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Desenho de Estudo / Apoio Financeiro

Desenho do Estudo:  Observacional

Condicdes de saude ou problemas

Condigao de saude ou Problema

Pielonefrite

| Gravidez

| Infecgdo no trato urinério

Descritores Gerais para as Condi¢c8es de Saude

CID1-10:Classificagdo Internacional de Doencas

Cadigo CID Descrigao CID

023.0 Infeccoes do rim na gravidez

DeCS:Descritores em Ciéncia da Saude

Codigo DECS Descri¢cdo DECS

12140 Pielonefrite

22261 Gravidez

Descritores Especificos para as Condi¢gdes de Saude

CID1-10:Classificagao Internacional de Doencas

Cadigo CID Descrigdo CID

023.0 Infeccoes do rim na gravidez

DeCS:Descritores em Ciéncia da Saude

Cddigo DECS Descri¢cdo DECS
12140 Pielonefrite
22261 Gravidez
Desenho:

Estudo observacional, longitudinal e prospectivo, no qual serdo investigadas 13 gestantes diagnosticadas com pielonefrite que estejam no segundo
ou terceiro trimestres de gravidez, antes (fase I) e depois (fase 1) do tratamento com antibiéticos endovenosos, para avaliar a influéncia da
pielonefrite sobre a atividade dos transportadores OATP1B1 e OCT2.

Apoio Financeiro

CNPJ Nome E-mail Telefone Tipo
43.828.151/0001-45 |FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA Institucional
DO ESTADO DE SAO PAULO Secundario

Palavra Chave

Palavra-chave

Gravidez

Proteinas de Membrana Transportadoras

Pielonefrite

Biomarcadores

Coproporfirinas
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Transportadores de Anions Organicos

Transportador 2 de Céation Orgéanico

Detalhamento do Estudo

Resumo:

Contexto/Justificativa: A presente pesquisa visa elucidar como a pielonefrite (a infeccdo mais grave do trato urinario na gravidez, com evidente
componente inflamatério) modula a atividade dos transportadores de membrana em gestantes, possibilitando melhor embasamento futuro para a
utilizacdo de farmacos com mais seguranca nessa populacéo especial e para auxiliar na previsdo da exposicao fetal a drogas. Objetivo: Avaliar a
influéncia da pielonefrite na atividade dos transportadores OATP1B1 e OCT2 durante o segundo e o terceiro trimestres de gravidez (empregando
rosuvastatina e metformina como farmacos marcadores). Métodos: Estudo observacional, longitudinal e prospectivo, no qual seréo investigadas 13
gestantes diagnosticadas com pielonefrite que estejam no segundo ou terceiro trimestres de gravidez, com indicagdo de tratamento com antibiéticos
endovenosos. O protocolo clinico ocorrerd no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (HC-FMRPUSP) e sera dividido em:
a) Fase |, realizada na Divisao de Obstetricia do HC-FMRPUSP, onde serdo coletadas amostras sanguineas para realizagdo de exames bioquimicos
e hematoldgicos, analise de citocinas inflamatérias e do gendétipo. Em seguida, sera administrada dose Unica oral dos farmacos marcadores:
rosuvastatina (5 mg) e metformina (50 mg), com coletas seriadas de sangue por 24 h, as quais serdo congeladas e armazenadas até a analise
farmacocinética; b) Fase Il, realizada na Unidade de Pesquisa Clinica (UPC), em data conveniente para a participante ap6s o término no tratamento
subsequente com antibiéticos orais, onde serdo realizados todos os mesmos procedimentos descritos na Fase | (exceto a analise do genotipo). As
andlises serao realizadas no Laboratorio de Farmacocinética Clinica (PKCLIN) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP-
USP), empregando cromatografia liquida de ultra eficiéncia com detecgéo por espectrometria de massas (UPLC-MS/MS), por meio de protocolos ja
validados e outros a serem desenvolvidos. Os parametros farmacocinéticos (AUC e clearance total) serdo calculados com base nas concentracées
plasmaticas obtidas experimentalmente por meio do software Phoenix WinNonlin. Os dados do projeto serdo armazenados e gerenciados usando o
Research Electronic Data Capture (REDCap). As andlises estatisticas seréo realizadas com auxilio do software R. A disposi¢ao cinética dos
farmacos marcadores sera avaliada entre as fases (antes e ap6s o tratamento) através do teste t de Student ou o teste nao paramétrico de
Wilcoxon. A relacé@o entre o clearance renal da rosuvastatina com os biomarcadores CP-1 e CP-Ill ser4 avaliada pelo coeficiente de Pearson; todos
com nivel de significancia fixado em 5%. O projeto sera financiado pela Fundacédo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP), por
meio do Processo Temético FAPESP: 2018/0516-3.Palavras-chave: Pielonefrite. Gravidez. Proteinas de membrana transportadoras.

Introducéo:

Os parametros farmacocinéticos (que incluem os processos de absorcao, distribuicdo, metabolismo e excre¢do de um farmaco, reconhecidos pela
sigla ADME) sofrem variagGes durante a gravidez, visto que a demanda metabdlica materna para suprir as necessidades do feto resulta em um
periodo naturalmente repleto de diversas alteragdes fisiolégicas e anatdmicas no organismo materno.1Essas modificagcdes que ocorrem no
organismo materno impactam diretamente sobre os fendmenos farmacocinéticos, os quais comegaram a ser descritos em gestantes de forma mais
consistente a partir de 1977,2 cujos efeitos se fazem notar em praticamente todos os 6rgéos, sistemas e aparelhos do organismo materno,
destacando-se o cardiovascular, respiratério, hematolégico, urinario, digestivo e endécrino.3,4 Considerando o processo de absorgdo gastrointestinal
das drogas, esse pode ser mais lento devido ao prolongamento de 30-50% do tempo de esvaziamento gastrico, efeito originado do aumento da
progesterona no plasma, reduzindo a peristalse do estbmago. Destes efeitos, decorrem a redugéo da concentragdo plasmatica maxima (Cmax) e o
aumento do tempo para alcangar a Cmax.3-5 Além disso, a absorcao de farmacos dependentes de pH também é reduzida, devido a elevagéo do pH
intestinal pela reducéo da secrecgéo gastrica de acido cloridrico e aumento de radicais basicos.3,5 Outro ponto é a queda da absorgéo e da
biodisponibilidade do farmaco decorrente das frequentes nauseas e vomitos deste periodo.1,4,5 Com relagéo a distribuicdo das drogas, observa-se
sua elevagao devido ao aumento no peso corporal, na deposigao de gorduras e no volume plasmatico (até 50%), assim como a redugdo da
concentragao de albumina plasmética.6 Por sua vez, o metabolismo das drogas também sofre altera¢des variaveis de acordo com o tipo especifico
de enzima envolvida. As enzimas das fases | (que envolvem a modifica¢cdo quimica do farmaco: redugédo, oxidacao pelo citocromo P450 e hidrélise)
e Il (que envolvem a adicéo de fragGes: agUcares, sulfatos e amino&cidos) sdo afetadas pela gravidez, influenciando na concentracéo e na eficacia
dos farmacos.2Sobre a excrecéo, seu aumento ocorre principalmente devido a amplificagdo do clearance renal, decorrente do incremento do fluxo
sanguineo renal e da taxa de filtragdo glomerular, consequentemente promovendo menor meia-vida aos farmacos eliminados pelos rins.6 Com isso,
mudancas em todos esses processos de ADME durante a gravidez devem-se, direta ou indiretamente, a alteracéo da atividade das enzimas
metabolizadoras e dos transportadores de membrana relacionados ao fluxo dos farmacos.6,7 Esses transportadores sé@o proteinas integrais de
membrana, as quais, por meio de transporte ativo, transferem farmacos e outras moléculas através da membrana celular, afetando todas as etapas
de metabolizacdo das drogas.8 Duas estratégias para as analises da modulagao dos transportadores utilizam: a) substratos de drogas e b)
biomarcadores endégenos. Apesar dessas duas estratégias demandarem métodos analiticos sensiveis e corretamente validados, ambas tém como
vantagens ndo serem invasivas e muito seguras para os pacientes. Além disso, 0s substratos atuam como farmacos marcadores, utilizando drogas
gue, em geral, ja apresentam a farmacocinética bem conhecida.7 Com relacédo aos biomarcadores endégenos, o Consércio Internacional de
Transportadores, grupo formado por cientistas especializados em transporte de farmacos, divulgou em 2018 uma perspectiva de substratos
endogenos cuja disponibilizagdo pode ser mediada por transportadores, correlacionando sua concentragdo com a modulagao do transportador. Isso
impulsionou as pesquisas nessa busca de candidatos a biomarcadores endégenos, que dispensam o uso de um farmaco marcador e possibilitam a
avaliagdo diretamente em estudos com seres humanos, sem testes prévios in vitro ou em animais. Com isso, seria possivel prever ou validar a
atuacdo de transportadores frente aos farmacos, com estudos em desenvolvimento, a exemplo do uso das coproporfirinas.7,9-11 S&o conhecidos
inimeros transportadores de farmacos, os quais sdo classificados principalmente em duas superfamilias: a) transportadores do tipo ABC, do inglés
ATP-binding cassette (ABC), que estao relacionados, em geral, com o efluxo de substancias; e b) transportadores do tipo SLC, do inglés solute-
linked carrier (SLC), que estéo frequentemente associados com o influxo de substancias.12 Com relag&o a familia SLC, mais de 400 transportadores
ja foram identificados, os quais incluem, dentre outros, os grupos dos polipeptidios de transporte de anions organicos (OATPs) e dos transportadores
de cations organicos (OCTs), atuando na captagdo hepatica de farmacos.12,13 Dentre os OATPs, o OATP1B1 é encontrado na membrana
basolateral de hepatdcitos, sendo essencial na absorcéo hepatica de drogas e no seu clearance. Alguns medicamentos séo considerados bons
farmacos marcadores para OATP1B1, como é o caso da rosuvastatina, utilizada no tratamento de hipercolesterolemia.13,14 O uso das estatinas,
classe da qual a rosuvastatina faz parte, durante a gravidez nao foi associado com anomalias congénitas e nem a efeitos teratogénicos.15-17 Além
disso, a rosuvastatina ja foi utilizada como farmaco marcador em gestantes saudaveis, em dose Unica oral de 5 mg, em estudo anterior do nosso
grupo de pesquisa.18 As coproporfirinas (CP) | e Il (CP-I e CP-Ill) estdo sendo investigadas em homens e mulheres ndo-gravidas como candidatas
a biomarcadores enddgenos para OATP1B1.19-21 Considerando agora os OCTSs, sabe-se que o OCT2 é expresso majoritariamente na membrana
basolateral de células epiteliais dos rins, também sendo encontrado em outros érgdos, como no intestino delgado, pulmao, pele, cérebro e plexo
coroide. A metformina é apontada como um bom farmaco marcador de OCT2,13,14 sendo considerada segura para uso durante a gravidez, visto
gue ja é empregada no controle, por exemplo, de pacientes com diabetes gestacional;22,23 assim como ja foi utilizada em estudos com gestantes
acima do peso e sem outras comorbidades, sem problemas.24Coquetéis utilizando os farmacos marcadores metformina e rosuvastatina ja séo
utilizados e validados para uso como ferramentas sensiveis e especificas para a avaliagdo dos
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transportadores.25-27Além da alteracéo da agdo dos transportadores devido as mudancas rotineiras durante a gravidez, a atividade dos
transportadores também pode sofrer influéncia de véarias doengas. As citocinas produzidas durante processos inflamatérios — como interferon gama
(IFN-), fator de necrose tumoral alfa (TNF-), interleucinas (IL) 6 e 8 (IL-6 e IL-8) e proteina C reativa —, por exemplo, podem alterar a expresséo dos
transportadores, afetando os parametros farmacocinéticos dos medicamentos, e, consequentemente, sua eficacia e/ou sua toxicidade. Por isso,
suas dosagens sdo demandadas nos estudos referentes aos transportadores.7,28,29 Desse modo, considerando que a ocorréncia de infeccdes €
evento relativamente habitual no periodo gestacional, sendo as infec¢des do trato urinario (ITU) as mais frequentes,30 é necessario investigar o
papel dessas doencas na atividade dos transportadores em gestantes. Devido as alteragGes anatdmicas e fisiolégicas causadas pela gestacao, a
predisposicéo para o desenvolvimento de pielonefrite nesse periodo aumenta,31 na maioria das vezes como evolucao da bacteriria assintomatica
ndo tratada (em cerca de 30% desses casos).32 Como essa doenca apresenta um evidente componente inflamatério,33 cujos mediadores podem
modular a atividade dos transportadores,28 a pielonefrite representa um bom modelo para a investigacao da influéncia de uma infec¢éo sobre os
transportadores.A pielonefrite lidera a lista de formas graves de ITU que ocorrem na gravidez, associando-se a elevadas taxas de hospitalizacdes de
origem nao obstétrica e a progndsticos maternos e perinatais desfavoraveis, sendo também uma das principais causas de sepse materna.33,34 De
acordo com o protocolo adotado pelo Setor de Gestagéo de Alto Risco do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Séo Paulo (HC-FMRPUSP),35 o tratamento para pielonefrite consiste na antibioticoterapia endovenosa com uso preferencial de
cefalosporinas de segunda ou terceira geragdes: cefuroxima (750 mg de 8 em 8 horas) ou ceftriaxona (1 g de 12 em 12 horas). A cefuroxima tem
como vantagens a seguranca para uso durante toda a gestacéo e o periodo de amamentagéo, assim como elevada taxa de sensibilidade de
Escherichia coli (o principal microrganismo causador dessa ITU em gestantes). Além destas prerrogativas, a possibilidade de ser transicionada para
a via oral ap6s melhora clinica embasa a escolha deste medicamento para o tratamento da pielonefrite em gestantes. A ceftriaxona, apesar de
também ser segura e apresentar um bom espectro de agdo contra os germes Gram-negativos (entre eles a Escherichia coli), ndo tem a formulacéo
via oral para transicionar ap6s a melhora clinica.35,36 Estudos relacionando a atividade dos transportadores na gestacéo séo raros, demandando
imperiosa necessidade de pesquisas relacionadas a este tema.28 Isso acontece pois gestantes séo consideradas “6rfas terapéuticas”, devido a
exclusdo dessas pacientes da maioria dos estudos envolvendo pesquisa e desenvolvimento de farmacos (participaram de menos de 0,5% dos
estudos), considerando que as barreiras éticas, legais e logisticas sdo maiores nesse grupo especial. Desse modo, a extrapolagéo de doses
baseadas em estudos com populagdes de mulheres ndo-gravidas e homens transforma-se na regra, visto que mais de 90% dos farmacos aprovados
para uso clinico ndo apresentam especificages para gestantes.1,6Com isso, na maioria desses casos, séo prescritas drogas sem dosagem
especifica e carentes de informacdes detalhadas sobre eficacia e segurancga para gestantes e fetos, fato ainda mais preocupante ao considerar que
cerca de 90% das pacientes usam ao menos uma medicacdo durante a gravidez.37,38 A investigacao da alteracéo da funcéo de diversos
transportadores relacionados a contextos distintos tem sido feita por nosso grupo de pesquisa, envolvendo trabalhos em andamentos ou mesmo ja
publicados.18,39-41 Desse modo, a presente pesquisa justifica-se pela necessidade de elucidar como a pielonefrite modula a atividade dos
transportadores de membrana em gestantes, possibilitando melhor embasamento futuro para a utilizagdo de farmacos com mais seguranca nessa
populacao especial e para poder auxiliar na previséo da exposicéo fetal a drogas. Além disso, a investigacéo das coproporfirinas (CP-1 e CP-III)
como possiveis biomarcadores endégenos de OATP1B1 podera contribuir no entendimento da atuacéo desse transportador em diversos ambitos
sem o uso de farmacos marcadores, o que significaria também uma expressiva contribuicdo neste campo do conhecimento.

Hipotese:

A pielonefrite em gestantes (modelo de processo inflamatdério) altera os valores de AUC da eliminacédo da rosuvastatina e da metformina em pelo
menos 30%.

Objetivo Primario:

Avaliar a influéncia da pielonefrite na atividade dos transportadores OATP1B1 e OCT2 durante o segundo e o terceiro trimestres de gravidez
(empregando rosuvastatina e metformina como farmacos marcadores).

Objetivo Secundario:

a) Comparar as atividades de OATP1B1 e OCT2 em gestantes com pielonefrite antes e apds o tratamento de pielonefrite com cefuroxima ou
ceftriaxona, empregando, respectivamente, os farmacos marcadores rosuvastatina e metformina;b) Avaliar as concentracdes plasmaticas das
citocinas IFN-, TNF-, IL-6, IL-8 e da proteina C reativa nas gestantes com diagnoéstico de pielonefrite antes e apds o tratamento com o antibiotico;c)
Desenvolver e validar o método de determinacao dos biomarcadores endégenos coproporfirinas CP-l e CP-lll, empregando cromatografia liquida de
ultra eficiéncia com deteccéo por espectrometria de massas (UPLC-MS/MS);d) Investigar se os valores de area sob a curva (AUC) da rosuvastatina
em gestantes com pielonefrite antes e ap6s o tratamento com cefuroxima ou ceftriaxona apresentam a mesma tendéncia que os valores das
concentragdes dos biomarcadores endégenos CP-l e CP-Ill em plasma.

Metodologia Proposta:

O protocolo clinico para as gestantes com pielonefrite com indicagao de tratamento com antibiéticos endovenosos sera dividido nas fases | e Il, nas
quais cada paciente serd comparada consigo mesma em dois momentos (antes e apés o tratamento), sendo o préprio controle: Fase I: As gestantes
diagnosticadas com pielonefrite serdo recrutadas diretamente no CO, onde as pacientes ja estardo internadas (ou em outras areas da Divisdo de
Obstetricia do HC FMRPUSP, como o AMIGO ou a enfermaria do 3° andar, as quais serdo posteriormente internadas no CO) e onde ocorrera a
realizacdo da fase I. No inicio do tratamento com o antibiético, as pacientes serdo avaliadas por exames clinicos e por testes laboratoriais — ureia,
creatinina, alanino aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), bilirrubinas, fosfatase alcalina, gama-GT, glicemia, proteinas totais,
albumina, 1 glicoproteina &cida, proteina C reativa, lipidograma e hemograma. Esses exames bioguimicos e hematol6gicos seréo realizados
rotineiramente de acordo com o protocolo assistencial do setor, e tais dados serdo acessados posteriormente (via prontudrio eletrénico). Além disso,
serdo coletados 3 mL de sangue, em tubos contendo EDTA, para a analise das citocinas plasmaticas INF-, TNF-, IL-6 e IL-8 e para a andlise do
genotipo. Apds a infusdo da primeira dose do antibiético (cefuroxima 750 mg de 8/8h ou ceftriaxona 1 g de 12/12h), as gestantes receberdo dose
oral de rosuvastatina (5 mg) e de metformina (50 mg). Amostras seriadas de sangue (volumes aproximados de 3 mL) serdo colhidas por meio de
puncéo venosa com escalpe em tubos contendo heparina (Liguemine® 5000 Ul, Roche) nos tempos 0; 0,5; 1; 2; 4; 6; 10; 12; 16 e 24 h. Logo apo6s
cada ponto de coleta, as amostras serdo centrifugadas a 3500 rpm por 10 minutos a 4 C. As aliquotas de plasma serédo separadas e, em seguida,
armazenadas no Laboratério de Farmacocinética Clinica (PKCLIN) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de
Sao Paulo (FCFRP-USP), permanecendo no biorrepositério a -70 °C até a analise. Conforme o protocolo do Setor de Moléstias Infectocontagiosas
em Ginecologia e Obstetricia do HC-FMRPUSP, ap0s o tratamento antimicrobiano, e ao apresentar melhora do quadro infeccioso (febre, dor lombar,
entre outros sintomas), as gestantes receberéo alta hospitalar e continuardo o tratamento com antibiéticos via oral durante 10-14 dias, de acordo
com o protocolo clinico.33 Fase II: Apds o término do tratamento com os antibidticos orais, as gestantes serdo convidadas a retornarem ao HC-
FMRPUSP para nova internagéo de 24 h, dessa vez na Unidade de Pesquisa Clinica (UPC). Serao coletados cerca de 5 mL de sangue para a
realizacdo dos exames bioguimicos e hematoldgicos e dosagem das citocinas plasmaticas. Em seguida, serdo administrados os farmacos
marcadores e realizadas as coletas de amostras de sangue seriadas, conforme protocolo descrito na Fase I.

Critério de Inclusao:

Como critérios de elegibilidade, serdo investigadas gestantes diagnosticadas com pielonefrite que estejam no segundo ou terceiro trimestres de
gravidez, com indicacao de tratamento com antibiéticos endovenosos, conforme protocolo clinico do HC-FMRPUSP33
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(cefuroxima 750 mg de 8/8h ou ceftriaxona 1 g de 12/12h), atendidas na Divisdo de Obstetricia do HC-FMRPUSP: no Centro Obstétrico (CO), na
enfermaria do 3° andar ou no Ambulatério de Moléstias Infectocontagiosas em Ginecologia e Obstetricia (AMIGO) do HC-FMRPUSP.

Critério de Excluséo:

Como critérios de excluséo, serdo desconsideradas as gestantes que apresentarem pelo menos uma das seguintes doengas: insuficiéncia renal
cronica, sindromes hipertensivas (hipertenséo arterial crénica e/ou pré-eclampsia), sofrimento fetal crénico e lipus eritematoso sistémico. As
gestantes também serdo excluidas do protocolo ao utilizarem farmacos inibidores/indutores dos transportadores em questéo, que possam interagir
com os medicamentos utilizados: probenecida, verapamil, trimetropim, amiodarona, claritromicina, cobicistate, ciclosporina, dronedarona,
eritromicina, itraconazol, cetoconazol, lapatinibe, lopinavir, ritonavir, quinidina, ranolazina, saquinavir, ritonavir, verapamil, atazanavir, gemfibrozila,
rifampicina, cimetidina, dolutegravir, isavuconazol, pirimetamina, trilaciclib, vandetanibe, dabigatrana, digoxina, edoxabana, atorvastatina, bosentana,
docetaxel, elagolix, glecaprevir, gliburida, grazoprevir, letermovir, paclitaxel, pitavastatina, pravastatina, repaglinida, acido sinvastatina.Como critérios
de descontinuidade, estéo a decisdo da participante em retirar 0 consentimento a qualquer momento da sua participagao no estudo; e participantes
que, eventualmente, necessitem de tratamento baseado nos farmacos utilizados como marcadores.

Riscos:

N&o se espera nenhum risco devido ao uso dos medicamentos rosuvastatina e metformina que possa afetar sua sadde, ou do seu bebé, diante da
baixa dose utilizada para este estudo, garantindo a seguranga de vocés. No entanto, com doses maiores ou passando a tomar o medicamento todos
os dias, 0 que ndo é o caso deste estudo, vocé poderia sentir: dor de cabeca, dores musculares, sensagao de fraqueza, prisdo de ventre, tontura,
enjoo e dor abdominal (para a rosuvastatina) e diarreia, enjoo, voémitos, fraqueza, dor de cabeca e dores abdominais (para a metformina). Esses dois
medicamentos ja sdo aprovados para uso clinico, sendo vendidos em drogarias, ou seja, ndo havera teste de novos medicamentos: a rosuvastatina
€ usada no tratamento de colesterol alto e a metformina é usada para tratar diabetes. Com relagéo as coletas de sangue realizadas durante as 24
horas de internagéo, seréo realizadas por profissionais da enfermagem atuantes no HC-FMRPUSP, mas, ainda assim, podem gerar inconvenientes
tais como dor e hematoma no local da coleta. Caso acontegam, esses sintomas desaparecem naturalmente, ou, se necessario, para acelerar o
processo, é indicado o uso de compressas frias por 15 minutos a cada hora nas primeiras seis horas, e apds esse prazo, o uso de compressa morna
de 3 a 4 vezes ao dia. Vale ressaltar que seu braco sera furado uma Unica vez em cada fase, pois deixaremos um tubinho plastico conectado a sua
veia para facilitar esses processos de coleta.Também ha o desconforto do deslocamento e da permanéncia no HC-FMRPUSP por 24 horas em cada
uma das fases do estudo (porém, na primeira fase a internacgao ja fara parte do seu tratamento com antibiéticos na veia).Além disso, apesar do
armazenamento e do uso dos seus dados na pesquisa obedecerem a todas as normas legais e éticas, contudo, ndo é possivel excluir a
possibilidade de haver riscos minimos de vazamento de dados, sendo que os pesquisadores responsaveis tomarédo todos os cuidados necessarios
para evita-los, visto que todos os seus dados serdo mantidos em sigilo e identificados apenas por cédigos.

Beneficios:

N&o havera beneficios diretos para as participantes, porém a participagédo podera contribuir para a melhor compreenséo da salude de gestantes no
futuro.

Metodologia de Anélise de Dados:

*Métodos analiticos e validagdo: As analises seréo realizadas no Laboratério de Farmacocinética Clinica (PKCLIN) da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo (FCFRP-USP).A rosuvastatina, a metformina e as coproporfirinas CP-l e CP-IlI
serdo analisadas em amostras de plasma empregando UPLC-MS/MS. A rosuvastatina sera analisada de acordo com o protocolo desenvolvido e
validado em estudo publicado por Moreira et al.40 Para a metformina, o protocolo de analise esta sendo desenvolvido e validado por outra pesquisa
do nosso grupo de estudo. Com relagdo as coproporfirinas, os analitos CP-I, CP-lll e padréo interno seréo resolvidos na coluna de fase reversa
Acquity BEH C18 column (50 mm x 2,1 mm, tamanho de particula 1,7 m, Waters Corp., Milford, EUA) e detectados pelo espectrometro de massas
XEVO TQS triplo quadrupolo (Waters Corp., Milford, EUA) com interface de eletronebulizacéo. Sera empregada a metodologia de analise MRM
(Monitoramento de Reacdes Mdltiplas). Previamente & quantificagdo de CP-l e CP-Ill em plasma, o método de analise sera validado de acordo com
as exigéncias vigentes da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), RDC n 27 de 17 de maio de 2012, para analise de farmacos em
matrizes complexas. Os parametros avaliados serdo linearidade, limite inferior de quantificagao, efeito residual, efeito de matriz, precisdo e exatidao
e estabilidade das solugdes padréo e das amostras de CP-I e CP-lll em plasma em temperatura ambiente (curta durag&o), apoés ciclos de
congelamento e descongelamento, pés-processamento e quanto ao periodo de armazenamento em freezer (longa duragdo).*Andlise
farmacocinética: Os parametros farmacocinéticos serédo calculados com base nas concentracdes plasmaticas obtidas experimentalmente por meio
do software Phoenix WinNonlin, verséo 8.1.0 (Pharsight Corporation, CA). As AUCs — area sob a curva de concentragdo plasmatica versus tempo —
dos farmacos seréo calculadas pelo método linear trapezoidal do tempo zero até a Gltima amostra coletada e extrapolada para o infinito dividindo-se
a Ultima concentracdo quantificada pela constante da velocidade de eliminagédo (kel). O clearance total (CI/F) sera obtido através da equacgéo CI/F =
Dose/AUCO-. *Andlise do genotipo: O DNA gendmico sera extraido de uma amostra de sangue total periférico (1 mL) coletada com EDTA,
empregando o QlAamp DNA Blood Midi Kit (QIAGEN, Hombrechtikon, Suiga), de acordo com as instru¢es do fabricante. O ensaio de discriminagéo
alélica (TagMan® Real-Time PCR Assays, Applied BiosystemsTM, Foster City, CA, EUA) para a identificacdo dos polimorfismos (single nucleotide
polymorphism - SNP) do gene SLCO1B1 c.388A>G (rs2306283, p.N130D), ¢.463C>A (rs11045819, p.P155T), c.521T>C e ¢.1929A>C (rs34671512,
p.L643F) seré realizado utilizando o termociclador Roche LightCycler 480 (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha), mensurando a fluorescéncia
final emitida da clivagem na sonda especifica para o alelo (Endpoint Genotying Analysis). Serdo analisados os haplé6tipos SLCO1B1*1 (c.388A-
€.463C-c.521T- ¢.1929A, previamente conhecido como *1A) e *15 (¢.388G-c.463C-c.521C- ¢.1929A). O alelo *15 é de fungéo diminuida enquanto o
alelo *1 é de fungdo normal.*Métodos estatisticos: As analises estatisticas serdo realizadas com auxilio do software R, versédo 1.2 (R Foundation for
Statistical Computing, Viena, Austria), para obtengdo da média, mediana, erro padrdo da média e intervalo de confianga 95% (IC 95%). A disposicé&o
cinética dos farmacos marcadores sera avaliada entre as fases (antes e apds o tratamento) através do teste T pareado. A relagdo entre o clearance
renal da rosuvastatina com os biomarcadores CP-l e CP-lIl sera avaliada pelo coeficiente de Pearson. Todos os testes estatisticos terdo o nivel de
significancia fixado em 5%.

Desfecho Primario:
A pielonefrite aumenta em 30% a atividade dos transportadores OATP1B1 e OCT2, retornando a normalidade apds o tratamento da infecgéo.

Desfecho Secundario:

As concentracdes plasmaticas das citocinas IFN-, TNF-, IL-6, IL-8 e da proteina C reativa nas gestantes com diagnéstico de pielonefrite séo
marcadores adequados do processo inflamatério testado no modelo biol6gico deste projeto.As coproporfirinas CP-1 e CP-1Il ttm desempenho
adequado como biomarcadores enddégenos da atividade de OATP1B1 em gestantes com pielonfrite.

Tamanho da Amostra no Brasil: 13
Data do Primeiro Recrutamento: 19/09/2023
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Paises de Recrutamento

Pais de Origem do Estudo

Pais

N° de participantes da pesquisa

Sim BRASIL

13

Qutras Informacdes

Havera uso de fontes secundarias de dados (prontuéarios, dados demogréficos, etc)?

Sim
Detalhamento:

No inicio do tratamento com o antibiético, as pacientes seréo avaliadas por exames clinicos e por testes laboratoriais — ureia, creatinina, alanino
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), bilirrubinas, fosfatase alcalina, gama-GT, glicemia, proteinas totais, albumina, 1
glicoproteina acida, proteina C reativa (PCR), lipidograma e hemograma. Esses exames bioguimicos e hematologicos seréo realizados
rotineiramente de acordo com o protocolo assistencial do setor, e tais dados serdo acessados posteriormente (via prontudrio eletrénico).

Informe o nimero de individuos abordados pessoalmente, recrutados, ou que sofrerdo algum tipo de intervengéo neste centro de

pesquisa:
13

Grupos em que serdo divididos os participantes da pesquisa neste centro

ID Grupo

N° de Individuos

Intervencdes a serem realizadas

Gestantes com pielonefrite 13

internacdo.

Administragdo dos farmacos marcadores rosuvastatina (5 mg) e
metformina (50 mg), e coletas de sangue seriadas durante 24 horas de

O Estudo é Multicéntrico no Brasil?
N&o

Centros Coparticipantes

CNPJ

Nome da Instituicdo Co-participante

Nome do Responsavel

Nome dg Comité de
Etica

Instituicdo Selecionada Via
Plataforma Brasil

Faculdade de Ciéncias
63.025.530/0080-08
USP

Farmacéuticas de Ribeirdo Preto -

Vera Lucia Lanchote

Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto da USP
- FCFRP/USP

Sim

Prop6e dispensa do TCLE?
Né&o

Havera retengdo de amostras para armazenamento em banco?

Néao

Cronograma de Execugao

Identificacéo da Etapa Inicio (DD/MM/AAAA) Término (DD/MM/AAAA)

Aprovacdes no Comité de Etica e Pesquisa e nas 01/02/2023 31/03/2023

Comissfes de Pesquisa

Coleta de dados apos aprovacédo do CEP 03/04/2023 28/06/2024

Redacéo e divulgacao dos resultados 01/01/2025 31/03/2025

Andlise dos resultados 01/07/2024 31/12/2024

Orgamento Financeiro

Identificacdo de Orcamento Tipo Valor em Reais (R$)

Andlise de citocinas Custeio R$ 11.603,20

Exames bioquimicos e hematolégicos Custeio R$ 2.646,80

Andlise farmacocinética Custeio R$ 13.000,00

Internacéo das participantes Custeio R$ 8.586,50

Andlise do gendtipo Custeio R$ 4.680,00
R$ 40.516,50

Outras informacdes, justificativas ou consideracdes a critério do pesquisador:

O projeto sera financiado pela Fundacéo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP), por meio do Processo Tematico FAPESP:

2018/0516-3.

Data de Submisséo do Projeto: 21/09/2023
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