91,82 Fenilbutirato de 118,69
glicerol
Deferoxamina 91,62 Visomitina 115,34
Daclatasvir 90,95 Carfilzomibe 112,94
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4.1.3 Docking

Considerando o resultado do VS, concentramos os esforcos na Coenzima Q1o. Para confirmar o
resultado obtido, realizamos a docagem molecular com alta flexibilidade dentro do algoritmo genético
(GA, do inglés “Genetic Algorithm™). Os scores obtidos foram ainda maiores do que os valores
gerados pelo VS (PLP.Fitness de 116.9797 quando docado com a RNA polimerase e 150.2912 com
a InhA), demonstrando que ha ainda mais interac6es entre a molécula testada e o sitio ativo quando
maior a flexibilizacdo da estrutura molecular (Figuras 9 e 10).

Figura 9: Coenzima Q1o docada na RNA polimerase.
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4.1.4 Validacéao

Durante a realizagdo da validagéo da proteina 6CCV, foi inserida a propria rifampicina no seu
sitio ativo para comparar a com a posi¢do da rifampicina cristalizada. Com isso é dado um valor de
desvio médio entre as duas conformacdes dos farmacos, o valor de RMSD, que foi de 1.050A na
proteina 6CCV (Figura 11). O mesmo foi realizado na proteina 4TRO, colocando a isoniazida em
avaliacio e seu RMSD foi de 1.30A (COUTSIAS; WESTER, 2019). Esses valores sdo aceitaveis,
visto que quanto mais proximo de 1A, maior a sobreposigdo entre as moléculas, logo mais proximas
as conformacfes dos atomos da molécula docada e da molécula cristalizada, sinalizando que a
estrutura docada é capaz de atingir a localizacdo da estrutura original (JAIN, 2008).

Figura 11: Molécula validadas.

e

N
Legenda: A: rifampicina (azul) sobreposta a rifampicina cristalizada (amarelo); B: isoniazida (azul)

sobreposta a rifampicina cristalizada (amarelo).
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4.2 Coenzima Qo

A coenzima Qo ou Ubiquinona (Cs9HooOs  — IUPAC: 2-
[(2E,6E,10E,14E,18E,22E,26E,30E,34E)-3,7,11,15,19,23,27,31,35,39-decamethyltetraconta-
2,6,10,14,18,22,26,30,34,38-decaenyl]-5,6-dimethoxy-3-methylcyclohexa-2,5-diene-1,4-dione)
(Figura 12) € uma molécula lipofilica presente nas membranas celulares e principalmente na
mitocdndria, constituida por um grupo quinona e uma cauda com 10 unidades de isopreno (HIDAKA
et al., 2008). E considerada uma molécula antioxidante e atua na cadeira respiratéria como
transportadora de elétrons (ARENAS-JAL; SUNE-NEGRE; GARCIA-MONTOYA, 2020).

Figura 12: Estrutura molecular da Coenzima Qzo.

A Ubiquinona atua como pega fundamental da membrana mitocondrial interna (Figura 13).
Ela é o primeiro membro da via comum da cadeia transportadora de elétrons na qual ocorrem
sucessivas reacdes de oxirreducdo, que culminam na producdo de ATP (fonte de energia) para uso
celular em suas mais diversas fungdes (MEHRABANI; ARAB, 2019).
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Figura 13: Uma secdo da membrana interna mitocondrial com o sistema de transporte de elétrons e
ATP sintase.
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Legenda: I, complexo I; Il, complexo II; 11, complexo II; IV, complexo 1V; V, complexo V ou ATP

sintase; G, glicerol 3-fosfato desidrogenase; F, acil CoA desidrogenase; Q, ubiquinona; c, citocromo
c; UCP, proteina desacopladora. Fonte: BAYNES, JOHN W.; DOMINICZAK, 2010

Juntamente com outros componentes, sua principal funcédo consiste em receber elétrons das
quatro principais flavoproteinas mitocondriais e os transferir para o complexo 111 (QH2-citocromo ¢
redutase). A ubiquinona pode carrear tanto um quanto dois elétrons e considera-se ser a maior fonte
de radicais superoxidos na célula. Essa molécula € encontrada em mitocondrias presentes em varios
orgaos, dentre eles, coracdo, figado, rins e masculos esqueléticos e sua producdo endégena depende
do metabolismo do colesterol que, dentre as mais diversas substancias formadas, também origina a
Ubiquinona (ACOSTA et al., 2016).

Defeitos do metabolismo da coenzima Q1o causados por mutacdes tanto no DNA nuclear
quanto no mitocondrial, em especial 0s que envolvam a biossintese deste componente, podem
culminar em doencas mitocondriais, as quais possibilitam o acimulo do acido latico e a morte celular,
especialmente nos musculos esquelético (miopatias), cardiaco (cardiomiopatias) e nos nervos
(encefalopatias), todos os quais sdo fortemente dependentes do metabolismo oxidativo (GARRIDO-

MARAVER et al., 2014). Deve-se ressaltar que, o acimulo de lactato, devido ao metabolismo
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anaerobio da glicose, no liquido cefalorraquidiano sugere um defeito no metabolismo oxidativo
mitocondrial por deficiéncia da coenzima Qio, que pode levar a um quadro de fraqueza muscular,
progressiva, convulsdes e encefalopatia. Nesse caso, o tratamento com coenzima Q1o € validado para

melhora do quadro de fraqueza muscular (TAYLOR, 2017).

Farmacologicamente, a coenzima Qo é utilizada na forma de suplemento nutricional e atua
como um potente antioxidante, tendo sua maior relevancia na manutencdo da funcdo muscular
saudavel, seja ela esquelética ou cardiaca. Nesse sentido, a maioria dos estudos tém sido direcionados
para doencas relacionadas ao mau funcionamento miocardico, como insuficiéncias cardiacas com
reducdo da fracdo de ejecdo e cardiopatias isquémicas, nas quais a administracdo deste suplemento
mostrou melhora da fungdo da musculatura miocéardica (BONAKDAR; GUARNERI, 2005).

Outra linha de pesquisa, relaciona o uso de estatinas com o decréscimo dos niveis de coenzima
Q10 endogenos, uma vez que a reducdo do colesterol inibe a enzima HMG-CoA redutase necessaria
a sintese de ubiquinona. Nesse sentido, a utilizacdo da coenzima se justificaria com base na prevencao

de uma possivel miopatia induzida por estatinas (QU et al., 2018).

Sua utilizacdo farmacoldgica em casos de reposicdo de niveis enddgenos baixos prioriza a
dose de 30mg/dia de coenzima Q1o. Para fins de efeitos cardiacos, a posologia recomendada é de 100
a 600 mg/dia administrados em duas a trés doses diarias. No geral, ndo ha efeitos adversos
significativos quando essa substancia é utilizada em doses de até 3.000 mg/dia. Dentre os sintomas
relatados, destacam-se distarbios gastrointestinais como diarreia, nadseas, azia e anorexia, com
incidéncia inferior a 1%. Em casos mais raros, pode ocorrer exantema maculo papular e
trombocitopenia. Pode interagir com varfarina (anticoagulante), tendo em vista a sua semelhanga
estrutural com a vitamina K (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014).

Relacionando a Coenzima Q10 com a Mtb, um estudo publicado em 1962 sugere que a CoQ1o
estimule o crescimento bacteriano por meio da sua atuagdo no metabolismo oxidativo (BROWN,
1962). Para os testes in vitro foram utilizadas duas apresentacdes da Coenzima Qio, uma em po, a

qual é o medicamento pura, sem excipientes, e uma em nanoemulséo.
4.2.1 Nanoemulséo

Nanoemulsdes sdo dispersdes coloidais formadas pela dispersdo de dois liquidos imisciveis
submetidos a agitacao intensa e estabilizados por surfactantes, normalmente lecitina de soja ou
de gema de ovo (SABJAN et al., 2019). Podem ser translicidos quando o glébulo tiver um

didmetro menor que 200nm ou possuir aparéncia leitosa entre 200nm e 500nm (Figura 14)
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(CAPEK, 2004). Também podem conter em sua formulacdo Oleo de soja, de gergelim, de

semente de algoddo, de coco e de farelo de arroz (SINGH et al., 2017).

Figura 14: llustracdo de uma particula de nanoemulsao.
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Legenda: API - Active Pharmaceutical Ingredients (Insumo Farmacéutico Ativo) Fonte: FAN;

MARIOLI; ZHANG, 2021

Sdo capazes de carrear farmacos tanto hidrofilicos quando lipofilicos. As suas vantagens

consistem em possuir uma melhor solubilizacdo, permitem doses mais eficazes dos

medicamentos, podendo carregar moléculas maiores dentro da nanoparticula e ultrapassar as

membranas celulares com mais facilidade, conferindo uma melhor biodisponibilidade oral do

medicamento (SCIOLI MONTOTO; MURACA; RUIZ, 2020).
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4.3 Avaliacao in vitro — Concentracédo Inibitéria Minima

Considerando que os testes in vitro podem ser realizados de diferentes formas e ndo hd uma
padronizacdo, foram realizadas algumas tentativas para encontrar a metodologia que mais se
aproximasse da realidade das condic¢des de trabalho. Durante a realizacdo desta pesquisa, ocorreu a
pandemia da COVID-19, o que impactou negativamente para a efetuacdo de mais testes, pois a
maioria dos estabelecimentos foram fechados e/ou ficaram focados no combate & doenca, ndo sendo
possivel a utilizacdo desses locais.

431 Teste 1

A principio, os testes foram realizados utilizando a dimetilformamida como solvente de todos
os medicamentos em pd, que foram a isoniazida, rifampicina, pirazinamida, etambutol e coenzima
Q10. O Unico que néo foi diluido com esse solvente foi a CoQ10 hanoestruturada, pois ja € uma solugao
polar, entdo foi possivel ser diluida em agua. O motivo principal da utilizacdo do DMF foi o fato de
a CoQ1o em po ser um produto de caracteristica lipofilica, entdo foi necessario sua utilizacdo para
diluir o medicamento, considerando que, em baixas concentracdes, ndo causaria a morte bacteriana
(ONDARROA; SHARMA; QUINN, 1986).

Com isso, foi realizado o teste in vitro para a verificacdo da maior concentracdo que poderia

ser utilizada de DMF sem que houvesse morte bacteriana (Figura 15).

Figura 15: Placa de 96 pocos com DMF e 4gua com a resazurina recém aplicada.
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Legenda: A: Resazurina recém aplicada. B: resultado ap6s 24 horas da aplicacdo da resazurina. Da
coluna 2 a 7 diminui a concentracdo de DMF e de agua: 25%; 10%; 5%; 2,5%; 0,5% e 0%. O mesmo

acontece na coluna 9, porém da linhaB a G.

Considerando a imagem anterior, as concentra¢fes de 0 a 5% de DMF ficaram rosadas, o que
significa que houve crescimento bacteriano. J& as concentracdes de 10 e 25% ficaram azuladas,
podendo ser inferido que houve morte bacteriana. Logo, foi considerada segura a utilizacdo da

concentracdo de DMF até 5%.
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Figura 16: Placa de 96 pocos com rifampicina, isoniazida, controle do DMF e controle negativo.
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Legenda: A: Resazurina recém aplicada. B: resultado ap6s 24 horas da aplicacdo da resazurina. Da
coluna 3 a 8 aumentam as concentragdes dos medicamentos, sendo a coluna 2 pogos sem ativos
(controle positivo). As concentragdes de isoniazida (INH) e rifampicina (RIF) sdo de 0,125; 0,25; 0,5;
1; 2; 4 ug/mL. O controle do DMF (CD) estd a uma concentragdo de 5%. O controle negativo (CN)

contém apenas MGIT.

A olho nu, houve a reducédo da resazurina entre 0s pocos de isoniazida em todos 0s pogos da
que contém isoniazida, refutando-se que ndo foi encontrado o CIM entre as concentracdes testadas e
que ndo conseguiram eliminar uma quantidade significativa de bactérias. O mesmo ocorreu com a

rifampicina porém todos 0s pocos permaneceram azuis, 0s quais também nao foi obtido o CIM, mas
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todas as concentracdes conseguiram agir contra as bactérias (FIGURA 16). Situacdo semelhante a da

isoniazida foi verificada com o etambutol (FIGURA 17).

Figura 17: Placa de 96 pocos com etambutol.
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Legenda: A: Resazurina recém aplicada. B: resultado ap6s 24 horas da aplicacdo da resazurina. Da
coluna 3 a 8 aumentam as concentragdes dos medicamentos, sendo a coluna 2 pogos sem ativos. As
concentragdes etambutol sdo de 1; 2; 4; 6; 8; e 16 ug/mL. Os pocos da coluna 10 estdo preenchidos

apenas com MGIT.
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Figura 18: Placa de 96 pocos com Coenzima Q1o nanoestruturada e Coenzima Q1o em po.

Legenda: A: Resazurina recém aplicada. B: resultado ap6s 24 horas da aplicacdo da resazurina. Da
coluna 3 a 11 aumenta a concentragdo dos medicamentos, sendo a coluna 2 pogos sem ativos. As
concentragdes de Coenzima Q1o nanoestruturada (N) sdo de 1; 2,5; 5; 10; 25; 50; 250; 500; e 1mg/mL.
A concentragdes da Coenzima Q1o p0 (P) séo de 1 a 50 pg/mL.

No teste com a Coenzima Q10 nanoestruturada e com a formulacdo em pé foi verificado um
comportamento inesperado, considerando que alguns pocos aleatérios mantiveram uma coloracao
azulada em diferentes concentragdes, enquanto em outros da mesma coluna houve a reducéo do

indicador (Figura 18).

37



Figura 19: Placa de 96 pocos com Veiculo nanoestruturado e DMF.

Legenda: A: Resazurina recém aplicada. B: resultado ap6s 24 horas da aplicacdo da resazurina. Da
coluna 3 a 11 aumenta a concentragdo dos medicamentos, sendo a coluna 2 pogos sem ativos. As
concentragdes de Veiculo nanoestruturado (\Vn) sdo de 1; 2,5; 5; 10; 25; 50; 250; 500; e Img/mL. As
concentragdes de DMF sdo de 0,10; 0,25; 0,5; 1; e 2,5%.

Seguindo essa metodologia, os CIMs esperados dos medicamentos de 12 linha seriam em torno
de 2 pg/mL para a RIF, 0,25 pg/mL para a INH e 4 pg/mL para o EMB, porém ndo foram obtidos
esses resultados na pratica (KILMER, 2010).

A maior parte da placa manteve um crescimento bacteriano, alterando a coloracéo de azul para
rosa tanto nas concentra¢@es de veiculo nanoestruturado quanto nas concentra¢fes de DMF (Figura
19). Nessas ultimas duas placas, considerando que nédo foi encontrado um CIM e que alguns po¢os
mantiveram a resazurina azulada, assumiu-se que poderia existir uma desigualdade na quantidade de
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bactéria em cada pipetagem do indculo. Diante do ocorrido, realizou-se outro teste com a mesma
metodologia de dilui¢do do in6culo, porém esperando por uma maior quantidade de tempo a fim de

se ter uma maior homogeneidade na amostra.

4.3.2 Teste 2

Figura 20: Placa de 96 pogos com rifampicina, isoniazida, controle do DMF e controle negativo.

Legenda: A: Resazurina recém aplicada. B: resultado ap6s 24 horas da aplicacdo da resazurina. Da
coluna 3 a 8 aumentam as concentragdes dos medicamentos, sendo a coluna 2 pogos sem ativos
(controle positivo). As concentracdes de isoniazida (INH) e rifampicina (RIF) sdo de 0,125; 0,25; 0,5;
1; 2; 4 ug/mL. O controle do DMF (CD) esta a uma concentracdo de 5%. O controle negativo (CN)

contém apenas MGIT.
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Uma nova tentativa foi realizada e manteve-se a resposta do teste anterior, tanto nas
concentragdes de isoniazida, quanto nas de rifampicina ndo foi encontrado o CIM, continuando todos
0s pocos rosados e azulados, respectivamente (Figura 20). O mesmo ocorreu com o etambutol (Figura

21).

Figura 21: Placa de 96 pocos com etambutol.

Legenda: A: Resazurina recém aplicada. B: resultado ap6s 24 horas da aplicacdo da resazurina. Da
coluna 3 a 8 aumentam as concentragdes dos medicamentos, sendo a coluna 2 pog¢os sem ativos. As
concentragdes etambutol sdo de 1; 2; 4; 6; 8; e 16 ug/mL. Os pocos da coluna 10 estdo preenchidos

apenas com MGIT.
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Figura 22: Placa de 96 pocos com Coenzima Q1o nanoestruturada e Coenzima Qoem po.

Legenda: A: Resazurina recém aplicada. B: resultado ap6s 24 horas da aplicacdo da resazurina. Da
coluna 3 a 11 aumenta a concentra¢do dos medicamentos, sendo a coluna 2 pogos sem ativos. As
concentragdes de Coenzima Q1o nanoestruturada (N) sdo de 1; 2,5; 5; 10; 25; 50; 250; 500; e
1000pg/mL. As concentracdes da Coenzima Q1o p6 (P) sdo de 1 a 50 pg/mL.

Na placa de Coenzima Q1o nanoestruturada e em pé houve um comportamento mais proximo
ao que seria esperado dos medicamentos padrdes da doenca. Nas menores concentragdes houve a
transformacdo do indicador, e ja nas concentracdes a partir de 50 pg/mL foi capaz de evitar o
crescimento bacteriano. N&o foi possivel realizar o teste das 3 maiores concentracdes na formulacao
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em po pois a quantidade de DMF utilizada para diluir o medicamento seria superior a concentracao

considerada segura para ndo matar as bactérias (Figura 22).

Figura 23: Placa de 96 pocos com Veiculo nanoestruturado e DMF.

Legenda: A: Resazurina recém aplicada. B: resultado ap6s 24 horas da aplicacdo da resazurina. Da
coluna 3 a 11 aumenta a concentracdo dos medicamentos, sendo a coluna 2 pocos sem ativos. As
concentracdes de Veiculo nanoestruturado (\Vn) sdo de 1; 2,5; 5; 10; 25; 50; 250; 500; e Img/mL. As
concentragcdes de DMF sdo de 0,10; 0,25; 0,5; 1, e 2,5%

Um comportamento semelhante foi verificado na placa de veiculo nanoestruturado e de DMF

(Figura 23), porém o centro da placa ficou mais reduzido a olho nu do que os arredores.

Nesta metodologia, a concentra¢do de inoculo a ser colocado nos pogos seria em torno de
3x108 ufc/mL, quantidade ajustada a partir da escala 1 McFarland, porém a forma de verificar essa
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escala é a olho nu, por comparacdo do tubo do in6culo com um padrdo 1 McFarland, o que pode
ocorrer de ndo possuir realmente essa quantidade de indculo (CINU et al., 2019). Assim, foi mantida
a hipotese de que a quantidade de bactéria por poco poderia ser diferente apesar de a mesma
quantidade de inoculo ser adicionada na placa (100pL).

4.3.3 Teste 3

Para essa metodologia, o fabricante do meio de cultura MGIT considera para a quantidade de
indculo uma diluicdo de 1:5 da escala 0,5 McFarland, o que é em torno de 3x10" ufc/mL, uma
quantidade 10 vezes menor do que a realizada nos testes anteriores. Os CIMs relatados em bula seriam
de 0,2 pg/mL para a INH, 1 pg/mL para a RIF e 5 pg/mL para o EMB (DICKINSON, 2010).

Figura 24: Placa de 96 pocos com rifampicina e veiculo nanoestruturado.
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Legenda: A: Resazurina recém aplicada. B: resultado ap6s 24 horas da aplicacdo da resazurina. Da
coluna 1 a 8 diminui a concentragdo dos medicamentos. Foi realizada uma diluigéo seriada, sendo as
concentracdes de rifampicina (R) de 4 a 0,03125 pg/mL e de veiculo nanoestruturado de 50 a
0,390625 pg/mL. DMF a 5% e MGIT+indculo (M+1) séo controles positivos. DMF 25% e MGIT(M)

séo controles negativos.

Nas duas primeiras colunas, o veiculo nanoestruturado demonstrou matar a bactéria,
comecando a ter um crescimento bacteriano a partir da terceira coluna (12,5 pg/mL) (Gréfico 1). A
oitava coluna de Vn ficou mais azulada em uma concentracao baixa de farmaco, acredita-se que esse
pogo possa ter sido influenciado pelo posterior, que possui DMF a 25%, uma concentragdo que mata
a bactéria. Apesar da modificacdo na metodologia de dilui¢do do indculo, a RIF manteve 0 mesmo
comportamento, inibindo o crescimento bacteriano em todas as concentracdes (Figura 24) (Grafico
2).
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Grafico 1: Curva de crescimento bacteriano na presenca de Coenzima Qio nanoestruturada,

Coenzima Q1o p0 e Veiculo nanoestruturado.
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Gréfico 2: Curva de crescimento bacteriano nos testes de Rifampicina e Isoniazida.
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Figura 25: Placa de 96 pocos com isoniazida e Coenzima Q1o nanoestruturada.

Legenda: A: Resazurina recém aplicada. B: resultado ap6s 24 horas da aplicacdo da resazurina. Da
coluna 1 a 8 diminui a concentragdo dos medicamentos. Foi realizada uma diluigéo seriada, sendo as
concentragdes de isoniazida (INH) de 4 a 0,03125 pg/mL e de Coenzima Q1o nanoestruturada de 50
a 0,390625 pg/mL. DMF a 5% e MGIT+inéculo (M+l) séo controles positivos. DMF 25% e
MGIT(M) s&o controles negativos.

Neste teste, ainda ndo foi possivel encontrar o CIM da INH, mantendo o mesmo resultado dos
testes anteriores (Figura 26) de em todas as concentracdes ndo haver uma inibicdo do crescimento
bacteriano. J& a CoQ10 nanoestruturada demonstrou uma inibicdo na primeira coluna (50 pg/mL),
podendo ser correlacionado ao resultado adquirido na placa de Vn e na placa de CoQ1o p6 (Grafico
1).
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Figura 26: Placa de 96 pocos com etambutol e Coenzima Q1o em po.

"

Legenda: A: Resazurina recém aplicada. B: resultado ap6s 24 horas da aplicacdo da resazurina. Da
coluna 1 a 8 diminui a concentragdo dos medicamentos. Foi realizada uma diluig&o seriada, sendo as
concentracdes de etambutol (E) de 8 a 0,0625 pg/mL e de Coenzima Q10 em p6 de 50 a 0,390625
pug/mL. DMF a 5% e MGIT+in6culo (M+1) sdo controles positivos. DMF 25% e MGIT(M) séao

controles negativos.

O etambutol manteve 0 mesmo comportamento dos outros testes, havendo crescimento

bacteriano em todas as concentracgdes (Figura 26).
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Grafico 3: Curva de crescimento bacteriano na presenca de etambutol.
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Essa metodologia normalmente é realizada por meio do sistema automatizado BACTEC®
MGIT® nos proprios tubos de MGIT, porém o fabricante determina bem a dilui¢do do indculo para a
realizacdo do CIM, entdo foi adaptada essa diluicdo para a testagem em placa de 96 pocgos
(GONCALVES, 2014).
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434 Teste 4

Uma nova modificagéo para a diluicdo do in6culo foi realizada. Empregou-se uma metodologia
na qual é utilizado um espectrofotdmetro a uma densidade Optica de 600nm para verificar de forma
mais precisa a quantidade de bactéria presente no meio, sendo o indculo desejado de 1x108 ufc/mL.
O estudo que seguiu essa metodologia considerou um CIM de 0,10 uM para a INH e 1 uM para a
RIF (REHBERG et al., 2019).

Dessa forma, obteve-se um CIM50 na coluna 6, correspondente a 0,3125 uM (Gréfico 4). Ja a
rifampicina permaneceu inibindo o crescimento bacteriano em todas as concentragdes, mantendo

todos os pogos em coloragéo azul (Figura 27).

Figura 27: Placa de 96 pocos de fundo redondo com isoniazida e rifampicina.

49



Legenda: A: Resazurina recém aplicada. B: resultado ap6s 24 horas da aplicacdo da resazurina. Da
coluna 1 a 12 diminui a concentracdo dos medicamentos. Foi realizada uma diluicdo seriada, sendo
as concentracdes de isoniazida (INH) e rifampicina (RIF) de 10 a 0,0048 uM. DMSO (linha G) é o

controle positivo. 7H9 (linha H) é o controle negativo.

Grafico 4: Curva de crescimento bacteriano na presenca de isoniazida e rifampicina.
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Comparando a Coenzima Q10 nanoestruturada, o Veiculo nanoestruturado e a Coenzima Q1o
po, a partir da 3 coluna todos os medicamentos obtiveram um efeito parecido, porém, na primeira
coluna, que corresponde a maior concentracdo das formulagfes, tanto o Vn quanto a Cogio hano
demonstraram um maior crescimento bacteriano, enquanto a CoQio pé apresentou uma inibicao

bacteriana (Gréafico 5).
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Figura 28: Placa de 96 pocos de fundo redondo com Coenzima Q1o nanoestruturada e seu veiculo.

Legenda: A: Resazurina recém aplicada. B: resultado apds 24 horas da aplicacdo da resazurina. Da
coluna 1 a 12 diminui a concentragdo dos medicamentos. Foi realizada uma diluicdo seriada, sendo
as concentracdes de Coenzima Q1o (CoQn) de 1 a 0,00048 mM e de veiculo (Vn) proporcionais as do

medicamento. H20O (linha G) é o controle positivo. 7H9 (linha H) é o controle negativo.
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Grafico 5: Curva de crescimento bacteriano na presenca Coenzima Q1o nanoestruturada, Coenzima

Q10 p0 e Veiculo nanoestruturado.
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Como ndo houve uma quantidade maior de repeticdes dos testes, por causa da pandemia e
porque o estudo em questdo visou procurar uma melhor metodologia para a sua realizacdo, e
considerando a reduzida pratica na area, por ser um assunto ainda novo para o grupo de pesquisa, 0s
desvios padrBes foram altos. Provavelmente, com uma maior quantidade de realizacdes do teste e

uma maior pratica na manipulag&o os testes tendam a diminuir o desvio padréo.

Comparando com as outras metodologias realizadas, essa foi a Unica que obteve um CIM de
medicamento de primeira linha nas atuais condi¢Ges do estudo. Ao longo da realizacéo dos testes, a
quantidade de in6culo a ser colocado na placa foi diminuindo, sendo o primeiro teste realizado com

3x108 ufc/mL e o altimo com 1x10° ufc/mL, um valor 300 vezes inferior.

O fato da rifampicina n&o ter obtido crescimento bacteriano em nenhuma das concentragdes
pode se dar pelo fato de que, dentre os medicamentos de 12 linha, ela é o farmaco com maior poténcia
em sua acao esterilizante, sendo as outras drogas inseridas no tratamento principalmente para prevenir
a resisténcia a rifampicina (DALCOMO, 2012). Também pode ser considerado que a bactéria
utilizada nos testes foi a H37Ra, avirulenta, enquanto a maioria dos testes de CIM descritos em
metodologia sdo com a H37Rv, virulenta. Porém, mais estudos séo necessarios para verificar essas

hipbteses.
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Figura 29: Placa de 96 pocos de fundo redondo com Coenzima Q1oem po.

Legenda: A: Resazurina recém aplicada. B: resultado ap6s 24 horas da aplicacdo da resazurina. Da
coluna 1 a 12 diminui a concentracdo dos medicamentos. Foi realizada uma diluicdo seriada, sendo
as concentracdes de Coenzima Q1o (CoQn) de 1 a 0,00048 mM. DMF (linha D) € o controle positivo.

7H9 (linha E) € o controle negativo.

53



5. CONCLUSAO

Como foi apresentado, o crescimento da resisténcia aos medicamentos utilizados para o
tratamento da tuberculose vem crescendo e a inovacao na terapia da tuberculose é dificil de alcancar.
Nos ultimos anos, apenas dois novos medicamentos (bedaquilina e delamanid) foram aprovados para
este uso, mas o antigo tratamento convencional ainda é o padrdo ouro nesta terapia (D’AMBROSIO
et al., 2017). Sendo assim, neste trabalho foram utilizadas ferramentas computacionais e 0
reposicionamento de farmacos na tentativa de encontrar novas possibilidades de tratamento e de

maneira mais rapida, eficaz e de menores custos que os métodos de pesquisa tradicionais.

O uso dos testes in silico para selecionar os componentes que foram utilizados na etapa
posterior, a in vitro, ajudou significativamente na reducédo de custos, tempo investido com a etapa de
triagem de medicamentos que seriam testados in vitro e também diminui 0os experimentos por
tentativa e erro. Desses testes computacionais, foi possivel selecionar que o farmaco mais promissor,

dentre os existentes comercialmente, era a Coenzima Qio.

Os testes in vitro, por sua vez, foram essenciais para poderem validar a Coenzima Q1o como
que existe uma interacdo com a bactéria da tuberculose. Embora os resultados dos experimentos nao
tenham levado a uma concluséo Unica sobre a interacdo existente entre a Mycobacterium tuberculosis
e a Quo, foi constatado em alguns a reducdo do crescimento da bactéria da tuberculose. Levanta-se a
hipbtese de que o veiculo nanoestruturado pode ter influenciado o crescimento bacteriano. Dessa
maneira, confirma-se a necessidade de que estudos sejam feitos para esclarecer a influéncia da Qiona

tuberculose e a hipdtese citada.

E importante destacar que ndo foram encontradas referéncias que abordassem qual seria a
maneira mais adequada de realizar o teste in vitro. Nessas condicGes, optou-se por realiza-la de quatro
maneiras distintas e dentre as metodologias utilizadas, a que apresentou resultados mais
padronizados, mais confidveis foi a metodologia a qual a quantidade de cepa é verificada por meio
de absorbancia, logo a do teste 4, permitindo com que se tenha maior controle em relacdo a quantidade
de bactéria que esta sendo colocada em cada poco. Portanto, sugere-se que estudos que se destinarem

a dar continuidade a este, utilizem essa metodologia.
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15-deoxyspergualin
17-hydroxyprogesterone
1-deoxygalactonojirimycin
3-angeloylingenol
4-aminopyridine
4-Aminosalicylic acid
4-hydroxyandrostenedione
7-keto dhea
9-cis-Retinoic acid
Abacavir
Abemaciclib
Abiraterone
Acalabrutinib
Acamprosate
Acarbose
Acebutolol
Aceclofenac
Acemetacin
Acenocoumarol
Acetaminophen
Acetazolamide
Acetohexamide
Acetorphan
Acetylcysteine
Acetylsalicylic acid
Acexamate
Acido azelaico
Acido quenodeoxicolico
Acido zoledrénico
Acipimox
Acitazanolast
Acitretin
Aclatonium
Aclidinium
Acotiamide
Acrivastine
Actarit
Actinospectacin

ANEXO 1
Composto

Adelmidrol
Ademetionine
Adenosine
Adrenalina
Afatinib
Afobazole
Agomelatine
Alacepril
Alatrofloxacin
Albendazole
Alcaftadine
Alclometasone
Alectinib
Alendronato
Alfacalcidol
Alfatradiol
Alfentanil
Alfuzosina
Alginate
Alimemazine
Alizapride
Allisartan
Allopregnalone
Allopurinol
Almitrine
Almotriptan
Alogliptin
Alosetron
Alpelisib
Alpha-ergocryptine
Alprazolam
Alprenolol
Alprostadil
Altretamine
Alvimopan
Amadacycline
Ambrisentan
Ambroxol

Amezinium
Amfepramone
Amifampridina

Amifostine

Amikacin
Amiloride
Aminaftone
Amineptine
Aminobenzoate
Aminocaproic acid
Aminolevulinic acid
Aminophylline
Aminosidine
Amiodarone
Amisulpride
Amitriptyline

Amlexanox

Amlodipine

Amobarbital

Amorolfine

Amosulalol

Amoxapine

Amoxicillin
Amphetamine

Amphotericin
Amprenavir
Amrinone
Amrubicin
Amtolmetin guacil
Anagliptin

Anagrelida

Anastrozol

Anatabine

Androstanazole
Androstanolone
Anecortave
Anethole
Aniracetam



Acyclovir
Adamantamine
Adapalene
Adefovir dipivoxil
Apalutamide
Apatinib
Apixaban
Aplonidine
Apomorphine
Apremilast
Aprepitant
Aprindine
Aranidipine
Arbekacin
Arbutamine
Arformoterol
Argatrobana
Arglabin
Aripiprazol
Armodafinil
Araotinolol
Artemether
Artemotil
Artenimol
Artesunate
Articaine
Asenapina
Astaxanthin
Asunaprevir
Ataluren
Atazanavir
Atenolol
Atomoxetine
Atovaquone
Atropine
Auranofin
Avanafil
Avatrombopag
Axitinib
Azacitidina
Azacort

Amcinonide
Amdinocillin
Amdinocillin pivoxil
Amenamevir
Azilsartan
Azithromycin
Azodisal
Azodyne
Azosemide
Aztreonam L-lysine
Aztreonam
Azuletil
Azurene
Baclofeno
Baloxavir
Balsalazide
Bambuterol
Baricitinib
Barnidipina
Barosmin
Bazedoxifene
Beclometasone
Bedaquiline
Befunolol
Belinostat
Belotecan
Benazepril
Bendamustine
Bendrofluazide
Benflumetol
Benfotiamine
Benidipina
Benperidol
Bentazepam
Benvitimod

Benzathine benzylpenicillin

Benzatropine
Benzbromarone
Benzethonium
Benzfetamine
Benzhexol

Anisotropine
Anlotinib
Ansamycin
Antofloxacin
Berberine
Besifloxacin
Besifovir
Beta-Elemene
Betahistine
Betaine
Betamethasone
Betaxolol
Bethanechol
Betrixaban
Bevantol
Bexarotene
Bezafibrate
Biapenem
Bicalutamida
Bicyclol
Bifendate
Bifonazole
Bilastine
Bimatoprost
Binifibrate
Binimetinib
Biocefalin
Biperiden
Bisacodyl
Bisantrene
Bisoprolol
Bitolterol
Bixalomer
Blonanserin
Boceprevir
Boforsin
Bopindolol
Bortezomib
Bosentan
Bosutinib
Brexpiprazole
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Azaperone
Azasetron
Azatadine
Azathioprine
Azd5847
Azelastina
Azelnidipine
Bromfenac
Bromhexine
Bromocriptine
Bromopride
Brotizolam
Brovincamine
Broxaterol
Bucillamine
Bucladesine
Budesonida
Budipine
Bufexamac
Buflomedil
Bulaquine
Bumetanide
Bunazosin
Bupivacaine
Buprenorfina
Bupropiona
Buspirone
Busulfan
Butamben
Butamirate
Butenafine
Butoconazole
Butorphanol
Butriptyline
Cabazitaxel
Cabergoline
Cabozantinib
Cadralazine
Caffeine
Calciol
Calcipotriene

Benznidazole
Benzoate
Benzocaine
Benzydamine
Bepotastine
Bepridil
Beraprost
Cantricin
Capecitabine
Capreomycin
Caprylic triglyceride
Capsaicina
Captopril
Carbamazepina
Carbazochrome
Carbenoxolone
Carbetocin
Carbidopa
Carbimazole
Carbinoxamine
Carbocisteine
Carboprost
Carfentanil
Carfilzomib
Carglumic acid
Cariprazine
Carisoprodol
Carmustina
Caroverine
Carpipramine
Carteolol
Carumonam
Carvedilol
Cefaclor
Cefadroxil
Cefalexin
Cefalotin
Cefamandole
Cefazolin
Cefcamate
Cefcamate pivoxil

Brigatinib
Brimonidina
Brinzolamide
Brivaracetam
Brivudine
Brolitene
Bromazepam
Cefoperazone
Ceforanide
Cefoselis
Cefotetan
Cefotiam
Cefotiam cilexetil
Cefovecin
Cefoxitin
Cefozopran
Cefpirome
Cefpodoxime
Cefpodoxime proxetil
Cefprozil
Cefroxadine
Cefsulodin
Ceftaroline
Ceftazidime
Cefteram
Cefteram pivoxil
Ceftibuten
Ceftizoxime
Ceftobiprole
Ceftriaxone

Cefuroxime
Cefuroxime axetil
Celecoxibe
Celiprolol
Cenobamate
Ceritinib
Cetilistat
Cetirizine
Cetoconazol
Cetraxate
Cevimelina
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Calcitriol
Camostat
Canabidiol
Canagliflozin
Canamycin
Candesartan
Candesartan cilexetil
Cangrelor
Canrenoate
Cantharidin
Chlorphenamine
Chlorphenesin
Chlorpromazine
Chlorprothixene
Chlortalidone
Chlortenoxicam
Cholic acid
Choline
Chromium
Cibenzoline
Ciclesonida
Cicletanine
Ciclopirox
Cidofovir
Cilazapril
Cilnidipine
Cilostazol
Cimadronate
Cimetidine
Cimetropium
Cinacalcet
Cinitapride
Cinnarizine
Cinolazepam
Cinoxacin
Ciprofibrate
Ciprofloxacino
Cisapride
Citalopram
Citicoline
Citric acid

Cefdinir
Cefditoren
Cefditoren pivoxil
Cefepime
Cefetamet
Cefetamet pivoxil
Cefiderocol
Cefixime
Cefmenoxime
Cefmetazole
Clocortolone
Clodronate
Clofarabina
Clofazimine
Clofibrate
Clomiphene
Clonazepam
Clonidine
Clopamide
Cloperastine
Clopidogrel
Cloprednol
Clorazepate
Clospipramine
Clotiazepam
Clotrimazole
Cloxacillin
Clozapine
Cobicistat
Cobimetinib
Codeine
Coenzyme q1o0
Colchicina
Colestilan
Colforsin
Colforsin daproate
Colfosceril palmitate
Conivaptan
Copanlisib
Covidarabine
Creatine

Chidamide
Chlorambucil
Chloramphenicol
Chlordiazepoxide
Chlorhexidine
Chlorimipramine
Chlormadinone
Chlormethiazole
Chloroquine
Chlorothiazide
Cyclovalone
Cyproheptadine
Cyproterone
Cysteamine
Cytisine
Dabigatran
Dabrafenib
Dacarbazine
Daclatasvir
Dacomitinib
Danazol
Danoprevir
Dantrolene
Dapagliflozin
Dapiprazole
Dapoxetina
Dapsona
Darifenacina
Darolutamide
Darunavir
Dasabuvir
Dasatinib
Decitabine
Deferasirox
Deferiprone
Deferoxamine

Dehydroepiandrosterone

Delafloxacin
Delamanid
Delapril
Delavirdine



Cladribina
Clarithromycin
Clemastine
Clenbuterol
Clevidipine
Clevudine
Climbazole
Clindamicina
Clinofibrate
Clioquinol
Clobazam
Clobetasol
Cloconazole
Dexamethasone
Dexchlorpheniramine
Dexibuprofen
Dexketoprofen
Dexlansoprazole
Dexmedetomidina
Dexmethylphenidate
Dexrazoxane
Dextromethorphan
Dextromoramide
Diacerein
Dianhydrogalactitol
Diazepam
Diazoxide
Dicarbamin
Dichlorophenamide
Diclofenac
Diclondazolic acid
Dicloxacillin
Dicyclomine
Dicycloplatin
Didanosina
Dienogeste
Diethylcarbamazine
Difenoxin
Diflorasone
Diflunisal

Cridanimod
Crisaborole
Crizotinib
Cromoglycate
Cyamemazine
Cyclandelate
Cyclidrol
Cyclizine
Cyclobenzaprine
Cyclopenthiazide
Cyclophosphamide
Cycloserine
Cyclothiazide
Dipyrone
Diquafosol
Dirithromycin
Diroximel
Disopyramide
Distigmine
Disulfiram
Dithiosteine
Divalproex
DlI-thiaproline
Dobutamine
Docarpamine
Docetaxel
Docosanol
Dofetilide
Dolasetron
Dolutegravir
Domperidone
Donepezila
Dopexamine
Doravirine
Doripenem
Dorzolamide
Dosulepin
Doxapram
Doxazosin
Doxepin

Delmopinol
Denopamine
Deoxycholate

Deplin
Depomedroxiprogesterona
Derisomaltose

Desflurane
Desipramine
Desloratadina

Desogestrel

Desonide
Desvenlafaxine
Deutetrabenazine
Dydrogesterone
Ebastine
Eberconazole
Ec23
Ecabet
Ecamsule
Echothiophate
Econazole
Ectoin
Edaravone
Edoxaban
Efavirenz
Efinaconazole
Eflornitina
Efonidipine
Elagolix
Elbasvir
Eldecalcitol
Eletriptan
Eliglustat
Elliptinium
Elobixibat

Elsulfavirine

Eltrombopag

Eluxadoline

Elvitegravir

Emedastina
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Difluprednate

Digoxina
Dihydrocodeine
Dihydroergotamine
Diltiazem
Dimebolin
Dimemorfan
Dimenhydrinate
Dimercaprol
Dimethylfumarate
Dinalbuphine
Dinoprostone
Diphenhydramine
Diphenidol
Dipivefrine
Dipyridamole
Eplerenone
Epoprostenol
Eprosartan
Eptazocine
Eptifibatide
Eravacycline
Erdafitinib
Ergothioneine
Eribulin
Erlosamide
Erlotinib
Ertapenem sodium
Ertugliflozin
Erythromycin
Esaxerenone
Eserine
Esflurbiprofen
Esketamine
Eslicarbazepine
Esmolol
Esomeprazole
Estavudina
Estazolam
Estiripentol

Doxercalciferol

Doxifluridine
Doxofylline
Doxorrubicina
Doxycycline
Doxylamine
Dronabinol
Dronedarone
Droperidol
Drospirenone
Drotaverine
Droxidopa
Dtpa
Duloxetina
Dutasteride
Duvelisib
Etonogestrel
Etoposide
Etoricoxibe
Etozolin
Etravirine
Everolimus
Evocalcet
Evogliptin
Exalamide
Exemestano
Ezetimibe
Ezogabine
Fadrozole
Falecalcitriol
Famciclovir
Famotidine
Faropenem
Fasudil
Favipiravir
Fazadinium
Febuxostat
Fedratinib
Felbamate
Felbinac

Emonapride

Emoxypine
Empagliflozin
Emtricitabine

Enalapril
Enasidenib
Encorafenib

Enoloxone

Enoximone
Entacapona

Entecavir
Entrectinib
Enzalutamide
Epalrestat
Eperisone
Epinastina
Flomoxef
Florbetaben
Floxacillin
Floxuridine
Flubendazole
Fluciclovine
Fluconazol
Flucytosine
Fludarabina
Fludeoxiglucose
Fludrocortisone
Fluindostatin
Flumatinib
Flumazenil
Flunarizine
Flunisolide
Fluocinolona
Fluocinonide
Fluocortin
Fluorescein
Fluorometholone
Fluorouracil
Fluoxetine
Flupenthixol



Estradiol
Estramustine
Estramustine phosphate
Estriol
Etacrynic acid
Etaquine
Ethambutol
Ethchlorvynol
Ethinyl estradiol
Ethionamide
Ethosuximide
Ethotoin
Ethyl loflazepate
Etidronate
Etiracetam
Etizolam
Etodolac
Etofibrate
Etofilline
Etomidate
Fosinopril
Fosphenytoin
Fospropofol
Fosravuconazole
Fotemustine
Frademicina
Franidipine
Frovatriptan
Fruquintinib
Fudosteine
Fulvestrant
Fumagillin
Furosemide
Fusidate
Fusidic acid
Gabapentin
Gabexate
Gadobutrol
Gadodiamide
Gadofosveset
Gadopentetate

Gadoterate
Gadoversetamide

Felodipine
Fenbufen
Fenilefrina
Fenofibrato
Fenoldopam
Fenoprofen
Fenoterol
Fentanil
Fenticonazole
Fentolamina
Fesoterodine
Fexinidazole
Fexofenadine
Fimasartan
Finafloxacin
Finasteride
Fingolimod
Flavoxate
Flecainide
Flibanserin
Glycerol phenylbutyrate
Glycididazole
Golotimod
Gosogliptin
Granisetrona
Grazoprevir
Griseofulvin
Guaiazulenesulfonate
Guanadrel
Guanethidine
Guanfacina
Halazepam
Halobetasol
Halofantrine
Halometasone
Haloperidol
Halopredone
Hematoporphyrin
Hexametazime
Hexaminolevulinate
Hexoprenaline
Hidrocortisona
Hidroxiureia

Fluphenazine
Flurazepam
Flurbiprofen

Fluridil
Fluspirilene
Flutamide

Flutemetamol
Fluticasona
Flutrimazole

Flutropium
Fluvoxamina
Fomepizol
Fonturacetam
Formoterol
Forodesine
Fosamprenavir
Foscarnet
Fosfluconazole
Fosfomycin
Fosfosal
Idoxuridine
Ifenprodil
Ifosfamide
Iguratimod
llaprazole
lloperidone
lloprosta
Imatinibe
Imidafenacin
Imidapril
Imipramine
Imiquimod
Indacaterol
Indapamide
Indeloxazine
Indenolol

Indinavir
Indisetron
Indocyanine green
Indometacin
Indoramin
lobenguane
lodofiltic acid
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Gadoxate
Galantamine
Gallopamil

Gamolenic acid

Ganciclovir
Garenoxacin
Gatifloxacin
Gefitinibe
Gemfibrozil
Gemifloxacin
Gemigliptin
Gencitabina
Gestrinone
Gilteritinib
Glasdegib
Glibenclamida
Glibornuride
Gliclazide
Glicopirrolato
Glimepiride
Glipizide
Gliquidone
Glucosamine
Glufanide
Glutamine
Glutathione
Itraconazole
lvabradine
Ivacaftor
Ivosidenib
Ixabepilone
Ixazomib
Josamycin
Kanamycin
Ketamine
Ketanserin
Ketazolam
Ketoprofen
Ketorolac
Ketotifen
Kinetin
Labetalol
Lacidipine
Lactitol
Lafutidine
Lamivudina
Lamotrigina

Hioscina
Histamine
Homatropine
Homoharringtonine
Hyaluronate
Hydralazine
Hydrochlorothiazide
Hydrocodone
Hydrocortisone
Hydroflumethiazide
Hydromorphone
Hydroxychloroquine
Hydroxyzine
Hyoscine
Ibandronate
Ibopamine
Ibrutinib
Ibudilast
Ibuprofen piconol
Ibuprofeno

Ibutilide
Icosapent
Icotinib
Idarubicin
Idebenona
Idelalisib
Levobunolol
Levobupivacaine
Levocabastine
Levocarnitine
Levocetirizine
Levodopa
Levofloxacino
Levofolinate
Levomenthol
Levomepromazine
Levonorgestrel
Levorphanol
Levosimendan
Levosulpiride
Levothyroxine
Lexidronam
Lidocaina
Lidofenin
Lifitegrast
Limaprost
Linagliptin

lodoquinol
loflupane
lomazenil
lomeprol
lopamidol
lopromide
loversol
Ipragliflozin
Ipratropium
Ipriflavone
Irbesartan
Irinotecan
Irsogladine
Isavuconazonium
Isepamicin
Isocarboxazid
Isoconazole
Isoglycyrrhizinate
Isoniazid

Isosorbide 5-mononitrate

Isosorbide dinitrate
Isotretinoin
Isradipine
Istradefylline
[tavastatin
Itopride
Loxoprofen
L-selenomethionine
Temoporfin
Tetrofosmin
Thimerosal
Tiropramide
Tocofersolan
Tocoretinate
Trabectedine
Udenafil
Valrubicin
Vaniprevir
Venetoclax
Vincristine
Vindesine
Vinflunine
Vinorelbine
Vitamina B6
Zotarolimus
Nelarabine
Nelfinavir
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Landiolol Linezolid Nemonoxacin
Laninamivir Linsidomine Neostigmine
Lanoconazole Liothyronine Nepafenac
Lansoprazole Lipoic acid Nepinalone
Lapatinib Liranaftate Neratinib
Larotrectinib Lisinopril Neridronate
Lascufloxacin Lisuride Netarsudil
Lasmiditan L-Lysine-d-amphetamine Neticonazole
Lasofoxifene Lobeglitazone Nevirapina
Latamoxef Lobenzarit Niacina
Latanoprost Lofepramine Niacinamide
Latanoprostene Lofexidine Nicardipine
Lauromacrogol Lomefloxacin Nicavir
Lefamulin Lomerizine Nicergoline
Leflunomida Lomitapide Niclosamide
Lemborexant Lomustine Nicorandil
Lenalidomide Loperamide Nicotinamide riboside
Lenvatinib Loprinone Nicotine
Lercanidipina Loracarbef Nifedipine
Lesinurad Loratadine Nifekalant
Letermovir Lorazepam Nifurtimox
Letosteine Lorcaserin Nifurzide
Letrozol Lorlatinib Nilotinib
Leucovorin Lormetazepam Nilutamide
Levalbuterol Losartan Nilvadipine
Levamisole Loteprednol Nimesulide
Levamlodipine Loteprednol etabonate Nimodipine
Levdropropizine Lovastatin Nimorazole
Levobetaxolol Loxapina Nimustine
Nintedanib Oxpentifylline Phenytoin
Nipradilol Oxprenolol Phloroglucin
Niraparib Oxybate Phthalide
Nisoldipine Oxymetazoline Phylloquinone
Nitazoxanide Oxymetholone Piceid
Nitisinone Oxymorphone Picosulfate
Nitrendipine Oxytetracycline Pidolate
Nitrofurantoin Ozagrel Pifatidine
Nitroglicerina Ozenoxacin Piketoprofen
Nitroxazepine Palbociclib Pilocarpine
Nizatidine Paliperidone Pilsicainide
Nordazepam Palonosetron Pimobendan
Norethindrone Pamidronate Pimozide
Norfloxacin Pancuronium Pinacidil
Nortriptyline Panobinostat Pinaverium
O-Acetyl-L-carnitine Pantoprazole Pindolol
Obeticholic Paracalcin Pinitol
Obidoxime Parecoxib Pioglitazona
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Octanoylsalicylic
Ofloxacin
Olanzapina
Olaparib
Olmesartan
Olmesartan medoxomil
Olmutinib
Olodaterol
Olopatadina
Omarigliptin
Omeprazole
Omidenepag
Omnipaque
Omoconazole
Ondansetrona
Opicapone
Opipramol
Orilotimod
Orphenadrine
Oseltamivir
Osimertinib
Ospemifene
Oxamniquine
Oxandrolone
Oxatomide
Oxazepam
Oxcarbazepina
Oxibutinina
Oxicodona
Oxiconazole
Oxiracetam
Oxitropium
Pralidoxime
Pramipexol
Pramipide
Pramiracetam
Pranlukast
Prasugrel
Pravastatina
Prazepam
Praziquantel
Prazosin
Prednicarbate
Prednisolona
Prednisona
Pregabalin
Pretomanid

Paroxetine
Pazopanib
Pazufloxacin
Peficitinib
Pefloxacin
Pemafibrate
Pemetrexed
Pemirolast
Pemoline
Penbutolol
Penciclovir
Penfluridol
Pentaerithrityl tetranitrate

Pentamidine
Pentazocine
Peramivir
Perampanel
Pergolide
Perhexiline
Periciazine
Perindopril
Perospirone
Perphenazine
Pexidartinib
Phendimetrazine
Phenelzine
Phenethicillin
Phenobarbital
Phenoxybenzamine
Phenprocoumon
Phentermine
Phenylbutyrate
Quinagolide
Quinalbarbitone
Quinapril
Quinethazone
Quinine
Quizartinib
Rabeprazol
Radotinib
Raloxifeno
Raltegravir
Raltitrexed
Ramatroban
Ramelteon
Ramipril
Ramosetron

Pipamperone
Piperacillin
Pipothiazine
Piracetam
Pirarubicin
Pirbuterol
Pirenoxine
Pirenzepine
Piretanide
Pirfenidona
Piribedil
Piritramide
Pirmenol

Piroxicam
Pirprofen
Pitavastatin
Pitolisant
Pixantrone
Pizotifen
Plaunotol
Plazomicin
Plerixafor
Podofilox
Polaprezinc
Polmacoxib
Polyestradiol
Polystyrene
Polythiazide
Pomalidomide
Ponatinib
Prajmalium
Pralatrexate
Roflumilast
Rolapitant
Rolitetracycline
Romidepsin
Ronifibrate
Ropinirol
Ropivacaina
Rosiglitazone
Rosoxacin
Rotigotina
Roxadustat
Rucaparib camsylate
Rufinamida
Rupatadine
Ruxolitinib
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Prilocaine
Primaquine
Primidone
Probenecid
Probucol
Procainamide
Procaterol
Prochlorperazine
Procyclidine
Progesterone
Proglumide
Promazine
Promegestone
Propacetamol
Propafenone
Propantheline
Propatyl
Propiverine
Propofol
Propranolol
Proscillaridin
Protionamide
Protirelin
Protriptyline
Prucalopride
Prulifloxacin
Pyrantel
Pyrazinamide
Pyridostigmine
Pyrimethamine
Pyronaridine
Pyrophosphate
Pyrotinib
Quazepam
Quetiapine
Sotagliflozin
Sotalol
Sparfloxacin
Spiperone
Spirapril
Spironolactone
Streptomycin
Streptozocin
Sufentanil
Sulconazole
Sulfadiazine
Sulfafurazole

Ranelic acid
Ranitidine
Ranolazina
Rasagiline
Reboxetine
Regadenoson
Regorafenib
Relugolix
Remifentanil
Remimazolam
Remogliflozin
Remoxipride
Repaglinide
Retapamulin
Revaprazan
Revefenacin
Ribavirin
Ribociclib
Riboflavin
Rifamycin
Rilmazafone
Rilmenidine
Rilpivirine
Riluzol
Rimantadine
Rimexolone
Riociguat
Ripasudil
Risedronate
Risperidona
Ritodrine
Rivaroxaban
Rivastigmina
Rizatriptan
Rocuronium
Tegaserod
Tegoprazan
Telbivudine
Telmisartan
Telotristat
Temazepam
Temocapril
Temocillin
Temozolomida
Teneligliptin
Tenofovir
Tenoxicam

Safinamide
Salazosulfapyridine
Salbutamol
Salsalate
Sapropterin
Sarecycline
Saroglitazar
Sarpogrelate
Saxagliptin
Schizophyllan
Secnidazole
Selegiline
Selexipag
Selinexor
Seratrodast
Sertaconazole
Sertindol
Sertraline
Setastine
Setiptiline
Sevoflurane
Sildenafil
Silibinin
Silodosin
Simvastatin
Sitafloxacin
Sitagliptin
Sitaxentan
Sivelestat
Sofalcone
Sofosbuvir
Solifenacin
Solriamfetol
Sonidegib
Sorafenib
Mesalamine
Mesna
Metaraminol
Metaxalone
Metergoline
Metformin
Methadone
Methamphetamine
Methazolamide
Methimazole
Methixene
Methocarbamol
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Sulfinpyrazone
Sulindac
Sulpiride

Sultopride
Sumatriptano
Sunitinib
Suplatast
Suralgan
Sutezolid
Suvorexant
Tacalcitol
Tacrine
Tadalafil
Tafamidis
Tafluprost
Talazoparib
Talidomida
Talinolol
Talipexole
Talniflumate
Taltirelin
Tamibarotene
Tamoxifen
Tandospirone
Tansulosina
Tapentadol
Tarenflurbil
Tasimelteon
Taurine
Taurolidine

Tauroursodeoxycholic acid

Tazarotene
Tebipenem

Tebipenem pivoxil
Technetium sestamibi

Tecovirimat
Tedisamila
Tedizolid
Miglustat
Milnacipran
Milrinone
Miltefosine
Minociclina
Minodronate
Minoxidil
Mirabegron
Mirodenafil

Teprenone
Terazosin
Terbinafine
Terbutaline
Masoprocol
Maxacalcitol
Mazindol
Mebendazole
Mebeverine
Mecamylamine
Mechlorethamine
Meclizine
Meclocycline
Meclofenamate
Medigoxin
Medronate
Mefenamic acid
Mefloquine
Megestrol
Meglumine
Melarsoprol
Melatonina
Meloxicam
Melperone
Melphalan
Memantina
Menaquinone-4
Mepacrine
Mepenzolate
Meperidine
Mephenytoin
Mephobarbital
Mepindolol
Mepivacaine
Meptazinol
Mequitazine
Mercaptopurina
Meropenem
Naldemedine
Nalfurafine
Nalmefene
Naloxegol
Naloxona
Naltrexone
Nandrolone
Naphazoline
Naphthoquine

Methohexital
Methoxamine
Methoxasalen
Methsuximide

Methyclothiazide
Methyl aminolevulinate
Methyldopa
Methylene blue
Methylergobasine
Methylnaltrexone
Methylphenidate
Methylprednisolone
Methyltestosterone
Methysergide
Metipranolol
Metirosine
Metoclopramide
Metolazone
Metopimazine
Metoprolol
Metotrexato
Metoxiflurano
Metrifonate
Metronidazol
Metyrapone
Mexazolam
Mexiletina
Mezlocillin
Mianserin
Micofenolato
Miconazol
Midalcipran
Midazolam
Midodrine
Midoriamin
Midostaurina
Mifepristona
Miglitol
Terconazole
Terguride
Teriflunomide
Terizidone
Tertatolol
Testosterone
Tetrabenazine
Tetradecyl sulfate
Theophylline



Mirogabalin
Mirtazapine
Misoprostol
Mitiglinide
Mitomycin
Mitoquinone
Mitotane
Mitoxantrone
Mizolastine
Mizoribine
Moclobemide
Modafinil
Moexipril
Mofezolac
Molsidomine
Mometasona
Monomethyl
Montelukast
Morniflumate
Morphine
Mosapride
Motretinide
Moxidectina
Moxifloxacin
Moxisylyte
Moxonidine
Mozavaptan
Mupirocin
Mycophenolate
Nabilone
Nabumetone
N-acetylcarnosine

N-Acetyl-S-farnesyl-L- cysteine

Nadifloxacin
Nadolol
Nafamostat
Nafronyl
Naftazone
Naftifin
Naftopidil
Nalbuphine
Tolnaftate
Toloxatone
Tolperisone
Tolterodina
Tolvaptan
Topiramate

Naproxen
Naratriptan
Narcosine
Narlaprevir
Natamycin
Nateglinida
Nebivolol
Nedocromil
Nefazodone
Nefopam
Octenidine
Olanedine
Orlistat
Otilonium
Paclitaxel
Padeliporfin
Palmidrol
Pantethine
Perclozone
Pimecrolimus
Pirrolidone
Posaconazole
Pralmorelin
Rapamycin
Rifambutin
Rifampicin
Rifapentin
Rifaximin
Ritonavir
Rokitamycin
Roxithromycin
Salmeterol
Saquinavir
Selanc
Semax
Simeprevir
Tacrolimus
Talaporfin
Tavaborole
Telaprevir
Telithromycin
Troxipide
Tulobuterol
Ubenimex
Ubrogepant
Ulipristal
Umeclidinium

Thiamphenicol
Thiethylperazine
Thioridazine
Thiotepa
Thiothixene
Tiagabine
Tianeptine
Tiapride
Tibezonium
Tibolone
Ticagrelor
Ticlopidine
Tigecycline
Tilidine
Tilisolol
Tilorone
Tiludronate
Timolol
Tinidazole
Tioconazole
Tioguanine
Tiopronin
Tiotropium
Tipranavir
Tiratricol
Tirilazad
Tirofiban
Tivozanib
Tizanidine
Tobramicina
Tocainide
Tocopherol
Tofacitinib

Tofisopam
Tofogliflozin
Tolazamide
Tolbutamide

Tolcapona

Tolciclate
Tolfenamic acid
Tolmetin
Zaleplon

Zaltoprofen

Zanamivir
Zanubrutinib

Zidovudine

Zileuton

72



Topiroxostat
Topotecan
Torasemide
Toremifeno
Tosufloxacin
Tramadol
Trametinib
Trandolapril
Tranexamic acid
Tranilast
Tranylcypromine
Trapidil
Travoprost
Trazodona
Trelagliptin
Treosulfan
Trepibutone
Treprostinila
Tretinoin
Tretoquinol
Triamcinolone
Triamterene
Triazolam
Tribendimidine
Trichlormethiazide
Triclabendazole
Trientina
Trifarotene
Trifluoperazine
Trifluridine
Triflusal
Trifosfamide

Trimebutine
Trimegestone
Trimetazidine
Trimethoprim
Trimipramine

Triprolidine

Tritocualina
Tromantadine

Trometamol

Tropisetron

Trospium
Trovafloxacin

Unoprostone
Upadacitinib
Urapidil
Uridine
Uridine triacetate
Ursodeoxycholic acid
Valaciclovir
Valbenazine
Valganciclovir
Valnemulin
Valproic acid
Valpromide
Valsartan
Vandetanib
Vardenafil
Varenicline
Vecuronium
Vedaprofen
Vemurafenib
Venlafaxina
Veralipride
Verapamil
Vernakalant
Vibegron
Vidarabine
Vigabatrina
Vilazodone
Vildagliptina
Vinpocetine
Vismodegib
Visomitin
Voglibose
Vonoprazan
Vorapaxar
Voriconazole
Vorinostat
Voxelotor
Warfarin
Xamoterol
Xipamide
Xylometazoline
Yohimbine
Zabofloxacin
Zafirlukast

Ziprasidone
Zofenopril
Zolmitriptan
Zolpidem
Zonisamida
Zopiclone
Zotepine
Zucapsaicin
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