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RESUMO

As gestantes apesar de excluidas dos estudos clinicos, podem requerer o tratamento com
medicamentos durante a gravidez. As alteracbes fisioldgicas ocorridas durante a gestacéo
podem alterar os processos de absorc¢do, distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME) dos
medicamentos, dificultando a extrapolacdo dos regimes de dosagens de ndo gestantes para
gestantes. Além disso, inflamacdes também podem resultar em alteragdes nos parametros de
ADME dos farmacos, sendo considerada um importante fator na variabilidade da eficacia e
toxicidade de medicamentos, visto que, a expressao e/ou a atividade de transportadores de
farmacos podem ser alterados pelo aumento da concentracdo de multiplas citocinas.
Considerando que a atividade dos transportadores de anions organicos (OATs) 1 e 3 sdo de
grande importancia na excrecdo renal e no regime de dosagem de farmacos, o presente estudo
avalia a influéncia da gestacdo e da pielonefrite aguda nesses transportadores usando a
furosemida como farmaco marcador. O método de anélise da furosemida (FUR) e seu
metabolito (glicuronideo de furosemida) em plasma, ultrafiltrado de plasma e urina foi
desenvolvido e validado empregando LC-MS/MS. A FUR foi eluida da coluna LiChrospher®
60 RP-Select B, empregando fase mével em modo isocratico, em 7 minutos. Para a analise do
ultrafiltrado de plasma e urina, utilizou-se a fase mével em modo de gradiente, obtendo-se um
tempo total de corrida cromatografica de 15 minutos. As amostras foram analisadas nas
concentragdes de controles de qualidade e apresentaram os parametros de validacéo (preciséo,
exatidao, linearidade, seletividade, efeito matriz, efeito residual e estudos de estabilidade)
dentro dos limites internacionais. Os dados obtidos permitem inferir que o método
desenvolvido é preciso, exato, estavel e com efeito matriz desprezivel. Os métodos de analise
da FUR e glicuronideo de furosemida (FUR-GLI) foram aplicados em estudos de
farmacocinética em participantes ndo gestantes e gestantes diagnosticadas com pielonefrite.
As participantes foram divididas em trés grupos: (1) Participantes gestantes diagnosticadas
com pielonefrite aguda (Fase |, antes do tratamento: n = 10 e Fase Il, ap0s o tratamento: n =
7), (2) Participantes saudaveis ndo gestantes (n = 12) e (3) Participantes no segundo ou
terceiro trimestre da gestacdo (n = 10, o grupo inclui as participantes de Fase Il e trés
participantes recrutadas para atingir o tamanho amostral). Todas as participantes receberam
dose Unica oral de furosemida 40 mg. As amostras seriadas de plasma e urina foram coletadas
até 24 h apdés a administracdo do farmaco marcador para a andlise da furosemida e
glicuronideo de furosemida. A analise farmacocinética foi realizada empregando o programa
Phoenix WinNonlin®, versdo 8.3.4.295 (Certara USA, Inc., Princeton, EUA). O programa R
foi empregado na anélise do teste de Shapiro-Wilk (distribuicdo normal ou ndo normal) e
testes de Mann-Whitney (participantes ndo gestantes vs gestantes saudaveis) e Wilcoxon
(gestantes com pielonefrite antes (Fase 1) e apds (Fase Il) com valor de alfa de 5% (nivel de
significancia). As participantes gestantes quando comparadas com as ndo gestantes ndo
mostraram diferencas nos valores de CLr (7,85 vs 6,09 L/h), CLsec (7,70 vs 6,05 L/h) e CLwm
(2,47 vs 2,92 L/h), sugerindo que a eliminacéo renal da FUR néo foi alterada pela gravidez, e
portanto, as atividades de influxo dos OAT 1 e 3 ndo estdo alteradas durante o terceiro
trimestre da gestacdo. As participantes gestantes diagnosticadas com pielonefrite
apresentaram menores valores medianos durante a Fase | em compara¢do com a Fase Il no
CLr (4,08 vs 7,85 L/h), CLsec (3,95 vs 7,70 L/h) e CLwm (0,80 vs 2,47 L/h), sugerindo que a
inflamacdo causada pela pielonefrite aguda, reduziu a atividade in vivo dos OAT 1 e 3 em
aproximadamente 50%.



ABSTRACT

Although pregnant women are excluded from clinical studies, they may require treatment with
medications during pregnancy. The physiological changes that occur during pregnancy can
alter the processes of absorption, distribution, metabolism and excretion (ADME) of drugs,
making it difficult to extrapolate dosage regimens from non-pregnant to pregnant women. In
addition, inflammation can also result in changes in the ADME parameters of drugs, being
considered an important factor in the variability of drug efficacy and toxicity, since the
expression and/or activity of drug transporters can be altered by increasing the concentration
of multiple cytokines. Considering that the activity of organic anion transporters (OATS) 1 and
3 are of great importance in renal excretion and drug dosing regimen, the present study
evaluates the influence of pregnancy and acute pyelonephritis on these transporters using
furosemide as a marker drug. The method of analysis of furosemide (FUR) and its metabolite
(furosemide glucuronide) in plasma, plasma ultrafiltrate and urine was developed and
validated using LC-MS/MS. FUR was eluted from a LiChrospher® 60 RP-Select B column,
using mobile phase in isocratic mode, in 7 minutes. For the analysis of plasma ultrafiltrate and
urine, the mobile phase was used in gradient mode, obtaining a total chromatographic run
time of 15 minutes. Samples were analyzed at quality control concentrations and presented
validation parameters (precision, accuracy, linearity, selectivity, matrix effect, carry-over and
stability studies) within international limits. The data obtained allow inferring that the
developed method is precise, accurate, stable and with a negligible matrix effect. FUR and
furosemide glucuronide (FUR-GLI) analysis methods were applied in pharmacokinetic
studies in non-pregnant participants and pregnant women diagnosed with pyelonephritis.
Participants were divided into three groups: (1) Pregnant participants diagnosed with acute
pyelonephritis (Phase I, before treatment: n = 10 and Phase Il, after treatment: n = 7), (2)
Healthy non-pregnant participants (n = 12) and (3) Participants in second or third trimester of
pregnancy (n = 10, group includes Phase Il participants and three participants recruited to
achieve sample size). All participants received a single oral dose of 40 mg furosemide. Serial
plasma and urine samples were collected within 24 h after administration of the tracer drug
for the analysis of furosemide and furosemide glucuronide. Pharmacokinetic analysis was
performed using the Phoenix WinNonlin® program, version 8.3.4.295 (Certara USA, Inc.,
Princeton, USA). The R program was used to analyze the Shapiro-Wilk test (normal or non-
normal distribution), the Mann-Whitney test (non-pregnant participants vs healthy pregnant
women) and the Wilcoxon test (pregnant women with pyelonephritis before (Phase 1) and after
(Phase II) with an alpha value of 5% (significance level). Pregnant participants when
compared to non-pregnant participants did not show differences in the values of CLr (7.85 vs
6.09 L/h), CLsec (7.70 vs 6 .05 L/h) and CLwm (2.47 vs 2.92 L/h), suggesting that the renal
elimination of FUR was not altered by pregnancy, and therefore, the influx activities of OAT 1
and 3 are not altered during the third trimester of pregnancy. Pregnant participants diagnosed
with pyelonephritis had lower median values during Phase | compared to Phase Il at CLr
(4.08 vs 7.85 L/h), CLsec (3.95 vs 7.70 L/h) and CLwm (0.80 vs 2.47 L/h), suggesting that the
inflammation caused by acute pyelonephritis reduced the in vivo activity of OAT 1 and 3 by
approximately 50%.
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1. INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

As gestantes podem apresentar doencas crénicas (como asma, hipertenséo, epilepsia,
diabetes mellitus) ou podem desenvolver doencas associadas a gravidez (como diabetes
gestacional e hipertensdo) que requerem o uso de medicacdo, no entanto essa populagdo é
historicamente excluida dos estudos clinicos (ANDERSON; MOMPER, 2020, QUINNEY;
BONATE, 2020). Aproximadamente 70% das gestantes relatam o uso de um medicamento
durante a gravidez, enquanto uma propor¢do ainda maior relata o uso de mais de um
medicamento durante o periodo da gravidez (QUINNEY; BONATE, 2020).

Estudos recentes clamam a inclusdo de gestantes em estudos clinicos (QUINNEY;
BONATE, 2020; KAZMA et al., 2020; ABDULJALIL et al., 2022; EKE et al., 2021;
ANDERSON; MOMPER, 2020) e apresentam diretrizes especialmente para os estudos de
farmacocinética, abordando desde os trimestres da gestacdo que devem ser incluidos até a
apresentacdo dos resultados (EKE et al., 2021).

As alteracdes fisiologicas observadas durante a gestacdo resultam em alteracbes nos
processos de absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME) dos medicamentos,
dificultando a extrapolacdo de regimes de dosagens estabelecidos em ndo gestantes para
gestantes (ANDERSON, 2005, TASNIF; MORADO; CONSTANTINE, 2014; HEBERT,
2016; KAZMA et al., 2020).

Na gestacdo, o aumento na concentracdo plasmatica de progesterona ocasiona na
diminuicdo da velocidade de esvaziamento gastrico e prolongamento do tempo de transito
gastrointestinal em 30-50% (CONSTANTINE, 2014). Além disso, outras alteragdes (como
nauseas e vomitos) podem resultar na diminui¢do da concentracdo plasmatica maxima (Cmax)
e no prolongamento do tempo para a observagao da Cmax (Tmax) (CONSTANTINE, 2014).

O aumento no volume de agua corporal (de 6,5 — 8,5 L) e 0 aumento no volume
sanguineo durante a gestacdo podem modificar o volume de distribuicdo de farmacos
hidrofilicos (CONSTANTINE, 2014; TASNIF; MORADO; HEBERT, 2016). A reducdo da
concentracdo de albumina sérica e outras proteinas durante a gestacdo pode impactar a
farmacocinética de medicamentos de baixo E (extraction ratio), de administracdo oral e
intravenosa, altamente ligados as proteinas plasmaticas, resultando no aumento da fracéo livre
e assim, no aumento da sua distribuicdo para os tecidos e aumento no clearance
(CONSTANTINE, 2014; MATTISON; HALBERT, 2013). Assim, 0 aumento do peso e da
gordura corporal, 0 aumento do volume plasmatico e a reducao da concentragdo plasmatica de

albumina podem resultar no aumento da distribuicdo e, por consequéncia, na diminuicdo da



concentracdo plasmaética dos farmacos (ANDERSON, 2005; KAZMA et al., 2020). J& para
farmacos que ndo sdo altamente ligados as proteinas do plasma alteracdo da fragdo livre ndo
causa mudancas significativas em sua concentracao plasmatica (BENET; HOENER, 2002).

O aumento da frequéncia cardiaca (30-50%) observado no final da gestacdo resulta em
aumento do fluxo sanguineo, por consequéncia pode aumentar o clearance hepético de
farmacos com alta razdo de extracdo hepéatica administrados por via intravenosa (TASNIF;
MORADO; HEBERT, 2016). Além disso, ocorrem alteraces nas atividades das enzimas
hepéaticas metabolizadoras de farmacos, resultando na variacdo do metabolismo dependendo
da enzima especifica (KAZMA et al., 2020). Na gravidez as atividades das enzimas CYP3A,
CYP2E1, CYP2D6, CYP2C9 e UGT1A4 estdo aumentadas, ja as atividades das enzimas
CYP1A2 e CBRL1 estdo reduzidas (TASNIF; MORADO; HEBERT, 2016). Os medicamentos
de baixo E, de administracdo oral e intravenosa, quando ha aumento na atividade enzimatica
mostram diminuicdo da exposicdo plasmatica (AUC) em funcdo do aumento do clearance
total (MATTISON; HALBERT, 2013).

O fluxo de sangue renal é aumentado na gestacdo, assim como a filtracdo glomerular
(aproximadamente 50% desde o primeiro trimestre e continua durante toda a gestacdo),
podendo resultar no aumento do clearance renal e na diminui¢do da meia-vida de eliminacéo
de farmacos de excrecdo predominantemente renal (ANDERSON, 2005). A gestagdo também
pode modificar a atividade dos transportadores renais P-glicoproteina (P-gp), transportador de
cations organicos 2 (OCT2) e transportador de anions organicos 1 (OAT1)) (TASNIF;
MORADO; HEBERT, 2016). Outro estudo sugere o aumento da atividade de OCT2, visto
que o clearance de secre¢do tubular da metformina (farmaco marcador da atividade OCT2) é
aumentado (38 a 45%) durante a metade e final da gravidez quando comparado com o periodo
pos-parto (EYAL et al., 2010). Assim, sugerindo o aumento da eliminacéo renal por secrecéo
ativa durante a gestacéao.

As infecgdes do trato urinario (ITU) sdo as infeccdes bacterianas mais comuns durante
a gestacdo (SALEH et al., 2015). As gestantes sdo mais susceptiveis as formas sintomaticas
de infecgdes urinarias devido a fatores mecénicos e hormonais que provocam alteracdes no
trato urinario materno (DUARTE et al., 2008). A pielonefrite aguda, a principal causa de
choque séptico na gravidez, é a complicagdo meédica mais prevalente da gestacdo (1-2%),
podendo resultar em morbidade e mortalidade fetal e materna (SALEH et al., 2015). A
pielonefrite aguda é causada principalmente por bactérias gram-negativas da flora intestinal
Echerichia coli (70%), dos géneros Enterobacter e Klebsiella (3%) e do género Proteus e

pelas bactérias gram positivas do género Streptococcus grupo B (10%) (SALEH et al., 2015;



JIM e GAROVIC, 2017). Devido a possibilidade de evolucdo para septicemia, o tratamento
da pielonefrite aguda requer o uso de antibidticos pela via endovenosa e a hospitalizag&o,
sendo necessario 0 monitoramento dos sinais vitais da gestante (DUARTE et al., 2008, JIM e
GAROVIC, 2017). Os antimicrobianos indicados para o tratamento da pielonefrite aguda na
gestacdo é a cefuroxima (750mg), a cada oito horas, ou a ceftriaxona (1g), uma vez ao dia. O
tratamento deve ser iniciado por via parenteral e so alterado para via oral apos remissédo do
quadro clinico agudo por mais de 24-48 horas (DUARTE et a., 2008). Estudos clinicos
realizados em mulheres ndo gestantes com pielonefrite mostram concentragdes plasmaticas
aumentadas das interleucinas (IL) 6 e 8, do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e da
proteina C reativa (PCR) quando comparadas com as concentragdes de referéncia em
participantes saudaveis (HEDGES et al., 1992; JACOBSON et al., 1994; HORCAJADA et
al., 2004), atingindo 2 a 19 vezes o valor basal quando comparadas com os niveis de
referéncia (HORCAJADA et al., 2004).

A inflamacdo € considerada um importante fator na variabilidade da eficécia e
toxicidade de medicamentos por resultar em alteracGes nos parametros de absorcéo,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo dos farmacos (LIPTROTT AND OWEN, 2011). Visto
que, a expressdo e/ou a atividade de transportadores de farmacos podem ser alterados pelo
aumento da concentracdo de multiplas citocinas como TNF-o, IFN-y e IL-6, entre outras,
conforme demonstrados em estudos in vitro em modelos experimentais e clinicos (WRIGHT,
1997; AITKEN; RICHARDSON; MORGAN, 2006; MORGAN et al., 2009; FARDEL e
VEE, 2009; CRESSMAN; PETROVIC; PIQUETTE-MILLER, 2012; COLOMBO e
RODRIGUES, 2015; SEIFERT et al., 2017; EVERS et al., 2018). Além disso, estudos
relatam a alteracdo da atividade de transportadores e enzimas CYP devido a inflamacéo
sistémica causada por artrite reumatoide, leishmaniose visceral ou lapus eritematoso sistémico
(LANCHOTE et al., 2015; CARIS et al., 2020; CESTARI et al., 2020).

A furosemida [acido 4-cloro-2-(2-furilmetilamino) -5-sulfamoil-benzéico] apresenta pka =
3,9, sendo um &cido fraco praticamente insoluvel em &gua (BOLES PONTO e
SCHOENWALD, 1990). A furosemida é um diurético potente utilizado no tratamento da
hipertensdo e edema associados a insuficiéncia cardiaca, renal e hepéatica (BOLES PONTO e
SCHOENWALD, 1990).

O farmaco pode ser administrado por via oral, intravenosa ou intramuscular. E um
medicamento geralmente seguro e prescrito com frequéncia para pacientes adultos e
pediatricos, porém é recomendado o monitoramento cuidadoso para ajuste da dose visto que

doses mais altas podem levar ao aumento da excrecdo de sodio, cloreto e agua e, em alguns



casos, pode levar a efeitos toxicos (CHAPA et al.; 2020; HUANG et al., 2016). Além disso, 0
farmaco é considerado seguro se usado com moderacdo em gestantes (GONCALVES et al.,
2020). A furosemida liga-se fortemente as proteinas plasmaticas (91-99%), particularmente
em sitios anionicos na albumina (HUANG et al., 2016). O farmaco apresenta
biodisponibilidade aproximada de 60% (a absor¢do varia de 10-100%), isso se deve pela
diferenca na formulacéo, no pH géstrico e esvaziamento, ao momento da dosagem em relacéo
a ingestdo de alimentos e condicdes de doenca (GONCALVES et al., 2020; HUANG et al.,
2016). A furosemida é eliminada predominantemente inalterada na urina (aproximadamente
65%), porém também ¢é metabolizada via glicuronidacdo pela UGT1A9 e UGTI1AL,
resultando na formacéo de furosemida glicuronideo (GONCALVES et al., 2020; HUANG et
al., 2016; KERDPIN et al., 2008). Além disso, os transportadores de anions organicos (OAT)
1 e 3 sdo os responsaveis pela excrecdao renal do farmaco inalterado, enquanto a filtracéo
glomerular é limitada devido a alta ligagdo do farmaco a proteina plasmatica (CHAPA et al.,
2020; GONGCALVES et al., 2020; HUANG et al., 2016).

Desta forma a atividade dos transportadores de anions organicos (OATs) 1 e 3 sdo de
grande importancia na excrecdo renal e no regime de dosagem de farmacos. Portanto, o
estudo visa avaliar a influéncia da gestacdo e da inflamag&o aguda causada pela pielonefrite
nas atividades dos OATs 1 e 3 usando a furosemida como farmaco marcador (STOPFER et
al., 2016; FDA, 2022).

A furosemida em plasma e urina humana foi determinada em diversos estudos
empregando os sistemas HPLC-UV (ABOU-AUDA et al., 1998; BARANOWSKA,;
WILCZEK; BARANOWSKI, 2010; EL-SAHARTY ET AL., 2003; MILLS et al., 1997;
NAGUIB et al.,, 2018; SNEDDEN; SHARMA; FERNANDEZ, 1982), HPLC-MS/MS
(ABDEL-HAMID et al., 2000; DEVENTER; DELBEKE; VAN EENOO, 2002; THIEME et
al., 2001; SIMONSEN et al., 2010; SORA et al., 2010; STOPFER et al., 2016; VEDAR et al.,
2021) ou cromatografia gasosa (LINDSTROM e MOLANDER, 1974; MARGALHO et al.,
2005). Para a determinacdo de furosemida em plasma ou urina por LC-MS/MS, a maioria das
amostras foram preparadas por extra¢do liquido-liquido (ABDEL-HAMID et al., 2000;
ABOU-AUDA et al.,, 1998; DEVENTER; DELBEKE; VAN EENOO, 2002), mas ha
exemplos de preparagédo por extracdo em fase solida (STOPFER et al., 2016; THIEME et al.,
2001; VEDAR et al., 2021) e por precipitacdo de proteinas (SORA et al., 2010). Com base
nesses e em outros estudos, foram desenvolvidos métodos precisos, exatos e seletivos para a
analise da furosemida e seu metabolito glicuronideo em plasma, plasma ultrafiltrado e urina

com aplicagdo em estudos da furosemida como marcador da atividade dos OATs 1 e 3 em ndo



gestantes saudaveis e em gestantes diagnosticadas com pielonefrite e avaliadas antes e ap6s 0

tratamento com antibidticos.

2. OBJETIVO

Desenvolver e validar métodos de analise da furosemida e seu metabdlito glicuronideo em
ultrafiltrado de plasma, plasma e urina empregando LC-MS/MS. Avaliar a influéncia da
gestacdo e da pielonefrite aguda na atividade in vivo dos transportadores OAT 1 e 3,

empregando a furosemida como farmaco marcador.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Solugdes padréao e reagentes

Para o estudo foi utilizado acetonitrila (Biograde, Anapolis, GO, Brasil) grau HPLC,
acido formico (90.1 %, Phillipsburg, NJ, EUA) grau analitico e metanol (Phillipsburg, NJ,
EUA) grau HPLC. Durante os experimentos, toda agua utilizada foi obtida através do
sistema de purificacdo Milli-QR Plus (Millipore Corp., Bedford, MA, EUA). Além disso,
foi utilizado éter metil-terc-butilico (Fisher Scientific, Fair Lawn, New Jersey, EUA) grau
HPLC e &cido cloridrico (J.T. Baker, Mexico) grau analitico. Para preparar o tampdao
acetato foi utilizado acido acético (100%, Merck, Darmstadt, Germany) grau analitico e
acetato de sddio (99,5%, J.T. Baker, Mexico) grau analitico. Utilizou-se padréo analitico
de furosemida (FUR) (98%, Toronto Research Chemicals, Toronto, ON, Canada), padrao
analitico do glicuronideo de furosemida (FUR-GLI) (95%,TRC, Toronto, ON, Canada),
padrdo deuterado de FUR como padrao interno (PI) (98%, Toronto Research Chemicals,
Toronto, ON, Canada) e enzima B-glicuronidase (Type HP-2, Helix pomatia, atividade
glicuronidase > 100.000 unidades/mL e atividade sulfatase < 7500 unidades/mL; Sigma,

St. Louis, EUA) para reacgdo de hidrélise enzimatica do FUR-GLI em plasma.

3.2 Preparacéo de solucdes de estoque e de trabalho

A solucdo estoque de FUR foi preparada na concentracdo de 1 mg/mL e de FUR-GLI
foi preparada na concentracgdo de 0,4 mg/mL, ambas em metanol. As solugdes de trabalho
de furosemida e glicuronideo de furosemida foram preparadas individualmente nas
concentragdes de 0,25; 0,5; 1; 2,5; 5; 10; 25; 50; 100; 250; 500; 1000; 2500; 5000 ng por
mL de metanol e utilizadas para construgdo das curvas de calibragdo de FUR em plasma
(0,5; 1,25; 2,5; 5; 12,5; 25; 50; 125; 250; 500; 1250; 2500 ng por mL de plasma), FUR em



ultrafiltrado de plasma (0,125; 0,25; 0,5; 1,25; 2,5; 5; 12,5; 25; 50; 125; 250 ng por mL de
ultrafiltrado de plasma), FUR em urina (50; 100; 200; 500; 1.000; 2.000; 5.000; 10.000;
16.000 e 20.000 ng/mL de urina), FUR-GLI em ultrafiltrado de plasma (0,125; 0,25; 0,5;
1,25; 2,5; 5; 12,5; 25; 50; 125; 250 ng por mL de ultrafiltrado de plasma) e FUR-GLI em
urina (50; 100; 200; 500; 1.000; 2.000; 5.000; 10.000; 16.000 e 20.000 ng por mL de
urina). A solucdo de PI foi feita na concentracdo de 0,1 mg/mL de metanol. O

armazenamento das solugdes foi a -20°C.

3.3 Analise cromatografica

Realizou-se a determinacdo de FUR em plasma e em hidrolisado de plasma, assim
como de FUR e FUR-GLI em ultrafiltrado de plasma e urina empregando o sistema de
cromatografia liquida de ultra performance acoplada a espectrometria de massas
(HPLCMS/MS). Foi utilizado o sistema cromatografico composto por bomba quaternéria
ACQUITY HPLC® H-Class, injetor automatico ACQUITY HPLC® Sample Manager —
FTN equipado com organizador de amostras ACQUITY Sample Organizer, forno de
coluna TCM/CHM® e espectrometro de massas triplo quadrupolo XEVO TQ-S® equipado
com interface por eletronebulizagdo Zspray®, em modo negativo, todos Waters (Milford,
CT, EUA). Foi utilizado como fase estacionaria uma coluna LiChrospher® 60 RP-select B
(5 pum, 125 x 4,6 mm; Merck, Darmstadt, Germany), a 20 °C, e uma pré-coluna
LiChrospher® 60 RP-select B (5 um, 4 x4 mm; Merck, Darmstadt, Germany). Para as
analises de plasma e de hidrolisado de plasma utilizou-se a fase mével de modo isocrético,
com fluxo de 0,8 mL/min. A fase A era composta por uma solucdo aquosa de &cido
formico 0,1 % e a fase B era composta por acetonitrila, na proporcdo de 50%A:50%B,
resultando em tempos de retencdo (TR) de 5,3 min para a FUR e 7 min como tempo total
da corrida. J& para a andlise de FUR e FUR-GLI em ultrafiltrado de plasma e urina
utilizou-se fase moével de modo gradiente, com fluxo de 0,8mL/min. A fase A era
composta por uma solucdo aquosa de acido formico 0,1% e a fase B por acetonitrila. O
gradiente foi iniciado com 2% de A, mantido por 2 min e aumentado linearmente para
45% por 3 min e mantido novamente por 5,5 min. Entdo, o gradiente foi subitamente
retomado as condi¢des iniciais e mantido por 5 min para equilibrio da coluna analitica. O
gradiente resultou em tempo de retencdo da FUR de 11,5 min e do FUR-GLI de 8,23 min,
resultando em 15 min como tempo total de corrida.

A tabela 1 apresenta as condicGes utilizadas para a deteccdo da FUR, FUR-GLI e do

PI, descrevendo os valores utilizados para energia do cone, energia de colisdo, voltagem



do capilar, temperatura da fonte e de dessolvatacdo e pressdo do gas de colisdo.
Executaram-se as analises no modo MRM (multiple reaction monitoring) sendo que as
condigdes de otimizacdo do MS/MS foram obtidas por infusdo direta das solu¢bes padréo
dos analitos na concentracao de 10 pug/mL de acetonitrila. A aquisicdo de dados e a
quantificacdo das amostras foram realizadas utilizando o programa MassLynx verséo 4.1

(Micromass, Manchester, Reino Unido).

Tabela 1 — Analitos analisados e suas transi¢Ges, energia do cone e energia de coliséo.

: . Voltagem Temperatur i Vaz3 4
Energia Energia de oftage emperaturas Vazdo do gés azao do gas

. Transicdo S do dafonte e . de
Analitos do cone coliséo . N de colisdo x
(m/z) V) V) capilar dessolvatacao (mbar) dessolvatacao
(kV) (°C) (L/h)
FUR 328,95 > 20 15 3,2 150 e 450 7,00 x 103 900
285,00
Pl 333,90 > 10 15 3,2 150 e 450 7,00 x 10 900
290,05
FUR-GLI 505,20 > 20 15 3,2 150 e 450 7,00 x 103 900
328,70

Nota: FUR: furosemida; PI: padrdo interno deuterado de furosemida; FUR-GLI: glicuronideo de furosemida.

3.4 Analise do ultrafiltrado

Para a analise do plasma ultrafiltrado foi utilizado uma centrifuga refrigerada (NT 825
Nova técnica, Piracicaba, Brasil) e o dispositivo de filtragdo Centrifree® Ultrafiltration
Device 4104 (Merck KGaA, Darmstadt, Germany).

3.5 Métodos de preparo das amostras
3.5.1 Furosemida em plasma

Amostras de 50 pL de plasma foram adicionadas de 25 pL da solugdo de PI (0,1
pg/mL MeOH), 50 uL de acido cloridrico (HCI) 1M e 1mL de éter metil-terc-butilico
(MTBE). Em seguida, as amostras foram agitadas durante 30 minutos (mesa agitadora
220£10 ciclos/min, modelo MA 139/CTF, Marconi, Piracicaba, SP, Brasil) e centrifugadas
por 10 minutos (4 °C; 21,500 g/15,000 rpm) (Hitachi refrigerated centrifuge, model CT
15RE, Hitachinaka — Ibaraki, Japan). O sobrenadante (900 pL) foi separado e evaporado
em uma faixa de 30 a 40 minutos. O residuo foi reconstituido em 200 pL de fase movel
constituida de uma mistura de acetonitrila e acido formico 0,1% (1:1, v/v) e agitado por 30

segundos no vortex. Por fim, foram injetados 25 L no sistema cromatografico.



Figura 1 — Procedimento de preparo de amostras de plasma para a andlise da furosemida.

50 puL de plasma +25
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Evaporar por
3040 minutos

Ressuspendercom
200 pL de fase movel
(acetonitrila e acido
formico 0,1%)

Agitar por 5
segundos no vortex

Injetar 25 pL

3.5.1 Hidrolisado de furosemida em plasma

Realizou-se a hidrolise do FUR-GLI em amostras de plasma. Assim, foram
adicionados 25 pL da solucéo de PI (0,1 pg/mL MeOH), 25 uL de tampéo acetato (pH 5)
e 25 uL da enzima B-glicuronidase diluida (1:10 em &agua) em 50 pL de plasma. Em
seguida, as amostras foram agitadas por 30 segundos e incubadas por 16 horas a 37°C.
Apos a incubagdo, as amostras seguiram o preparo de amostra descrito anteriormente. A
concentracdo de FUR-GLI foi determinada através da subtracdo da concentracdo de FUR

em uma amostra hidrolisada pela concentragdo de FUR da mesma amostra nao



hidrolisada. Ambas as amostras (que passaram por hidrdlise enzimatica ou nao) foram

preparadas simultaneamente e analisadas em um mesmo dia.

Figura 2 - Procedimento de preparo de amostras de hidrolisado de plasma para a andlise da furosemida
glicuronideo.

50 pL de plasma +25 pl.de PI+25 plL
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Evaporar por
3040 minutos

Ressuspender com
200 pL de fase movel
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fomico 0,1%)

Agitar por §
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|

Injetar 25 plL

3.5.3 Otimizacéo da hidrdlise do glicuronideo de furosemida em plasma

Utilizou-se diferentes concentracdes da enzima e diferentes periodos de incubagéo
para avaliar a otimizacdo da hidrélise enzimatica em plasma. Para avaliar a melhor
concentracéo da enzima, fortificou-se as amostras de plasma a 2.500 ng/mL de FUR-GLI

e foram submetidas ao processo de hidrdlise com o uso de diferentes diluigdes da enzima



B-glicuronidase em &gua (1:500; 1:200; 1:100; 1:50; 1:20; 1:10; 1:5; 1:2 e 1 - sem
diluicdo). Desta forma, com a melhor condicdo de concentracdo da enzima, as amostras de
plasma enriquecidas com FUR-GLI nas concentrac@es do controle de qualidade de baixa
concentracdo (CQB), controle de qualidade de média concentracdo (CQM) e controle de
qualidade de alta concentragdo (CQA) para a avaliacdo dos diferentes tempos de
incubacdo da enzima (2, 4, 6 e 16h). Foi avaliado a razdo de areas de FUR pelo Pl de uma

mesma concentracdo adicionada de FUR-GLI em cada teste.

3.5.4 Analise da Furosemida e Glicuronideo de furosemida em ultrafiltrado de
plasma

Amostras de 200 pL de plasma foram transferidas para um dispositivo de ultrafiltragéo
Centrifree® (Milipore, Carrigtohill, Irlanda) e centrifugadas por 10 minutos (37°C; 1,875
g/ 3,000 rpm). Apos a ultrafiltracdo, foram transferidos 50 pL do ultrafiltrado e adicionado
150 pL da mistura de acetonitrila e acido formico 0,1% (1:1, v/v) e 25 pL de PI. Por fim,
as amostras foram agitadas em vortex por 5 segundos e foram injetados 50 pL no sistema
cromatogréfico.

Figura 3 - Procedimento de preparo de amostras de plasma ultrafiltrado para a analise da furosemida.
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3.5.5 Andlise da Furosemida e Glicuronideo de furosemida em urina

Amostras de 25 pL de urina (pH corrigido para 4-5) foram adicionados 25 pL da
solucdo de PI (0,5 pg/mL) e 1000 pL da mistura de acetonitrila e &cido férmico 0,1% (1:1,
v/v). Por fim, as amostras foram agitadas em vortex por 5 segundos e foram injetados 5

KL no sistema cromatografico.

Figura 4 - Procedimento de preparo de amostras de urina para a analise da furosemida.
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3.6 Validacdo dos métodos analiticos

Os métodos analiticos foram validados de acordo com a Resolugao ANVISA RDC n°
27 de 17 de maio de 2012 e European Medicines Agency (EMA), considerando 0s
parametros efeito matriz, linearidade, limite de quantificagéo, precisao e exatiddo (inter e
intraensaios) e estabilidade em matriz bioldgica em temperatura ambiente (curta duracao),

apos ciclos de congelamento e descongelamento e pos-processamento.



Tabela 2 - Concentragdes de furosemida e furosemida glicuronideo nos controles de qualidade (CQ) utilizados

na validacdo dos métodos bioanaliticos de plasma, plasma ultrafiltrado e urina.

Furosemida Plasma e hidrolisado  Plasma Ultrafiltrado Urina
(ng/mL) de plasma
LIQ 0,5 0,125 50
CcQB 1,25 0,25 100
cam 1250 125 10000
CQA 2000 200 16000
cab 10000 500 10000

CQ: controles de qualidade, LIQ: limite inferior de quantificacdo, CQB: controle de qualidade de baixa
concentragdo, CQM: controle de qualidade de média concentracdo, CQA: controle de qualidade de alta
concentragdo, CQD: controle de qualidade de diluicdo (CQ diluido em plasma na propor¢éo de 1:10).

3.6.1 Precisao e exatidao

A preciséo e a exatiddo dos métodos foram avaliadas através dos estudos intraensaio e
interensaios com amostras branco enriquecidas em cinco diferentes concentragdes (Tabela
2). Foram analisadas quintuplicatas de cada amostra em uma Unica corrida analitica para
avaliacdo de precisdo e exatiddo intraensaio do método. Ja para interensaios, foram
analisadas quintuplicatas de cada amostra em trés corridas diferentes. O método foi
considerado preciso e exato nos testes intraensaio e interensaios quando o coeficiente de
variacdo foi igual ou inferior a 15%, aceitando-se 20% para amostras do L1Q.

Equacdo 1 — Equacdo de erro padrao relativo

(Concentragdao média experimental — valor nominal)x 100

Erro padrio relativo =
P Valor nominal

Equacao 2 — Equacdo do coeficiente de variagdo (CV%)

Concentracdo média experimental x 100

Coeficiente de variacio = - p
f ¢ Desvio Padriao

3.6.2 Efeito matriz

A anélise do efeito matriz foi realizada pela comparacdo das razbes dos picos dos
analitos em solugéo padrdo pelo PI, nas concentracbes de CQB (amostra de controle de
qualidade de baixa concentracdo), CQM (amostra de controle de qualidade de média
concentracéo) e CQA (amostra de controle de qualidade de alta concentragéo) (Tabela 2)
injetados diretamente no sistema cromatografico, com as razdes de areas dos picos dos
analitos em solucdo padréo pelo PI nas mesmas concentragdes, adicionadas em extratos de
plasma branco, hidrolisado de plasma, ultrafiltrado de plasma e urina de seis voluntarios

distintos, sendo para os métodos de plasma e ultrafiltrado de plasma quatro amostras



normais, duas hemolisadas e duas lipémicas. Para cada amostra foi obtido o fator de
matriz normalizado por Pl (FMN), de acordo com a formula a seguir:

Equacéo 3 — Equacéo do fator de matriz normalizado por PI (FMN)

FMN — Resposta do analito em matriz/Resposta do PI em matriz

Resposta do analito em solucido/Resposta do PI em solucio

Apos o célculo de FMN, foi calculado o coeficiente de variacdo (CV) dos FMNs
relativos a todas as amostras. O efeito matriz € aceitavel quando o CV de todos os valores

de FMN forem menores que 15%.

3.6.3 Estabilidade do analito em matriz bioldgica

A estabilidade dos métodos foi avaliada em amostras enriquecidas nas concentragoes
de CQB, CQM e CQA (Tabela 2). Para avaliacdo da estabilidade da FUR e seu FUR-GLU
em matriz bioldgica, foram analisadas quintuplicatas de cada amostra em uma Unica
corrida analitica. Os resultados obtidos foram comparados com as amostras recentemente
preparadas e foram consideradas estaveis nas condi¢es de armazenamento e do método

analitico quando o EPR e o CV forem iguais ou inferiores a 15%.

3.6.3.1 Estabilidade de curta duragéo

A estabilidade de curta duracdo foi avaliada ao manter amostras enriquecidas
em temperatura ambiente (22°C) por 6 horas em amostras de plasma e hidrolisado de
plasma, j& as amostras de ultrafiltrado de plasma e urina foram mantidas em
temperatura ambiente (22°C) por 2 horas. Ap6s esse periodo, as amostras foram

extraidas e analisadas.

3.6.3.2 Estabilidade p6s-processamento
A estabilidade de pds processamento foi avaliada mantendo as amostras
processadas na temperatura do injetor do sistema HPLC-MS/MS (12°C) por 24 horas,

sendo analisadas ap0s esse periodo.

3.6.3.3 Estabilidade ap0s ciclos de congelamento e descongelamento

Avaliou-se a estabilidade apo6s 3 ciclos de congelamento e descongelamento, na
qual as amostras enriquecidas foram congeladas a -80°C por 24 horas. Apos este
periodo, foram descongeladas e congeladas novamente por 24 horas, repetindo-se este
processo até o terceiro ciclo de descongelamento. Apos o terceiro ciclo, as amostras de

plasma, hidrolisado de plasma e urina foram extraidas e analisadas. O teste ndo foi



realizado em amostra de ultrafiltrado, pois as amostras ndo foram congeladas durante

as anlises sendo analisadas logo ap0s o preparo.

3.6.4 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada pela construcéo de trés curvas de calibracdo que
inclui a analise da amostra branco e da amostra zero, além das amostras de diferentes
concentracdes do padrdo. O método foi considerado linear quando os desvios em relacéo a
concentracdo nominal forem menores ou iguais a 20% para os padrdes do LIQ e menor ou
igual a 15% para os outros padrées, sendo necessario que no minimo 75% dos padrdes de
calibrag&o estejam aprovados no critério anterior e no minimo 6 padrdes de calibragdo de
concentragdes diferentes, incluindo o LIQ e o LSQ, aprovados no critério anterior.

3.6.5 Efeito residual

O efeito residual foi avaliado através de trés injecdes de amostra branco, sendo
uma antes e duas apés a injecdo de duas amostras de CQA (Tabela 2). O efeito residual e
considerado desprezivel quando as respostas das interferéncias (picos) proximas ao tempo
de retencdo do analito forem inferiores a 20% da resposta do analito nas amostras do LIQ

e 5% da resposta do PI.

3.6.6 Seletividade

A seletividade foi avaliada através da comparacéo entre as areas obtidas no tempo de
retencdo do padrdo e PI de seis amostras branco. O método ser considerado seletivo
quando as respostas das interferéncias (picos) préximas ao tempo de retencdo do analito
forem inferiores a 20% da resposta do analito nas amostras do LIQ e 5% da resposta do
PI.

3.6.7 Adsorcao ao filtro

A adsorcdo ao filtro foi determinada para as amostras de plasma ultrafiltrado
submetendo 3 amostras para cada concentracdo de CQ (Tabela 2) ao processo de
ultrafiltragem, os resultados das solucgdes ultrafiltradas foram comparados com solugdes
gue néo passaram pelo procedimento. Calculou-se o erro padréo relativo e o coeficiente de
variacdo (Equacdo 1 e 2), sendo que os resultados sdo considerados aceitos quando

apresentam valores de desvios menores que 15%.



3.7 Métodos e protocolos clinicos

As participantes gestantes e ndo gestantes estavam cientes de todas as etapas do
estudo, tendo recebido uma explicacdo sobre a proposta do estudo, sua duracdo, 0S
procedimentos e 0s possiveis riscos envolvidos de forma detalhada, apenas incluidas no
estudo apds a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Além
disso, foi garantida a liberdade das participantes para se negarem a participar ou retirar seu
consentimento em qualquer etapa da pesquisa, sem penalizacdo ou prejuizo de seu
atendimento e/ou tratamento. Ademais, foi garantido o afastamento da paciente do
protocolo e atendimento médico pelo médico membro da equipe de pesquisa, no
HCFMRP-USP em caso da ocorréncia de efeitos adversos.

Houve a aprovacdo dos protocolos de pesquisa pelo Registro Brasileiro de Ensaios
Clinicos (ReBEC; Universal Trial Number: U1111-1238-7680), pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de
S40 Paulo e pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo (HCFMRP-USP).

3.7.1 Critérios de inclusao e exclusédo

Foram investigadas participantes (maiores de 18 anos) diagnosticadas com pielonefrite
aguda e com indicacdo de tratamento com antibidticos, atendidas nho HCFMRP-USP.
Além disso, foram recrutadas participantes saudaveis ndo gestantes da comunidade do
Campus de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo e participantes gestantes
saudaveis, com idade superior a 18 anos.

Foram excluidas do estudo as participantes gestantes diagnosticadas com pielonefrite
aguda guando apresentaram pelo menos uma das condicdes seguintes: insuficiéncia renal
crénica, lGpus eritematoso sistémico, sindromes hipertensivas (hipertensao arterial cronica
e/lou pré-eclampsia), sofrimento fetal crénico ou outras condi¢fes inflamatérias. Além
disso, as participantes que faziam uso de farmacos inibidores ou indutores dos OAT 1 e 3,
gue possam interagir com a furosemida, foram excluidas da pesquisa. Exemplo dos
farmacos: 4acido para amino salicilico, 4&cido para-amino-hipdrico, citalopram,
colestiramina, escitalopram, diclofenaco, digoxina, litio, linezolida, rifampina, rifabutina,
rifapentina, sertralina e teriflunomida (PARVEZ et al., 2016; HUO e LIU, 2018).



3.7.2 Célculo de tamanho amostral

O programa R foi empregado para realizar o calculo do tamanho amostral. Para o
calculo amostral para o primeiro protocolo (gestantes diagnosticadas com pielonefrite -
Fase 1 vs Fase 2) foram utilizados os valores do clearance de secre¢do (CLsec) (média +
desvio padrdo 57.6 = 17.3 mL/min) observados em voluntarios saudaveis tratados com
dose oral Unica de 40 mg de furosemida (SHEN et al., 2019). Para observar diferenca
significativa entre os grupos pareados de pelo menos 40% no pardmetro CLsec, com erro
tipo | fixado em 0,05 e poder do teste superior a 80%, o tamanho minimo amostral foi de
7 voluntarias em cada grupo. A figura 1 apresenta a variacdo do tamanho amostral com
relacdo ao poder do teste.

J& o célculo amostral para o segundo protocolo (gestantes saudaveis vs ndo gestantes
saudaveis) foram utilizados os valores do clearance de secrecdo (CLsec) (média + desvio
padrdo 57.6 £ 17.3 mL/min) observados em voluntarios saudaveis tratados com dose oral
Unica de 40 mg de furosemida (SHEN et al., 2019). Para observar diferenca significativa
entre os grupos independentes de pelo menos 40% no parametro CLsec, com erro tipo |
fixado em 0,05 e poder do teste superior a 80%, o tamanho minimo amostral foi de 12
voluntarias em cada grupo. A figura 1 apresenta a variacdo do tamanho amostral com

relacdo ao poder do teste.



Figura 5 - Estudo do tamanho amostral em relagdo ao poder do teste para estudo da farmacocinética da

furosemida protocolo 1 (imagem de cima) e protocolo 2 (imagem de baixo).
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3.7.3 Protocolo clinico

As participantes foram divididas em trés grupos:
Grupo 1: Participantes gestantes diagnosticadas com pielonefrite aguda (Fase I: n =10
eFasell:n=7).

Grupo 2: Participantes saudaveis ndo gestantes (n = 12).



Grupo 3: Participantes no segundo ou terceiro trimestre da gestacdo (n = 10). O grupo
inclui as participantes de Fase Il e trés participantes recrutadas para atingir o tamanho
amostral.

O protocolo clinico paras as participantes gestantes diagnosticadas com pielonefrite
aguda foi dividido em duas fases. Na Fase I, apos o diagndstico da paciente e indicacdo de
tratamento com antibidtico pela equipe médica, foi coletado 2 mL de sangue em tubo
heparinizado contendo EDTA para avaliacdo da concentracdo plasmatica de citocinas.
Foram realizados exames laboratoriais para a avaliacdo hepatica, metabolica e renal pelo
hospital local de maneira rotineira e os dados foram acessados via prontuério eletronico
posteriormente. Foi administrado uma dose Unica oral de 40 mg de FUR com 200 mL de
agua, apos as gestantes receberem a primeira dose de antibiético. Realizou-se a coleta de
amostras seriadas de sangue com volumes aproximados de 5 mL por meio de puncao
venosa com escalpe em tubos contendo heparina (Liquemine 5000UIl, Roche) como
anticoagulante. As amostras foram colhidas antes e 30 min; 1; 1,5; 2; 4; 6; 8; 10; 16 e 24h
apos a administracdo de FUR. Ja a urina foi coletada no periodo de 0-24h, em frascos
individuais. Para cada volume de urina coletado, retirou-se aliquotas de 10 mL e manteve-
se 0 pH entre 4-5 para evitar a hidrolise do FUR-GLI (MIZUMA et al., 1999). Por fim, as
aliquotas foram armazenadas a -80°C até a andlise. As gestantes receberam alta hospitalar,
seguindo o protocolo do hospital local, apds o tratamento com antibiético endovenoso e
ao apresentar melhora do quadro infeccioso (mal-estar, febre, entre outros sintomas), e
continuaram o tratamento com antibiético via oral durante 10-14 dias. Na Fase Il, apds o
fim do tratamento com antibioticos orais e avaliagdo com a equipe médica em seguimento
do tratamento, as gestantes foram convidadas a irem a Unidade de Pesquisa Clinica (UPC)
do HC-FMRPUSP, onde receberam dose Unica oral de FUR 40 mg. Foram coletadas
amostras de sangue para a avaliacdo das citocinas plasmaticas, exames laboratoriais para a
avaliacdo hepética, metabolica e renal e estudo da farmacocinética da FUR (de forma
semelhante a Fase I).



Figura 6 - Representacao do protocolo clinico para a avaliacido do impacto da pielonefrite aguda em pacientes

gestantes.
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Exames clinicos e laboratoriais Exames clinicos e laboratoriais
(avaliagéo hepética, metabdlica e renal) (avaliagéo hepética, metabdlica e renal)
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urina (0-24h) _ urina (0-24h)
As allquotas foram amazenadas a As aliquotas foram amazenadas a
-80°C até a andlise -80°C até a andlise

Ja o protocolo clinico das participantes ndo gestantes e gestantes saudaveis foi
realizado em apenas uma fase. As participantes foram encaminhadas a Unidade de
Pesquisa Clinica (UPC) do HC-FMRPUSP onde foi administrado uma dose Unica oral de
40 mg de FUR com 200 mL de &gua, de forma semelhante aos outros protocolos.
Realizou-se a coleta de amostras seriadas de sangue e de urina (todo o volume excretado
no periodo de 0-24h) de maneira semelhante ao protocolo anterior. As aliquotas foram
armazenadas a -80°C até a analise. Além disso, realizou-se exames laboratoriais para a

avaliacdo hepatica, metabdlica e renal pelo hospital local de maneira rotineira.

3.7.4 Determinacdo de citocinas em plasma

Foram quantificadas as citocinas IFN-y, IL-1pB, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
12p40, 1L12p70, MCP-1 e TNF-a empregando o kit Milliplex MAP® Human
Cytokine/Chemokine, Magnetic Bead Panel Immunoassay, Luminex Corporation nas
amostras de plasma das participantes gestantes diagnosticadas com pielonefrite coletadas

nas Fases | e 11 do estudo.

3.7.5 Anélise farmacocinética ndo compartimental

Aplicou-se 0 programa Phoenix WinNonlin®, versdo 8.3.4.295 (Certara USA, Inc.,
Princeton, EUA) para calcular os parametros farmacocinéticos da FUR observados nas
participantes. O calculo da AUC foi realizado utilizando o método dos trapézios do tempo
0-24h (AUCo.24) e para calcular AUCo utilizou a equacdo AUCy_, = AUCy_54 +

ClaSt/Kel para extrapolar até o infinito, sendo Cpst a Ultima concentracdo da FUR



determinada experimentalmente e kel é a constante de velocidade de eliminacdo da fase
terminal. J& a fracdo livre (Fu) da FUR foi calculada através da razdo da concentracdo
livre no plasma pela concentracéo total no plasma, em amostras de Cmax. A quantidade de
FUR eliminada na urina (Ae) foi determinada pela multiplicacdo das concentracdes
obtidas nas amostras pelo volume total de urina coletado. A fragcdo da dose de FUR
eliminada inalterada (Fe) foi calculada atraves da divisdo do Ae pela dose administrada. A
determinacdo do clearance renal (CLr) se deu pela multiplicagdo do Fe pelo clearance
total aparente (CL/F). Ademais, calculou-se o clearance de secrecdo (CLsec) atraves da
subtracdo do CLr pela Fu multiplicada pelo clearance de creatinina (CLcr) (ROWLAND
e TOZER, 2011), que foi calculado pela equagéo de Cockcroft-Gault (ROWLAND e
TOZER, 2011). Considerou-se a reabsorcao tubular da furosemida nula. J& o clearance
ndo renal (CLnr) obteve-se através da subtracdo do CL/F pelo CLr. Por fim, o clearance
de formacdo (CLm) do FUR-GLI foi calculado pela multiplicagdo do CL/F da FUR pelo
Fe do FUR-GLI (ROWLAND e TOZER, 2011), visto que o Fe foi obtido pela razéo do
Ae do FUR-GLI (calculada de forma semelhante ao da FUR) corrigida pelo peso

molecular pela dose da FUR.

3.7.6 Analise estatistica

O programa R foi empregado para realizar o teste de Shapiro-Wilk em que se verifica
se a amostra analisada segue uma distribui¢cdo normal. Além disso, também foi usado o
teste de Mann-Whitney para comparar as participantes ndo gestantes e gestantes saudaveis
a fim de avaliar a influéncia da gravidez, assim como o teste de Wilcoxon para comparar
as participantes gestantes com pielonefrite aguda Fase | (antes do tratamento com
antibidtico) e Fase Il (apds o tratamento com antibiotico) a fim de avaliar a influéncia da

pielonefrite aguda. O valor de alfa adotado foi de 5% (nivel de significancia).

4. RESULTADOS

4.1 Resultados das validacdes dos métodos analiticos em plasma

Os espectros de massas das moléculas protonadas e seus ions filhos da FUR, FUR-GLI
e do PI estdo apresentados nas Figuras 7, 8 e 9, respectivamente. As transicfes foram

selecionadas com base na intensidade do sinal.



Figura 7 — Espectro de massas da furosemida monitorada na transi¢éo 328,95 > 285.
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Figura 8 — Espectro de massas da furosemida glicuronideo na transi¢éo 505,20 > 205,30.
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Figura 9 — Espectro de massas do padréo interno furosemida deuterado monitorado na transi¢do 333,9 >
290,05.
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Foram obtidos os cromatogramas por meio da andlise de amostra de plasma branco
indicada na Figura 10, plasma enriquecido na concentracdo do LIQ (0,5 ng/mL) indicada na
Figura 11 e amostra de paciente saudavel depois de 1 hora da administracdo de dose Unica
oral de 40 mg de FUR (Figura 12).



Figura 10 - Cromatogramas obtidos na analise de plasma branco. Analito furosemida (FUR) monitorado na
transicdo 328,95 > 285 e padréo interno furosemida deuterado (FUR-D5) monitorado na transi¢do 333,9 >

290,05. Tempo de retencdo: 5,3 minutos.
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Figura 11 - Cromatogramas obtidos na andlise de plasma branco enriquecido na concentracdo do limite
inferior de quantificacdo (LIQ; 0,5 ng/mL). Analito furosemida (FUR) monitorado na transicdo 328,95 > 285 e
padréo interno furosemida deuterado (FUR-D5) monitorado na transicdo 333,9 > 290,05. Tempo de retencéo:

5,3 minutos.
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Figura 12 - Cromatogramas obtidos na anélise de amostra de plasma de voluntario saudavel (a amostra de
plasma foi coletada 1 hora apds a administragdo oral de 40mg de furosemida). Analito furosemida (FUR)
monitorado na transicdo 328,95 > 285 e padrdo interno furosemida deuterado (FUR-D5) monitorado na
transicédo 333,9 > 290,05. Tempo de retencdo: 5,2 minutos.
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Além disso, foram obtidos os cromatogramas por meio da analise de amostra de

plasma branco adicionado com enzima indicada na Figura 13, plasma enriquecido na

concentracdo do LIQ (0,5 ng/mL) e adicionado com enzima indicada na Figura 14 e amostra

de plasma de paciente saudavel depois de 1 hora de administracdo de dose Unica oral de 40

mg de FUR e adicionado com enzima (Figura 15).

Figura 13 - Cromatogramas obtidos na analise de plasma branco com enzima. Analito furosemida (FUR)
monitorado na transi¢do 328,95 > 285 e padrdo interno furosemida deuterado (FUR-D5) monitorado ha
transicdo 333,9 > 290,05. Tempo de reten¢do: 5,3 minutos.
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Figura 14 - Cromatogramas obtidos na analise de plasma branco com enzima enriquecido na concentragéo do
limite inferior de quantificacéo (LIQ; 0,5 ng/mL). Analito furosemida (FUR) monitorado na transigdo 328,95 >
285 e padrdo interno furosemida deuterado (FUR-D5) monitorado na transicdo 333,9 > 290,05. Tempo de
retencdo: 5,3 minutos.
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Figura 15 - Cromatogramas obtidos na andlise de amostra de plasma de voluntario saudavel (a amostra de
plasma foi coletada 1 hora ap6s a administracdo oral de 40mg de furosemida) adicionado de enzima. Analito
furosemida (FUR) monitorado na transicdo 328,95 > 285 e padrédo interno furosemida deuterado (FURDS)
monitorado na transi¢do 333,9 > 290,05. Tempo de retengdo: 5,2 minutos.

[ENZIMA_VS_4_T_4 ENZIMA_VS_4_T_4
28.95 > 285 (Furosemida) 333.9 > 290.05 (Furosemida-D5)
100 527 100 522
- =
A ARBAS VNASARTas saatt e VR e e eadasane: Time o e Time
100 o0 300 400 s00 oo 7oo oo @00 4000 100 200 300 400 | 500 600 | 700 | 800 | 900 1000




Por fim, a figura 16 apresenta os tempos de incubagdo das amostras de plasma com a
enzima B-glicuronidase e as tabelas 3 e 4 descrevem os resultados dos pardmetros de

validacdo do método de determinacéo da FUR e FUR-GLI.

Figura 16 - Tempos de incubacdo das amostras de plasma com a enzima para a analise da furosemida
glicuronideo. Série 1: 1,25 ng/ml; série 2: 1250 ng/ml e série 3: = 2500 ng/ml
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Tabela 3 - Efeito matriz, linearidade, equacdo da reta e coeficiente de correlagdo (r2) do método de
determinacgéo de furosemida em plasma e hidrolisado de plasma.

Efeito matriz Linearidade
5 2
EMN médio (CV%) (ng/ml__ de Equacéo da reta r
matriz)
CQB: 5,20 _
Plasma COM: 6.21 0,5 2.500 Y o 0,993281
CQA: 9,24 '
- CQB: 10,73 _
Hidrolisado de CQM: 5,13 052500 Y e 0997225
P CQA: 5,43 ’

FMN: fator de matriz normalizado por padrdo interno, CV: coeficiente de variacdo [(desvio
padrdo/concentracdo média experimental)]*100; CQ: controles de qualidade, LIQ: limite inferior de
guantificacdo do método, CQB: controle de qualidade de baixa concentracdo, CQM: controle de
qualidade de média concentracdo, CQA: controle de qualidade de alta concentracao.



Tabela 4 - Parametros de validacdo do método de determinacdo de furosemida em plasma e em hidrolisado.

Plasma Hidrolisado de plasma
Experimentos intra-ensaio (n=5)
Precisio (CV%) Exatid3o (EPR %) Precisdo (CV%) E(’;:d/a;’
LIQ (0,5 ng/mL) 10,56 0,82 9,32 -2,20
CQB (1,25 ng/mL) 7,93 -0,84 6,23 -3,02
CQM (1.250 ng/mL) 1,12 -11,00 2,55 5,92
CQA (2.000 ng/mL) 1,13 -8,11 2,05 -1,44
€QD (1:10; 10.000 2,05 153 i i
ng/mL)
cap (1:10; 500 ) ) 157 8,80
ng/mL)
Experimentos inter-ensaios (n=3)
Precisao (CV%) Exatidao (EPR %) Precisao (CV%) Exatidao (EPR %)
LIQ (0,5 ng/mL) 11,0 5,45 10,89 -4,96
CQB (1,25 ng/mL) 9,29 -6,73 6,08 1,45
CQM (1250 ng/mL) 4,21 -9,65 10,40 -6,83
CQA (2000 ng/mL) 2,05 -6,34 6,62 -8,32
€QD (1:10; 10000 4,79 0,07 i i
ng/mL)
cQp (1:10; 500 ) ] 5,48 129
ng/mL)
Estabilidade em matriz bioldgica
PoOs-processamento (15 2C por 21 h; n = 5)
Precisdo (CV%) Exatiddo (EPR %) Precisdo (CV%) Exatiddo (EPR %)
CQB (1,25 ng/mL) 4,54 -12,73 14,31 8,90
CQM (1.250 ng/mL) 2,82 -8,86 7,91 -2,93
CQA (2.000 ng/mL) 2,16 -8,73 5,94 -3,44
Estabilidade de curta duragdo (24 2C por 6 h; n =5)
CQB (1,25 ng/mL) 9,00 -14,64 7,95 -4,02
CQM (1.250 ng/mL) 3,04 -7,97 9,42 0,95
CQA (2.000 ng/mL) 6,98 -4,87 5,72 -9,89
Estabilidade em ciclo de congelamento e descongelamento (3 vezes; -80°C até 24°C; n = 5)
Precisao (CV%) Exatidao (EPR %) Precisao (CV%) Exatidao (EPR %)
CQB (1,25 ng/mL) 7,47 -9,04 5,61 -3,63
CQM (1.250 ng/mL) 6,71 -6,17 5,46 2,08
CQA (2.000 ng/mL) 2,30 -8,57 2,01 -3,16

CV: coeficiente de variagdo [(desvio padrdo/concentracdo média experimental)] *100, EPR: erro padréo relativo
[(concentracdo média experimental - valor nominal) /valor nominal] * 100. CQ: controles de qualidade, LIQ:
limite inferior de quantificacdo do método, CQB: controle de qualidade de baixa concentragdo, CQM: controle
de qualidade de média concentracdo, CQA: controle de qualidade de alta concentracdo, CQD: controle de
qualidade de dilui¢do (CQ diluido em plasma na proporgéo de 1:10).

4.2 Resultados das validacdes dos métodos analiticos em plasma ultrafiltrado

Foram obtidos os cromatogramas por meio da analise de amostra de plasma ultrafiltrado

branco indicada na Figura 17, plasma ultrafiltrado enriquecido na concentracgdo do LIQ (0,125



ng/mL) indicada na Figura 18 e amostra de paciente saudavel apds a administracdo Unica oral
de 40 mg de FUR (Figura 19).

Figura 17 - Cromatogramas obtidos na analise de plasma ultrafiltrado branco. Analito furosemida (FUR)
monitorado na transicdo 328,95 > 285, glicuronideo de furosemida monitorado na transi¢éo 505,20>205,30 e
padrdo interno furosemida deuterado (FUR-D5) monitorado na transi¢ao 333,9 > 290,05. Tempo de reten¢ao:
8,2 e 11,5 minutos.
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Figura 18 - Cromatogramas obtidos na andlise de plasma ultrafiltrado branco enriquecido na concentracao do
limite inferior de quantificagéo (LIQ; 0,125 ng/mL). Analito furosemida (FUR) monitorado na transi¢ao 328,95
> 285, glicuronideo furosemida monitorado na transicdo 505,20>205,30 e padrdo interno furosemida
deuterado (FUR-D5) monitorado na transicdo 333,9 > 290,05. Tempo de reten¢do: 8,2 e 11,5 minutos.
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Figura 19 - Cromatogramas obtidos na andlise de amostra de plasma ultrafiltrado de voluntario saudavel.
Analito furosemida (FUR) monitorado na transicdo 328,95 > 285, FUR glicuronideo monitorado na transicdo

505,20>205,30 e padrao interno FUR deuterado (FUR-D5) monitorado na transi¢édo 333,9 > 290,05. Tempo de
retencdo: 8,2 e 11,5 minutos.
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Além disso as tabelas 5 e 6 descrevem os resultados dos parametros de validagdo do
método de determinacdo da FUR e FUR-GLI.



Tabela 5 - Efeito matriz, linearidade, equacdo da reta e coeficiente de correlagdo (r2) do método de
determinag&o de furosemida e de furosemida glicuronideo em ultrafiltrado.

Efeito matriz FMN  Linearidade (ng/mL

3 2
médio (CV%) de matriz) Equagao da reta r
. COB: 3.48 _
U'Itar:‘r‘:gr(aF‘ﬁ’Ff)e COM: 577 0,125 _ 250 Y‘Ooéllilz‘élzzx * 0.990366
P CQA: 5,48 '
Ultrafiltrado de CQB: 5,17 _
plasma (FUR- CQM: 6,24 0125-250ngimL ¥ X 0,992466
GLI) COA: 5,75 !

Tabela 6 - Pardmetros de validacdo do método de determinacéo de furosemida e furosemida glicuronideo em
ultrafiltrado de plasma.

Furosemida Furosemida glicuronideo
Experimentos intra-ensaio (n=>5)
Precisao (CV%) Exatidao (EPR %) Precisao (CV%) E()é?;({;;)
LIQ (0,125 ng/mL) 9,58 7,00 7,56 8,80
CQB (0,25 ng/mL) 4,54 9,87 10,39 2,02
CQM (125 ng/mL) 2,18 -1,72 3,78 1,16
CQA (200 ng/mL) 2,80 2,76 4,12 4,74
el pely 1,42 6,57 2,07 -4,97
ng/mL)
Experimentos interensaios (n=3)
Precisao (CV%) Exatidao (EPR %) Precisao (CV%) Exatidao (EPR %)
LIQ (0,125 ng/mL) 11,35 1,11 9,71 5,29
CQB (0,25 ng/mL) 7,36 6,79 8,33 1,29
CQM (125 ng/mL) 4,75 2,22 4,09 1,22
CQA (200 ng/mL) 6,08 -4,80 4,12 3,34
€Qp (1:10; 500 8,48 2,07 5,18 4,97
ng/mL)
Estabilidade em matriz bioldgica
Pds-processamento (15 2C por 21 h; n = 8)
Precisao (CV%) Exatiddo (EPR %) Precisao (CV%) Exatiddo (EPR %)
CQB (0,25 ng/mL) 7,31 6,40 5,34 -8,33
CQM (125 ng/mL) 1,60 -6,00 2,69 1,04
CQA (200 ng/mL) 2,11 -11,14 2,84 1,54
Estabilidade de curta duragdo (24 2C por 2 h; n = 8)
CQB (0,25 ng/mL) 11,46 -3,40 5,82 0,75
CQM (125 ng/mL) 3,33 -0,61 5,51 9,75
CQA (200 ng/mL) 3,00 -1,87 2,65 10,57
Estudo de adsorgdo ao filtro (n=3)
CQB (0,25 ng/mL) - -10,10 - -2,00
€QM (125 ng/mL) - -2,94 - -3,10
CQA (200 ng/mL) - -0,40 - -0,95

CV: coeficiente de variacdo [(desvio padrdo/concentracdo média experimental)] *100, EPR: erro padrdo relativo
[(concentragdo média experimental - valor nominal) /valor nominal] * 100. CQ: controles de qualidade, LIQ: limite
inferior de quantificacgdo do método, CQB: controle de qualidade de baixa concentracdo, CQM: controle de



qualidade de média concentragdo, CQA: controle de qualidade de alta concentragdo, CQD: controle de qualidade de
diluicdo (CQ diluido em plasma na proporg¢ao de 1:10).

4.3 Resultados das validac¢Ges dos métodos analiticos em urina

Foram obtidos os cromatogramas por meio da analise de amostra de urina branco
indicada na Figura 29, urina enriquecido na concentragdo do LIQ (0,05 pg/mL) indicada
na Figura 30 e amostra de paciente saudavel apds a administracdo unica oral de 40 mg de

FUR (Figura 31).

Figura 20 - Cromatogramas obtidos na analise de urina branco. Analito furosemida (FUR) monitorado na
transicdo 328,95 > 285, glicuronideo de furosemida monitorado na transicdo 505,20>205,30 e padréo interno
furosemida deuterado (FUR-D5) monitorado na transicdo 333,9 > 290,05. Tempo de retencdo: 8,2 e 11,5
minutos.
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Figura 21 - Cromatogramas obtidos na analise de urina branco enriquecida na concentracéo do limite inferior
de quantifica¢do (LIQ; 0,05 ug/mL). Analito furosemida (FUR) monitorado na transicdo 328,95 > 285,
glicuronideo de furosemida monitorado na transi¢cdo 505,20>205,30 e padrdo interno furosemida deuterado

(FURD5) monitorado na transi¢do 333,9 > 290,05. Tempo de retencdo: 8,2 e 11,5 minutos.
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Figura 22 - Cromatogramas obtidos na andlise de amostra de urina de voluntario saudavel. Analito furosemida
(FUR) monitorado na transicdo 328,95 > 285, glicuronideo de furosemida monitorado na transicéo

505,20>205,30 e padrdo interno furosemida deuterado (FUR-D5) monitorado na transicdo 333,9 > 290,05.
Tempo de retencdo: 8,2 e 11,5 minutos.
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Além disso as tabelas 7 e 8 descrevem os resultados dos parametros de validacdo do
método de determinacdo da FUR e FUR-GLI.



Tabela 7 - Efeito matriz, linearidade, equacdo da reta e coeficiente de correlagdo (r2) do método de
determinag&o de furosemida e de furosemida glicuronideo em urina.

Efeito matriz FMN  Linearidade (ng/mL

5 2
médio (CV%) de matriz) Equagdo da reta r
e Y=1,65188
: CQM: 5.77 -~ = 1,65188x +
Urina (FUR) e 50 — 20.000 0 Go1708 0,997462
COB: 5,71 _
Urina (FUR-GLI)  CQM: 6,24 50 - 20.000 \g_oodggg%; 0,997974
CQA: 5,75 :

Tabela 8 - Pardmetros de validacdo do método de determinacéo de furosemida e furosemida glicuronideo em

urina.
Furosemida Glicuronideo de furosemida
Experimentos intra-ensaio (n=8)
Precisao (CV%) Exatidao (EPR %) Precisao (CV%) E()é?;({;;)
LIQ (50 ng /mL) 6,10 -4,50 10,13 -8,00

CQB (100n g /mL) 5,14 -1,12 2,84 -6,25
CQM (10.000 ng/mL) 1,40 -4,80 1,66 -2,97
CQA (16.000 ng /mL) -7,31 -4,27 3,14 -6,30

SRDESLE AL 2,10 4,28 2,41 2,94

ng /mL)
Experimentos inter-ensaios (n=3)
Precisao (CV%) Exatidao (EPR %) Precisao (CV%) Exatidao (EPR %)
LIQ (50 ng /mL) 7,03 -5,00 8,40 2,50

CQB (100n g /mL) 2,24 1,00 1,38 2,50
CQM (10.000 ng/mL) 2,21 -2,53 2,43 -0,91
CQA (16.000 ng /mL) 2,67 -4,14 2,89 -1,81

€Qp (2:10; 10.000 3,18 3,61 2,94 2,18

ng /mL)
Estabilidade em matriz biolégica
Pds-processamento (15 2C por 21 h; n = 8)
Precisao (CV%) Exatiddo (EPR %) Precisao (CV%) Exatiddo (EPR %)

CQB (100n g /mL) 3,87 2,37 8,23 -3,87
CQM (10.000 ng/mL) 1,04 -4,73 1,29 -6,14
CQA (16.000 ng /mL) 1,31 -6,84 1,42 -5,77

Estabilidade de curta duragdo (24 2C por 2 h; n = 8)

CQB (100n g /mL) 2,86 1,86 4,74 -2,14
CQM (10.000 ng/mL) 1,81 5,31 1,52 12,79
CQA (16.000 ng /mL) 1,86 -2,20 3,82 2,20

Estabilidade em ciclo de congelamento e descongelamento (3 vezes; -80°C até 24°C; n = 8)

CQB (100n g /mL) 6,18 7,14 7,91 -0,50

CQM (10.000 ng/mL) 1,40 1,30 1,73 9,11

CQA (16.000 ng /mL) 1,74 -9,76 2,34 -4,04




CV: coeficiente de variacdo [(desvio padrdo/concentragdo média experimental)] *100, EPR: erro padrdo relativo
[(concentragdo média experimental - valor nominal) /valor nominal] * 100. CQ: controles de qualidade, LIQ: limite
inferior de quantificacdo do método, CQB: controle de qualidade de baixa concentracdo, CQM: controle de
qgualidade de média concentracdao, CQA: controle de qualidade de alta concentracao, CQD: controle de qualidade de
dilui¢do (CQ diluido em plasma na proporgdo de 1:10).

4.4 Impacto da gestagao

Foram investigadas 10 participantes durante o segundo ou terceiro trimestre da
gestacdo e 12 participantes ndo gestantes para avaliar a influéncia da gravidez na atividade
dos transportadores OAT 1 e 3. Nenhuma participante recrutada apresentou efeitos toxicos
apos a administracdo da dose de furosemida.

A tabela 9 apresenta as caracteristicas demogréficas das participantes gestantes e ndo
gestantes saudaveis. Assim como, a tabela 10 indica os parametros bioquimicos e
hematoldgicos de ambas as populacbes. Por fim, a tabela 11 descreve o impacto da
gestacdo na farmacocinética da FUR. As participantes gestantes quando comparadas com
as ndo gestantes apresentam maiores valores medianos (intervalo interquartil) de CL/F
(38,17 vs 18,58 L/h) e CLnr (31,64 vs 12, 51 L/h) e ndo mostraram diferencas nos valores
de CLr (7,85 vs 6,09 L/h), CLsec (7,70 vs 6,05 L/h) e CLwm (2,47 vs 2,92 L/h).

A figura 23 apresenta os graficos de concentragdo plasmatica de FUR vs tempo para as
participantes ndo gestantes saudaveis (n = 12) e a figura 24 os graficos para as
participantes gestantes saudaveis (n = 10). Além disso, a figura 25 apresenta 0s
parametros farmacocinéticos da FUR que ndo apresentaram diferenca estatistica entre as
participantes ndo gestantes (n = 12) e participantes gestantes (n = 10) ap6s dose Unica de
40 mg de FUR, assim como a figura 26 apresenta os parametros farmacocinéticos da FUR
que apresentaram diferenca estatistica entre as participantes. Os dados estdo apresentados

em mediana (intervalo interquartil).

Tabela 9 - Caracteristicas demogréficas das participantes gestantes (n=10) e ndo gestantes saudaveis (n=12).
Os dados estéo indicados em mediana (intervalo interquartil).

Gestantes (n=10) N&o Gestantes (n=12)
Idade (anos) 27,01 (21,00 — 31,20) 28,01 (24,00 — 31,71)
Idade gestacional (semanas) 28,70 (22,90 — 37,21) -
Peso (kg) 75,50 (68,41 — 93,10) 69,20 (57,10 — 78,21)




Tabela 10 - Parametros bioquimicos e hematoldgicos das participantes gestantes (n=10) e ndo gestantes
saudaveis (n=12). Os dados estdo indicados em mediana (intervalo interquartil).

Parametros Gestantes (n=10) N&o gestantes (n=12)

(unidade)
Hematacrito (%) 34,50 (32,71 — 36,50) 40,51 (38,01 — 41,50) 35,4 - 46,3
Hemoglobina (g/L) 11,71 (11,10 — 12,10) 13,30 (12,40 — 13,91) 12,4 - 16,1
Plaquetas (10%/pL) 271,50 (218,71 — 279,50) 269,01 (227,01 — 327,01) 203 - 445
Proteinas totais (g/dL) | 6,10 (5,78 — 6,32) 6,64 (6,17 — 7,40) 6,1-7,9
TGO (U/L) 16,80 (14,41 — 19,22) 17,01 (14,01 — 23,02) Até 32
TGP (U/L) 14,20 (10,81 — 19,10) 16,01 (13,01 — 22,00) Até 31
Albumina (g/dL) 3,54 (3,42 — 3,81) 4,37 (3,92 - 4,51) 3,5-4,8
Glicemia (mg/dL) 71,60 (64,90 — 77,61) 77,41 (72,80 — 80,31) 70 -100
Alfa-1-Glicoproteina
acida (mg/dL) 61,80 (45,01 — 76,30) 76,41 (59,40 — 80,01) 50 - 120
'(:Sfli?tase alealina 115810 (11850 - 175.21) 58,01 (47,90 - 64,31) 65 - 300
Gama-GT (U/L) 27,70 (12,40 — 35,71) 16,00 (10,81 — 20,71) 7,0-32
Creatinina sérica
(mg/dL) 0,57 (0,47 — 0,65) 0,75 (0,65 — 0,82) 06-11
CLcr (L/h) 11,10 (9,59 — 12,60) -

Medicamentos em uso

1,2,3,4,56

7,53 (6,08 — 8,80)

Notas: CLcr: Clearance de creatinina - avaliado pela equacdo de Cockcroft-Gault. 1: sulfato ferroso; 2: metamizol; 3:

acido folico; 4: miconazol (topico); 5: levotiroxina; 6: heparina.



Figura 23 - Graficos de concentracao plasmatica de furosemida vs tempo das participantes ndo gestantes

saudaveis (n=12).
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Figura 24 - Gréficos de concentracao plasmatica de furosemida vs tempo das participantes gestantes saudaveis
(n=10).
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- Grafico de comparacdo da concentracio plasmatica de furosemida vs tempo das participantes

gestantes saudaveis com ndo gestantes. Os dados estdo indicados em mediana (intervalo interquartil).
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Tabela 11 - Parametros farmacocinéticos da furosemida observados em participantes gestantes (n=10) e n&o
gestantes saudaveis (n=12) ap06s dose Unica de 40 mg de furosemida. Os dados estdo indicados em mediana
(intervalo interquartil).

Gestantes (n=10) N&o gestantes (n=12) Valor de p

Tmax () 2,00 (1,00 -2,25) 1,00 (1,00 - 2,00) 0,12
Crmax (Ng/mL) 325,55 (205,57 - 589,38) 970,36 (686,70 - 1413,31) <0,0001
AUCo2(ng.n/mL) | 1049,08 (897,10 - 1148,46) 2153,13 (1877,58 - 2417,44) <0,0001
AUCo-.(ng.h/mL) | 1110,48 (1033,88 — 1362,50)  2200,67 (1904,55 - 2447,74) < 0,0001
Fu (%) 0,94 (0,77 - 1,23) 0,18 (0,09- 0,31) <0,0001
Ae (mg) 7,75 (5,67 — 10,04) 12,61 (10,48 - 14,28) 0,015
Fe (%) 19,39 (14,50 - 25,11) 31,53 (26,21 - 35,71) 0,016
CL/F (L/h) 38,17 (34,83 - 45,17) 18,58 (16,56 - 21,30) < 0,0001
CLr(L/h) 7,85 (6,84 - 10,14) 6,09(4,16 - 6,98) 0,095
CLsec (L/h) 7,70 (6,74 — 9,98) 6,05 (4,15 — 6,96) 0,095
CLwm (L/h) 2,47 (1,75 — 4,64) 2,92 (1,92 - 3,66) > 0,9999
CLnr (L/h) 31,64 (27,91 - 41,16) 12,51 (9,81 - 15,44) <0,0001

Tmax: tempo de observagdo do Cmax; Cmax: concentracdo plasméatica maxima; AUCo-24: drea sob a curva concentracdo
plasmatica x tempo coletado no intervalo de 0 a 24h; AUCo-: area sob a curva concentragdo plasmatica x tempo
extrapolada ao infinito; Fu: fracdo livre; Ae: quantidade excretada na urina; Fe: fragdo da dose eliminada inalterada na
urina; CL/F: clearance total aparente; CLr: clearance renal; CLm: clearance de formacgdo do glicuronideo de
furosemida; CLnr: clearance ndo renal; Grupos avaliados pelo teste de Mann-Whitney (p > 0,05).

Figura 26 - Parametros farmacocinéticos da furosemida que nao apresentaram diferenca estatistica entre as
participantes ndo gestantes (quadrados azuis; n = 12) e participantes gestantes (circulos laranja; n = 10) apds
dose Unica de 40 mg de furosemida, mas sdo importantes. Dados apresentados em mediana (intervalo
interquartil). Grupos avaliados pelo teste de Mann-Whitney (p > 0,05).
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Figura 27 - Parametros farmacocinéticos da furosemida que apresentaram diferenca estatistica entre as
participantes ndo gestantes (quadrados azuis; n = 12) e participantes gestantes (circulos laranja; n = 10) ap6s
dose Unica de 40 mg de furosemida. Dados apresentados em mediana (intervalo interquartil). Grupos avaliados
pelo teste de Mann-Whitney (p > 0,05).
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4.5 Impacto da pielonefrite aguda

O hospital local realizou a internagdo de 69 pacientes gestantes para o tratamento de
pielonefrite aguda durante o periodo do estudo. Porém, muitas pacientes foram excluidas por ndo
aceitarem participar ou por se encaixarem nos critérios de excluséo do estudo. Desta forma, houve a
participacdo de 10 pacientes gestantes em tratamento para pielonefrite aguda na Fase | e 7 na Fase
Il do estudo. A maioria das pacientes recrutadas apresentaram tipicos sintomas de infeccdo como
febre, sinal de Giordano positivo e mal-estar geral. Adicionalmente, apresentaram leucociteuria e
nitrito positivo na urina. Nenhuma participante recrutada apresentou efeitos toxicos apos a
administracdo da dose de furosemida.

A tabela 12 apresenta as caracteristicas demogréaficas das participantes gestantes com
pielonefrite aguda. Assim como, a tabela 13 indica os parametros bioguimicos e hematologicos de
ambas as ocasides. A tabela 14 apresenta as concentracdes plasmaticas de citocinas observadas em
pacientes gestantes diagnosticadas com pielonefrite aguda antes e depois do tratamento. Por fim, a
tabela 15 descreve o impacto da pielonefrite aguda na farmacocinética da FUR. As participantes
gestantes diagnosticadas com pielonefrite apresentaram menores valores medianos durante a Fase |
em comparacdo com a Fase Il no CLr (4,08 vs 7,85 L/h), CLsec (3,95 vs 7,70 L/h) e CLwm (0,80 vs
2,47 L/h).

A figura 27 apresenta os graficos de concentracdo plasmatica de FUR vs tempo para as
participantes gestantes diagnosticadas com pielonefrite na Fase | (n = 10) e a figura 28 os das
participantes gestantes diagnosticadas com pielonefrite na Fase Il (n = 7). Além disso, a figura 29
apresenta os parametros farmacocinéticos da FUR que apresentaram diferenca estatistica entre as
participantes diagnosticadas com pielonefrite nas Fases | (n = 10) e Il (n = 7) ap6s dose Unica de 40
mg de FUR. Os dados estédo apresentados em mediana (intervalo interquartil).

Tabela 12 - Caracteristicas demogréaficas das participantes gestantes com pielonefrite aguda. Os dados estdo
indicados em mediana (intervalo interquartil).

Gestantes com Pielonefrite Aguda

Fase I (n = 10) | Fase Il (n = 7)
Idade (anos) 24,0 (21,0 - 31,5) 24,0 (21,0 - 30,0)
Idade gestacional (semanas) 29,5 (25,7 —31,5) 31,0 (25,0 — 32,0)
Peso (kg) 82,0 (64,1 - 103) 75,0 (64,8 —97,1)




Tabela 13 - Parametros bioquimicos e hematologicos das participantes gestantes com pielonefrite aguda fase |

(n =10) e fase Il (n = 7). Os dados estéo indicados em mediana (intervalo interquartil).

Parametros (unidade)

Gestantes com Pielonefrite Aguda

Fase | (n = 10) Fase Il (n=7) Valores de referéncia
Hematdcrito (%0) 34,0 (32,7 - 36,0) 35,0 (32,0 - 38,0) 35,4-46,3
Hemoglobina (g/L) 11,5 (10,8 - 12,4) 11,8 (10,7 —12,3) 12,4-16,1
Plaquetas (10%/uL) 218 (187 — 251) 275 (247 — 285) 203-445
Proteinas totais (g/dL) 5,93 (5,74 — 6,18) 6,22 (6,07 — 6,43) 6,1-7,9
TGO (U/L) 17,1 (13,1 -26,9) 15,8 (14,5 -17,9) Até 32
TGP (U/L) 11,7 (8,87 — 29,1) 15,1 (11,3 -93,0) Até 31
Albumina (g/dL) 3,55 (3,46 — 3,70) 3,55 (3,47 — 3,82) 3,5-4,8
Glicemia (mg/dL) 76,3 (71,7 — 93,5) 73,7 (70,4 — 85,5) 70-100
Alfa-1-Glicoproteina acida 50-120
(mg/dL) 86,8 (62,4 — 128) 72,6 (57,1 -179,2)
Fosfatase alcalina (U/L) 177 (124 — 220) 165 (155 - 181) 65-300
Gama-GT (U/L) 14,2 (10,8 — 20,8) 33,0 (21,1 - 40,0) 7,0-32
Creatinina sérica (mg/dL) 0,63 (0,56 —0,72) 0,58 (0,45 — 0,66) 0,6-1,1
CLcr (L/N) 10,5 (7,92 -12,2) 12,1 (10,1 -13,0) -
Medicamentos em uso 1-5, 7-15 2,3,5,6,11,14 -

Notas: CLcr: Clearance de creatinina - avaliado pela equacéo de Cockcroft-Gault. 1: sulfato ferroso; 2: metamizol; 3:

acido félico; 4: miconazol (tépico); 5: levotiroxina; 6: heparina.

Tabela 14 - Concentragdes plasmaticas de citocinas observadas em pacientes gestantes diagnosticadas com
pielonefrite aguda antes (Fase 1) e depois (Fase 1) do tratamento com cefuroxima 750 mg endovenosa. Dados
apresentados em mediana (intervalo interquartil).

Citocinas Gestantes com Pielonefrite Gestantes com Pielonefrite Valor de p
inflamatorias Aguda — Fase | (n=10) Aguda — Fase Il (n=7)

(pg/mL)
IFN-y 5,68 (3,80 — 8,38) 0,92 (0,73 —1,91) 0,0001
IL-1p 1,21 (0,60 — 3,21) 1,10 (0,60 — 2,40) 0,9032
IL-2 0,81 (0,68 — 0,98) 0,68 (0,61 —1,16) 0,9999
IL-4 0,00 (0,00 — 368) 0,00 (0,00 — 650) 0,5566
IL-6 20,40 (5,81 —73,5) 0,21 (0,11 — 23,7) 0,0398
IL-8 5,04 (0,35 —47,3) 0,28 (0,15 — 31,4) 0,9515
IL-10 25,40 (18,30 — 77,60) 3,12 (1,53 —49,7) 0,5416
IL-12p40 4,48 (2,13 - 15,8) 1,34 (1,07 - 17,4) 0,9032
IL-12p70 1,55 (1,00 — 2,26) 1,04 (1,04 - 1,32) 0,3477
MCP-1 779,00 (436,01 — 956,06) 373,32 (277,00 — 403,45) 0,0009
TNF-a 35,90 (22,30 — 52,61) 17,01 (13,30 — 21,42) 0,0009
PCR (mg/dL) 18,70 (12,21 — 43,82) 1,69 (1,09 - 3,32) 0,0012

Nota: IFN: interferon; IL: interleucina; MCP: proteina quimidatraente de mondcitos; TNF: fator de necrose tumoral; PCR:

proteina C reativa.



Figura 28 - Gréficos de concentragdo plasmatica de furosemida vs tempo das participantes gestantes com
pielonefrite aguda — fase 1 (n=10).
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Figura 29 - Gréficos de concentragdo plasmatica de furosemida vs tempo das participantes gestantes com

pielonefrite aguda — fase 1l (n=7).
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Figura 30 - Grafico de comparacdo da concentracdo plasmatica de furosemida vs tempo das participantes
gestantes com pielonefrite aguda de Fase | e Fase Il. Os dados estdo indicados em mediana (intervalo
interquartil).
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Tabela 15 - Parametros farmacocinéticos da furosemida observados em gestantes com pielonefrite aguda fase |
(n = 10) e fase Il (n = 7) apbs dose Unica de 40 mg de furosemida. Os dados estdo indicados em mediana
(intervalo interquartil).

Gestantes com Pielonefrite Gestantes com Pielonefrite Valor de p
Aguda — Fase | (n=10) Aguda - Fase 11 (n=7)
Tmax (h) 1,88 (1,38 — 4,52) 1,00 (1,00 — 2,00) 0,046
Crmax (Ng/mL) 315,52 (202,67 — 507,54) 337,81 (238,12 — 613,48) 0,812
AUCo24(ng.n/mL) | 1233,11 (857,54 — 2173,32) 1067,10 (988,02 — 1141,87) 0,078
AUCo(ng.n/mL) | 1459,00 (898,80 — 2653,27) 1128,69 (1091,76 — 1341,61) 0,093
Fu (%) 0,96 (0,74 — 1,24) 0,78 (0,77 — 1,28) 0,812
Ae (mg) 5,63 (4,49 - 6,70) 8,12 (7,56 — 10,21) 0,109
Fe (%) 14,08 (11,23 — 16,77) 20,30 (18,92 — 25,54) 0,109
CL/F (L/h) 29,06 (18,40 — 45,86) 37,48 (35,03 — 40,48) 0,109
CLr (L/h) 4,08 (2,36 — 6,35) 7,85 (7,11 — 10,37) 0,046
CL sec (L/h) 3,95 (2,29 - 6,21) 7,70 (6,99 — 10,13) 0,046
CLwm (L/h) 0,80 (0,58 — 2,24) 2,47 (1,47 — 3,76) 0,078
CLnr (L/h) 25,28 (15,88 — 43,10) 31,50 (27,91 — 32,64) 0,375

Tmax: tempo de observagdo do Cmax; Cmax: concentragdo plasmatica maxima; AUCo-24: area sob a curva concentracdo
plasmética x tempo coletado no intervalo de 0 a 24h; AUCo-: &rea sob a curva concentragdo plasmatica x tempo
extrapolada ao infinito; Fu: fracdo livre; Ae: quantidade excretada na urina; Fe: fracdo da dose eliminada inalterada na
uring; CL/F: clearance total aparente; CLr: clearance renal; CLm: clearance de formagdo do glicuronideo de

furosemida; CLnr: clearance nédo renal; Grupos avaliados pelo teste de Wilcoxon (p > 0,05).



Figura 31 - Parametros farmacocinéticos da furosemida que apresentaram diferenca estatistica entre as
participantes gestantes diagnosticadas com pielonefrite Fase | (quadrados azuis; n = 10) e Fase Il (circulos
laranja; n = 7) apds dose Unica de 40 mg de furosemida. Dados apresentados em mediana (intervalo
interquartil). Grupos avaliados pelo teste de Wilcoxon (p > 0,05).
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5. DISCUSSAQO

5.1 Meétodos de validacéo

O estudo apresenta o desenvolvimento e validacdo de métodos bioanaliticos de
determinacdo de FUR e seu metabdlito FUR-GLI em plasma (utilizando a enzima -
glucuronidase), urina e ultrafiltrado de plasma. Com base nos resultados obtidos, observa-se
gue os métodos apresentaram os parametros de validacdo (precisdo, exatiddo, linearidade,
seletividade, efeito matriz, efeito residual e estudos de estabilidade) dentro dos limites
estabelecidos pela Resolugdo ANVISA RDC n° 27 de 17 de maio de 2012. Assim, os métodos
foram considerados seletivos, visto que a analise de diferentes amostras de plasma, plasma
hemolisado ou lipémico, de ultrafiltrado de plasma e urina ndo evidenciaram a interferéncia
de componentes endégenos nos tempos de retencdo dos analitos ou padrdo interno. Além
disso, 0 método apresentou efeito residual desprezivel, sendo que as amostras de matrizes
branco analisadas imediatamente apds as amostras fortificadas na concentracdo do LSQ néo
apresentaram interferentes. Ademais, a influéncia do efeito matriz foi desconsiderada, visto
gue os métodos apresentaram FMN menores que 15% (tabelas 3, 5 e 7). Adicionalmente, os
métodos foram considerados precisos, exatos e estaveis nas trés modalidades avaliadas (ap6s

3 ciclos de congelamento a -80°C e descongelamento a 4°C, 6 h na bancada a 22°C e 24 h



apoOs o processamento sendo que todas as amostras foram mantidas a 12 °C), dado que 0s
estudos apresentaram coeficientes de variacdo e erro padrdo relativo menores que 15%
(tabelas 4, 6 e 8). Por fim, o método demostrou pelo estudo de adsorcdo ao filtro de
ultrafiltrado que a FUR ndo se adere ao filtro resultando na confiabilidade dos valores
observados (Tabela 6).

O estudo possui métodos de preparos de amostras relativamente simples e rapido,
visto que para plasma se utilizou de extracdo liquido-liquido em meio acido com éter metil-
terc-butilico como solvente resultando em uma auséncia de efeito matriz (coeficientes de
variacdo dos valores de FMN < 15%; Tabela 7). Sendo, assim, um método de preparo
vantajoso em relacdo a extracdo em fase s6lida como método de preparo empregado em
alguns estudos (BARANOWSKA; WILCZEK; BARANOWSKI, 2010). Ja para as anélises de
amostra de urina se utilizou apenas solventes simples (solucdo aquosa de &cido férmico e
acetonitrila) e agitacdo como procedimento resultando em uma auséncia de efeito matriz
(coeficientes de variacdo dos valores de FMN < 15%; Tabela 12). Sendo, assim, um método
de preparo vantajoso em relacdo a outros métodos utilizados em estudos que empregaram
extracdo liquido - liqguido como método de preparo (ABOU-AUDA et al., 1998; DEVENTER,;
DELBEKE; VAN EENOO, 2002; DEVENTER; VAN EENOO; DELBEKE, 2005).

Realizou-se a andlise da FUR em plasma na coluna RP-select B e foi utilizado a fase
movel de forma isocratica com uma composicdo simples de solventes (solucdo agquosa de
acido férmico e acetonitrila) e sem a necessidade de utilizacdo de solucdo tampdo. Desta
forma, obteve-se 7 minutos como tempo total de corrida cromatogréafica, sendo um tempo
analogo ou menor ao tempo de corrida reportado por outros estudos que realizaram a
determinacdo de FUR em plasma (ABOU-AUDA et al., 1998). Ja a analise da FUR em urina
foi realizada na mesma coluna, porém empregando fase mdvel em modo de gradiente
utilizando uma composicdo de solventes simples (solucdo aquosa de acido formico e
acetonitrila adicionado de &cido férmico) e sem a necessidade de utilizagdo de solucdo
tampdo. Além disso, obteve-se 15 minutos como tempo total de corrida cromatogréafica, sendo
um tempo analogo ou menor ao tempo de corrida cromatografica reportado por outros estudos
que realizaram a determinacdo de FUR (DEVENTER; DELBEKE; VAN EENOO, 2002;
DEVENTER; VAN EENOO; DELBEKE, 2005).

Os métodos de determinagdo de FUR e seu metabdlito FUR-GLI desenvolvidos
possuem valores de LIQ menores (0,50 ng/mL de plasma, 0,12 ng/mL de ultrafiltrado de

plasma e 50 ng/mL de urina) ou semelhantes a outros estudos, 0s estudos que empregaram



HPLC-MS/MS para a determinacdo de FUR em matrizes bioldgicas apresentaram valores de
LIQ variando de 0,90 — 50 ng/mL de plasma e proximos de 50 ng/mL de urina, (ABDEL-
HAMID, et al., 2000; THIEME et al., 2001; SIMONSEN et al., 2010; SORA et al., 2010
STOPFER et al., 2016; VEDAR et al., 2021).

Poucos estudos apresentam a determinacdo do FUR-GLI em plasma e urina. Um
estudo utilizando o sistema HPLC-UV, empregando coluna C18 e fase mdvel em modo
gradiente constituida de acetonitrila e acido ortofosforico 0,5% (pH 2,1) e utilizando
precipitacdo de proteina como preparo de amostra, determinou o farmaco inalterado e seu
metabolito, simultaneamente, tanto em urina quanto em plasma (VREE; VAN DEN
BIGGELAAR-MARTEA; VERWEY-VAN WISSEN, 1994). O presente estudo determinou o
FUR-GLI de forma indireta em plasma devido a ndo separacdo cromatografica completa da
FUR e pela reducdo do sinal analitico no detector MS/MS quando comparada a FUR,
consequentemente iria resultar em um LIQ insuficiente, da mesma forma que foi observado
efeito matriz na precipitacdo de proteinas e a extracdo em fase solida resultou em baixos
valores de recuperacdo. Porém, o estudo descreve métodos de determinacdo direta de FUR-
GLI em urina e ultrafiltrado de plasma, assim como da FUR e seu metabdlito de maneira
indireta em plasma através de hidrolise enzimatica, empregando HPLC-MS/MS pela primeira
vez. Além disso, apresenta um baixo LIQ, um volume de amostra baixo e tempo de corrida

aceitavel.

5.2 Impacto da gestacao

O estudo teve como objetivo quantificar o impacto da gestacdo na atividade dos
transportadores de anions organicos (OAT) 1 e 3 utilizando a FUR como farmaco marcador
(STOPFER et al., 2016; FDA, 2022). Assim, o impacto foi investigado através de dois grupos
independentes: participantes gestantes (n = 10) e ndo gestantes (n = 12). As participantes
gestantes encontravam-se no segundo ou terceiro trimestre da gestacdo (8 das 10 no terceiro
trimestre de gestacdo), ou seja, os dados foram colhidos no momento que as alteragdes
fisiolégicas estdo acentuadas (no final da gravidez) (ANDERSON, 2005, TASNIF;
MORADO; HEBERT, 2016; KAZMA et al., 2020).

Desta forma, as participantes gestantes quando comparadas com as ndo gestantes
apresentam maiores valores medianos (intervalo interquartil) de CL/F 38,17 (34,83 — 45,17)
vs 18,58 (16,56 — 21,30) L/h e CLnr 31,64 (27,91 — 41,16) vs 12, 51 (9,81 — 15,44) L/h, assim
como valores menores de Cmax 325,55 (205,57 — 589,38) vs 970,36 (686,70 — 1413,31)
ng/mL, AUCO-o0 1110,48 (1033,88 — 1362,50) vs 2200,67 (1904,55 — 2447,74) ngxh/mL, Ae



7,75 (5,67 — 10,04) vs 12,61 (10,48 — 14,28) mg e Fe 19,39 (14,50 — 25,11) vs 31,53 (26,21 —
35,71) %. Além disso, ndo foi observada diferenca nos valores de CLr. Desta forma, os
resultados sugerem que a eliminacdo renal da FUR néo foi alterada pela gestacéo, visto que
ndo se observou diferenga no CLr. Ademais, apesar da diferenca estatistica, 0s dois grupos
apresentaram Fu < 0,9%. Considerando que a FUR est& quase totalmente ligada as proteinas
plasmaéticas, sua eliminacdo através da urina por filtracdo glomerular é pouco significativa.
Em relagdo ao CLwm também néo foi observada diferenca entre os dois grupos, um dado
compativel com a literatura considerando que a FUR ¢é eliminada principalmente por excrecédo
biliar e 0 metabdlito FUR-GLI foi analisado somente em amostras de urina. Portanto, como as
participantes gestantes quando comparadas com as ndo gestantes ndo mostraram diferencas
nos valores medianos de CLr (7,85 vs 6,09 L/h), CLsec (7,70 vs 6,05 L/h) e CLm (2,47 vs 2,92
L/h), os resultados sugerem que a eliminacao renal da FUR néo foi alterada pela gravidez, e
portanto, a atividade de influxo dos OAT 1 e 3 néo estdo alteradas durante o terceiro trimestre
da gestacéo.

Um estudo recente de modelagem e simulacdo reuniu os dados dos estudos da
amoxicilina e tenofovir e outros com o objetivo de identificar o impacto da gestacdo na
atividade dos OATs 1, 2 e 3 durante os trés meses de gestacdo construindo um algoritmo
capaz de simular as concentracfes de outros substratos, o que possibilita ajustes de doses
nesta populacdo. Peng e colaboradores (2021) reportam aumento (de 2 a 3 vezes) das
atividades dos OATs 1 e 3 no primeiro e segundo trimestres da gestacdo, mas ndo no terceiro
trimestre, quando comparados com periodos pos-parto ou ndo gestantes. Desta forma, o
estudo corrobora com os resultados encontrados no presente estudo com dados oriundos de
gestantes no terceiro trimestre da gestacdo. Porém, os autores assumiram algumas condicGes
no estudo para as simulagcdes, como a ndo alteracdo no CLnr durante a gravidez, sendo o
oposto do observado pelo presente estudo, visto que os resultados sugerem aumento do CLnr
na gestagcdo. Sugerindo, assim, que o modelo desenvolvido pode ndo ter capacidade de
simular as concentracfes de FUR com exatid&o aceitavel.

Porém a influéncia da gravidez na atividade dos OATs 1 e 3 ainda é controversa, visto que
0 estudo realizado por Andrew e colaboradores (2007) relativo ao impacto da gestacdo na
farmacocinética da amoxilina (antibidtico eliminado majoritariamente por eliminagdo renal
via OAT 3) (BOCCI; OPREA; BENET, 2022; PENG; LADUMOR; UNADKAT, 2021) relata
aumento (= 40%) no CLsec da amoxilina durante o segundo e terceiro trimestres da gestacéo,

0 que sugere a diminuigéo da reabsorg¢éo tubular ou 0 aumento na atividade do OAT 3.



5.3 Impacto da pielonefrite aguda

O estudo investigou a interagdo farmaco-doenca utilizando a FUR como farmaco
marcador (STOPFER et al., 2016; FDA, 2022) em gestantes com pielonefrite avaliadas antes
(Fase 1) e ap6s o tratamento com antibidticos (Fase Il). A Fase | corresponde a 10 pacientes
na presenca da inflamacdo sistémica e a Fase Il corresponde a 7 pacientes ap0s o tratamento
(remissdo de sintomas, controle da infecgdo e reducdo da inflamagédo). A fim de obter o
pareamento completo entre as fases, o retorno da paciente para a segunda fase do protocolo
foi realizado o mais rapidamente possivel com a finalidade de que as gestantes estivessem no
mesmo trimestre de gestacao.

Comparando as concentracdes de citocinas entre as Fases | e 11 € possivel observar valores
(intervalo interquartil) maiores na Fase | para MCP-1 779,00 (436,01 — 956,06) vs 373,32
(277,00 — 403,45) pg/mL, TNF-a 35,90 (22,30 — 52,61) vs 17,01 (13,30 — 21,42) pg/mL, IFN-
v 5,68 (3,80 — 8,38) vs 0,92 (0,73 — 1,91) pg/mL e IL-6 20,40 (5,81 — 73,5) vs 0,21 (0,11 —
23,7) pg/mL, assim tendo valores de 2-100 vezes maiores que na Fase Il. J& em relacdo a
proteina C reativa (PCR), a Fase | também apresentou valores maiores (18,70 (12,21 — 43,82)
vs 1,69 (1,09 — 3,32) mg/dL), sendo até 10 vezes maiores que a Fase II.

O estudo é a primeira descricdo do perfil de citocinas relacionadas a pielonefrite aguda em
gestantes, visto que outros estudos foram conduzidos em mulheres ndo gestantes
diagnosticadas com pielonefrite aguda, sendo que esses estudos demonstram concentracoes de
algumas citocinas avaliadas no estudo semelhantes ou maiores (HEDGES et al., 1992;
JACOBSON et al., 1994; HORCAJADA et al., 2004).

Um estudo em hepatécito humano analisou os efeitos da IL-6 e TNF- o na expressdo
de DMET (Drug Metabolism Enzymes and Transporters). O estudo realizou o tratamento
com 100 a 10.000 pg/mL de IL-6 e TNF- a (LE VEE et al., 2009), sendo que as maiores
concentracdes observadas nesse estudo estdo nessa faixa de concentracdo. Apos exposicao de
48h de ambos resultou na reducdo da expressaio de RNA mensageiro (MRNA) de varios
transportadores Na-+-taurocholate cotransporting polypeptide (NTCP), Organic anion
transporting polypeptide (OATP)2B1, OATP1B1, OATP1B3, organic cation transportes
(OCT) 1 e OAT 2 (LE VEE et al., 2009). Além disso, a exposicdo a IL-6 também resultou na
reducdo de mRNA de os multidrug resistence mutation (MDR)1, multidrug resistance-
associated protein (MRP) 2, MRP4 e breast cancer resistance protein (BCRP) (LE VEE et
al., 2009). Ademais, este tratamento também reduziu a atividade dos transportadores NTCP,
OATP2B1, OATP1B1, OATP1B3 e OCT1 empregando farmacos marcadores de atividade



para estudos in vitro (LE VEE et al., 2009). Entretanto, um outro estudo com hepatdcitos
humanos observou a reducdo de mMRNA de BCRP, MRP3 e OATPs quando foram tratados
com IL-1pB na concentragao de 1.000 pg/mL por 24 h (LE VEE et al., 2007).

As participantes gestantes diagnosticadas com pielonefrite apresentam menores valores
medianos (intervalo interquartil) durante a Fase | em comparagdo com a Fase Il no no CLr
(4,08 vs 7,85 L/h), CLsec (3,95 vs 7,70 L/h) e CLm (0,80 vs 2,47 L/h). Desta forma, os
resultados sugerem que a inflamacéo avaliada pela pielonefrite aguda, reduziu a atividade in
vivo dos OAT 1 e 3 em aproximadamente 50%.

Um estudo em modelos de lesdo renal de ratos por isquemia e reperfusdo demonstra a
diminuicdo de atividade ou expressdo dos OAT 1 e 3, os autores descartam a inflamacao
como mecanismo de regulacdo de seu modelo (SCHNEIDER et al., 2015). Porém outros
estudos clinicos reforcam a hipdtese de a inflamacdo estar envolvida na regulacdo da
atividade de transportadores de farmacos. Um estudo que investigou a atividade do OATP1B1
em mulheres portadoras de lGpus eritematoso sistémico empregando atorvastatina observou
concentragdes maiores de citocinas IL-10, MCP-1 e TNF-a nas pacientes com a doenga
autoimune ndo controlada quando comparadas com as participantes saudaveis (CESTARI et
al., 2020). J& um outro estudo que investigou a atividade do OATP1B1 em pacientes com
artrite reumatoide em tratamento empregando a fluvastatina como probe observou
concentrag0es maiores de citocinas I1L-6, IL-8, IL-10, MCP-1 e TNF- o nas pacientes com a
doenca autoimune quando comparadas a individuos saudaveis (CARIS et al., 2020). Ambos
o0s estudos, observaram a diminui¢do do CL/F e Vd/F nos grupos inflamados e os autores

atribuiram essa diminuicdo a reducdo da atividade de influxo do OATP1B1.



6. CONCLUSAO

1.

3.

Os métodos desenvolvidos de determinacdo de FUR e seu metabolito FUR-GLI
em matrizes bioldgicas (plasma, ultrafiltrado de plasma e urina) empregando
HPLC-MS/MS apresentaram parametros de validagdo dentro dos limites
estabelecidos pela Resolu¢do ANVISA RDC n° 27 de 17 de maio de 2012, assim
apresentam sensibilidade e limites de confianca adequados para estudos de
farmacocinética, possibilitando a quantificacdo de FUR e FUR-GLI apds a
administracdo de dose oral Unica de 40 mg em até 24 h.

As participantes gestantes no terceiro trimestre apresentaram maiores valores de
CL/F e CLnr da FUR quando comparadas com participantes ndo gestantes. Além
disso, ndo mostraram diferencas nos valores de CLr (7,85 vs 6,09 L/h), CLsec
(7,70 vs 6,05 L/h) e CLwm (2,47 vs 2,92 L/h), sugerindo que a eliminacdo renal da
FUR ndo foi alterada pela gravidez, e portanto, a atividade de influxo dos OAT 1 e
3 ndo estdo alteradas durante o terceiro trimestre da gestacdo. Porém, sugere que
outra via de eliminacgdo e/ou absor¢do pode estar alterada, visto que apresenta um
aumento de aproximadamente de 50% no CL/F e 40% no CLnr.

As participantes gestantes diagnosticadas com pielonefrite apresentaram menores
valores medianos durante a Fase | em comparacdo com a Fase 1l no CLr 4,08 vs
7,85 L/h, CLsec 3,95 vs 7,70 L/h e CLwm 0,80 vs 2,47 L/h, sugerindo que a
inflamacdo avaliada pela pielonefrite aguda, reduziu a atividade in vivo dos OAT 1
e 3 em aproximadamente 50%.
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Titulo da Pesquisa: Impacto da pielonefrite na atividade dos transportadores de anions orgénicos (OAT) 1 e
3 em gestantes: uma abordagem quantitativa da farmacologia dos sistemas

Pesquisador: Jhohann Richard de Lima Benzi

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 06827219.5.0000.5403

Instituicdo Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - USP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.416.986

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de uma proposta nova de um estudo clinico com mulheres gestantes com pielonefrite, o qual
compde do projeto de doutorado do pos-graduando com formagéo em Farmacia. A etapa clinica do projeto
de pesquisa sera desenvolvida no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto -
Universidade de S&o Paulo, tendo esta instituicdo como coparceira do estudo; e a etapa analitica sera
realizada no Laboratorio de Farmacocinética Clinica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto, Universidade de S&o Paulo. A pesquisa consta da investigac&o da influéncia da pielonefrite, infecgéo
bacterina com importante componente inflamatorio, na farmacocinética da furosemida (FUR), farmaco
modelo para estudo da atividade dos transportadores de anions organicos OAT 1 e 3. A investigacédo do
papel dos OAT 1 e 3 na terapia farmacolégica, bem como fatores que influenciam suas atividades e/ou
expresséo, tem sido recomendada devido a sua importante contribuic&o na excreco renal de farmacos. Na
primeira fase do estudo, as gestantes (n = 10) com pielonefrite com indicacao de tratamento com cefuroxima
(CER), receberao CER endovenosa (ev) 750 mg/8/8h. Apds a infusao inicial da CER, as gestantes
receberdo dose Unica oral de FUR 40 mg. Apds o tratamento com a CER ev e ao apresentar melhora do
guadro infeccioso as gestantes receberdo alta hospitalar, conforme protocolo do hospital local e continuaréo
o tratamento com CER oral 250 mg/8/8h de 10-14 dias. Na segunda fase do estudo, as gestantes ainda
durante o tratamento com CER oral, receber&o
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dose Unica oral de FUR 40 mg. Adicionalmente, sera investigada a atividade dos OAT 1 e 3, bem como os
biomarcadores endégenos (BE) taurina e 6-hidroxicortisol, em gestantes saudaveis. Na primeira fase do
estudo, gestantes saudaveis (n = 10) receber&o dose Unica oral de FUR 40 mg. Apds periodo de wash-out
(7 dias), as gestantes receber&o dose Unica de probenecida 750 mg (inibidor de OAT renais) e apoés 2h,
dose unica oral de FUR 40 mg. Nos dois protocolos, amostras seriadas de sangue e urina serao colhidas até
24h apoés administracdo da FUR. As concentracdes dos farmacos FUR e CER e dos BE taurina e 6-
hidroxicortisol serdo determinadas nas amostras bioldgicas por LC-MS/MS. Na segunda etapa do trabalho,
sera investigada a participacdo dos OAT 1 e 3, bem como a influéncia de citocinas pro-inflamatorias, no
transporte da CER in vitro. Os dados obtidos serdo incorporados a modelos PBPK, com o objetivo que se
possa prever concentragdes plasmaticas de outros substratos de OAT 1 e 3 em gestantes, com
propriedades fisico-quimicas semelhantes as da CER. Os custos para o desenvolvimento deste projeto
serao subsidiados por dois projetos com fomento.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar a influéncia da pielonefrite na atividade dos transportadores OAT 1 e 3 em estudos in vitro, in silico
(modelos PBPK) e clinico durante o segundo e terceiro trimestres da gestacao, empregando furosemida
como farmaco marcador e taurina e 6-hidroxicortisol como biomarcadores endégenos.

Objetivos Secundarios:

- Desenvolver e validar método de determinacao de furosemida e cefuroxima em plasma e urina humana,
empregando cromatografia liquida de ultra eficiéncia com deteccdo por espectrometria de massas (UPLC-
MS/MS).

- Desenvolver e validar método de determinacao dos biomarcadores endogenos taurina e 6-hidroxicortisol
em plasma e urina, empregando UPLC-MS/MS.

- Avaliar as concentracdes plasmaticas das citocinas INF-, TNF-, IL-6, IL-8 e da proteina C reativa nas
gestantes com diagnéstico de pielonefrite antes e apds o tratamento com cefuroxima.

- Avaliar a atividade dos OAT 1 e 3 em gestantes com pielonefrite e gestantes saudaveis empregando a
furosemida como farmaco marcador.

- Validar os biomarcadores enddgenos taurina e 6-hidroxicortisol como marcadores de atividade de OAT 1 e
3, respectivamente, com a utilizag&o do inibidor probenecida em gestantes saudaveis.
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- Descrever a popPK da cefuroxima em gestantes com pielonefrite.

- Desenvolver estudos in vitro para caracterizacéo da participacao de OAT e avaliacdo da influéncia de
interleucinas inflamatdrias no transporte tubular da cefuroxima.

- Desenvolver estudos in silico empregando modelos PBPK com incorporacéo dos estudos in vitro com
transportadores.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos sao mencionados por meio de inconvenientes da pesquisa. E sdo: - a picada da agulha para
coleta de sangue (na qual sera realizada apenas uma vez para inserc&o de torneira multi-vias); - a
necessidade de internagao na Unidade de Pesquisa Clinica em um dia para as pacientes no final do
tratamento para pielonefrite e em dois dias diferentes para pacientes saudaveis; - A administracio de
furosemida (40 mg) em dose Unica, em gestantes com pielonefrite, no inicio e no final do tratamento com
cefuroxima e administracao de furosemida e probenecida (750 mg), em doses Unicas, em gestantes
saudaveis. Estes medicamentos ndo fazem parte do tratamento, e serfo utilizados para o estudo da
atividade e inibicdo dos OATs renais. Ambos os medicamentos sao utilizados em gestantes na clinica de
forma segura (GUTMAN et al., 2012; VIGIL-DE GRACIA; DOMINGUEZ; SOLIS, 2014; 2014; HORTABAAS
et al.,, 2017; COMUNIAN-CARRASCO, PENA-MARTI & MARTI-CARVAJAL, 2018). Ademais, os principais
efeitos adversos da furosemida (hipotensao, vertigem e aumento no volume urinario) e da probenecida
(vertigem, nausea e vémito) s&o mais comumente observados em administracées multiplas, diferentemente
do proposto pelo estudo.

Quanto aos beneficios foi descrito que ndo havera qualquer beneficio direto aos pacientes estudados.
Entretanto, a participagao fomentara o conhecimento sobre o impacto de doengas infecciosas durante a
gestacao, utilizando 0 medicamento furosemida como farmaco modelo. Nao havera qualquer beneficio
financeiro pela participacdo na pesquisa.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se da apresentacdo da segunda versao do projeto para apreciacao ética. A pesquisa tem relevancia
clinica para a area da saude. O projeto tem fundamentacéo tedrica e desenho metodologico adequado para
o alcance dos objetivos. Do ponto de vista ético, atende as recomendacbes para desenvolvimento de
pesquisa com seres humanos e 0s pesquisadores apresentam, nesta segunda versao, as respostas as
pendéncias apontadas na primeira analise.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:
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Os pesquisadores apresentaram na primeira versao em janeiro/2019: 1) declaracao de autorizacao de
infraestrutura necessaria para realizagéo da pesquisa do Departamento de Analises Clinicas Toxicologicas e
Bromatoldgicas da FCFRP-USP. 2) Declaracéo de Ciéncia e Compromisso Etico do pesquisador médico,
integrante da equipe. 3) Declarac&o de Ciéncia e Compromisso Etico dos demais pesquisadores integrantes
da equipe. 4) TCLE das gestantes saudaveis e TCLE das gestantes com pielonefrite 5) Folha de Rosto. 6)
Projeto de pesquisa. 7) Informac¢des do projeto inseridos na Plataforma Brasil. 8) Orcamento detalhado. 9)
Autorizagdo para acesso ao prontuario do paciente do HCRP - Servigo de arquivo médico. 10) Oficio de
encaminhamento do projeto para analise pelo Comité do HCFMRP-USP em impresso da Unidade de
Pesquisa Clinica da referida instituicdo. 11) Oficio do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da FMRP-
USP, concordando com a realizacdo da pesquisa.

Os pesquisadores apresentaram na segunda versdo em maio/2019: 1) Carta resposta ao CEP. 2) Projeto
detalhado modificado. 3) TCLE das gestantes saudaveis e TCLE das gestantes com pielonefrite
modificados. 4) informac8es basicas do projeto.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
O projeto tem relevéncia, esta estruturado e os apontamentos feitos na primeira analise ética foram
atendidos e estdo descritos na integra na carta resposta do pesquisador:

- identificar os “outros estados de doencas” e todos os “farmacos que interagem com a furosemida,
cefuroxima” e probenecida (incluir este ultimo, pois nao consta no projeto), bem como os “farmacos
inibidores/indutores de OAT 1 e/ou 37, citados nos critérios de exclus@o do protocolo clinico na selecdo das
gestantes. Atendido

-identificar os pesquisadores responsaveis pela coleta de dados com as gestantes. Atendido

-inserir os riscos e beneficios da pesquisa no projeto, pois consta somente na plataforma. Atendido

-apresentar declaracdo de atendimento do médico membro da equipe de pesquisa, em caso de
intercorréncias no protocolo. Atendido
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- fazer uma analise cuidadosa do uso de outros medicamentos, por conta de interacdes medicamentosas.
Atendido

- prever os riscos do uso da furosemida em pacientes com pré-eclampsia e perfuséo placentaria baixa.
Atendido

-rever e adequar o TCLE conforme as indicacfes a seguir:

TCLE das gestantes com pielonefrite Atendido

1 — inserir de forma clara os riscos e os beneficios da pesquisa.

2 - inserir informacdes de endere¢o e horarios de funcionamento do CEP em questao.

3 — E necessario descrever quais sdo os riscos conhecidos para a mulher e para o feto, e as
contraindicacées do uso da Furosemida na gravidez.

TCLE das gestantes saudaveis Atendido

1 — inserir de forma clara os riscos e os beneficios da pesquisa.

2 - inserir informacées de endereco e horarios de funcionamento do CEP em questéo.

3 — E necessario descrever quais sdo os riscos conhecidos para a mulher e para o feto, e as
contraindicacdes do uso da Furosemida e da Probenecida na gravidez.

Protocolo aprovado.

Consideracgdes Finais a critério do CEP:

Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto (FCFRP/USP) em sua 1882 reunifo ordinaria. Em atendimento as Resolucdes vigentes, devera ser
encaminhado ao CEP/FCFRP, através da Plataforma Brasil, o relatério final da pesquisa conforme modelo
de Relatorio aprovado pelo CEP, bem como comunicada qualquer alteracao, intercorréncia ou interrupg¢ao
da mesma. Informamos que, de acordo com a Resolucdo 466/12, item IV.5, letra d, o TCLE deve “ser
elaborado em duas vias, rubricadas em todas as suas paginas e assinadas, ao seu término, pelo convidado
a participar da pesquisa, ou por seu representante legal, assim como pelo pesquisador responsavel, ou pela
(s) pessoa (s) por ele delegada (s), devendo as paginas de assinaturas estar na mesma folha”. O TCLE
deve ser apresentado ao participante da pesquisa em documento impresso frente e verso e as assinaturas
néo devem ficar em folhas separadas do texto do TCLE. Cabe ao pesquisador responsavel manter
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os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade, por um periodo de 5
anos apos o término da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 20/05/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1278345.pdf 19:18:09
Projeto Detalhado / |Projeto_JRLB_versao_2 . pdf 20/05/2019 |Jhohann Richard de | Aceito
Brochura 19:17:56 |Lima Benzi
Investigador
Recurso Anexado Carta_resposta_JRLB.pdf 20/05/2019 |Jhohann Richard de | Aceito
pelo Pesquisador 19:16:46__|Lima Benzi
TCLE/Termos de |JRLB_TCLE_pielonefrite_saudaveis_Verl 20/05/2019 |Jhohann Richard de | Aceito
Assentimento / sao_2.pdf 19:16:35 |Lima Benzi
Justificativa de
Auséncia
TCLE/ Termos de | JRLB_TCLE_pielonefrite_doentes_Vers | 20/05/2019 |Jhohann Richard de | Aceito
Assentimento / ao_2.pdf 19:15:36 | Lima Benzi
Justificativa de
Auséncia
Outros SAMEJRLB.pdf 16/01/2019 [Jhohann Richard de | Aceito
11:45:50 |Lima Benzi

Declaragdo de autorizacaodainfraaestrutura.pdf 11/01/2019 [Jhohann Richard de | Aceito

Instituicao e 16:38:04 |Lima Benzi

Infraestrutura

Outros UPC.pdf 11/01/2019 [Jhohann Richard de | Aceito
16:35:02__|Lima Benzi

Declaracao de Autorizacaodepartamento.pdf 11/01/2019 [Jhohann Richard de | Aceito

Instituicao e 16:30:27 |Lima Benzi

Infraestrutura

Declaracao de Termoderesponsabilidade2. pdf 11/01/2019 [Jhohann Richard de | Aceito

Pesguisadores 16:24:02 Lima Benzi

Declaracao de Termoderesponsabilidade.pdf 11/01/2019 [Jhohann Richard de | Aceito

Pesquisadores 16:23:51 Lima Benzi

Or¢amento Orcamento.pdf 11/01/2019 [Jhohann Richard de | Aceito
16:23:11 Lima Benzi

Folha de Rosto Folhaderosto.pdf 11/01/2019 [Jhohann Richard de | Aceito
16:22:57 |Lima Benzi

Situagao do Parecer:
Aprovado
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Necessita Apreciagao da CONEP:
N&o

RIBEIRAO PRETO, 26 de Junho de 2019

Assinado por:
Cleni Mara Marzocchi Machado

(Coordenador(a))
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elahorado pela Instituicao Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Impacto da pielonefrite na atividade dos transportadores de anions orgénicos (OAT) 1 e
3 em gestantes: uma abordagem quantitativa da farmacologia dos sistemas

Pesquisador: Jhohann Richard de Lima Benzi

Area Temtica:

Versdo: 1

CAAE: 06827219.5.3001.5440

Instituicdo Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da USP -
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 3.454.432

Apresentacao do Projeto:
Trata-se de projeto de pesquisa da instituigdo proponente UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS DE RIBEIRAQ PRETO. O HCFMRP_USP sera uma

coparticipante da pesquisa.

Objetivo da Pesquisa:
De acordo com o parecer da instituigdo proponente.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
De acordo com o parecer da instituicdo proponente.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

De acordo com o parecer da instituicdo proponente.

Consideracdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Todos os termos de apresentagao obrigatdria foram anexados na Plataforma Brasil e estao de acordo com
as normas eticas vigentes. Apresentou carta de anuéncia do responsavel pelo local de coleta no HCFMRP-
USP.

Recomendacoes:

N&o ha.

Enderego: CAMPUS UNIVERSITARIO

Bairro: MONTE ALEGRE CEP: 14.048-900
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

O CEP tomou ciéncia e concorda com o parecer da instituicdo proponente, e aprova o HCFMRP-USP como
coparticipante da pesquisa.

Consideracgdes Finais a critério do CEP:

“O CEP do HC e da FMRP-USP concorda com o parecer ético emitido pelo CEP da Instituicdo Proponente,
gue cumpre as Resolugdes Eticas Brasileiras, em especial a Resolugdo CNS 466/12. Diante disso, o
HCFMRP-USP, como instituicdo co-participante do referido projeto de pesquisa, esta ciente de suas co-
responsabilidades e de seu compromisso no resguardo da seguranca e bem-estar dos sujeitos desta

pesquisa, dispondo de infra-estrutura necessaria para a garantia de tal seguranca e bem-estar”.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacao
Projeto Detalhado / | Projeto_JRLB_versao_2.pdf 20/05/2019 |Jhohann Richard de | Aceito
Brochura 19:17:56 |Lima Benzi

Investigador

TCLE / Termos de | JRLB_TCLE_pielonefrite_saudaveis_Venq 20/05/2019 |Jhohann Richard de | Aceito

Assentimento / sao_2.pdf 19:16:35 |Lima Benzi

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de |JRLB_TCLE_pielonefrite_doentes_Vers | 20/05/2019 |Jhohann Richard de | Aceito

Assentimento / ao_2.pdf 19:15:36 |Lima Benzi

Justificativa de

Auséncia

Outros SAMEJRLB . pdf 16/01/2019 |Jhohann Richard de | Aceito
11:45:50 ]Lima Benzi

Outros UPC.pdf 11/01/2019 |Jhohann Richard de | Aceito

16:35:02 Lima Benzi

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

Enderego: CAMPUS UNIVERSITARIO

Bairro: MONTE ALEGRE CEP: 14.048-900
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RIBEIRAO PRETO, 15 de Julho de 2019

Assinado por:
Luis Vicente Garcia
(Coordenador(a))
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