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RESUMO

O uso de antimicrobianos e de antiinflamatérios é pratica comum na
odontologia, embora haja escassez de trabalhos sobre seu uso simultaneo.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar, em ratos, os efeitos do diclofenaco
so6dico na absorgado, concentracdo sérica e excrecdo da amoxicilina utilizando a
técnica de perfusao tecidual e o método microbiolégico. Foram utilizados 108 ratos
Wistar machos (12 grupos, n= 9), com peso entre 150 e 200 g. Foram
administrados aos animais: amoxicilina 25 mg/Kg (grupos: G1, D1, S1 e R1),
diclofenaco sédico 2,5 mg/Kg + amoxicilina 25 mg/Kg (grupos: G2, D2, S2 e R2) e
1,0 mL de solugéo de cloreto de sddio a 0,9% (grupos: G3, D3, S3 e R3). As
drogas foram administradas por injecao intraluminal aos animais dos grupos G1,
G2, G3, D1, D2 e D3 e por via oral aos animais dos grupos S1, S2, S3, R1, R2 e
R3. Foram avaliadas nos tempos de 15, 30, 45, 60, 120, 180, 240, 300 e 360
minutos as concentragdes plasmaticas e urinarias de amoxicilina e a absorgao
gastrintestinal “in vitro” do antimicrobiano. O diclofenaco sédico causou uma
reducdo significativa na absorcdo intestinal e um aumento na excrecao renal do
antimicrobiano em ratos, com consequente diminui¢cdo da sua concentragao sérica.
Portanto, em algumas situagdes clinicas, a eficacia da amoxicilina poderia ser

prejudicada pela sua co-administracao com o diclofenaco sédico.

PALAVRAS-CHAVE: medicamentos — interacgdes, diclofenaco, testes de
sensibilidade bacteriana, medicamentos — biodisponibilidade, antibiéticos beta-

lactamicos.
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ABSTRACT

The prescription of antibiotics associated to anti-inflammatory drugs is
common in dentistry; however its effects have not been studied enough. Thus, the
aim of this work was to evaluate the influence of sodium diclofenac on absorption,
serum concentration and excretion of amoxicillin, in rats, by the microbiologic and
tissue perfusion methods. The sample consisted of 108 male Wistar rats (12
groups, 9 rats each), weighing 150-200 g. The animals were given: amoxicillin 25
mg/Kg (groups G1, D1, S1 and R1), sodium diclofenac 2.5 mg/Kg plus amoxicillin
25 mg/Kg (groups G2, D2, S2 and R2) and 1.0 mL of solution of sodium chloride
0.9% (groups G3, D3, S8 and R3). The animals in the groups G1, G2, G3, D1, D2
and D3 were administered drugs by intra-luminal injection and the animals in the
groups S1, S2, S3, R1, R2 and R3 were administered drugs p.o. After 15, 30, 45,
60, 120, 180, 240, 300 and 360 minutes, were evaluated the blood and urine
concentrations of amoxicillin and the “in vitro” absorption of the antibiotic. Sodium
diclofenac had decreased the intestinal absorption, increased renal excretion and,
consequently, decreased the serum concentration of the amoxicillin. Thus, sodium

diclofenac could decrease the efficacy of amoxicillin under some clinical situations.

KEY WORDS: drug - interaction, diclofenac, antimicrobial susceptibility

testing, drugs — bioavailability, beta-lactamic antibiotics.
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1. INTRODUCAO

Quando duas ou mais drogas sao administradas simultaneamente, uma
pode influenciar o perfil farmacocinético (absorcao, distribuicdo, metabolismo ou
excregao) ou farmacodindmico da outra. Essa interagdo medicamentosa pode ser
desejavel ou indesejavel. Entre os fatores que contribuem para o aumento das
interacbes medicamentosas indesejaveis podemos citar o seu desconhecimento por
parte dos profissionais de saude, a administragdo simultanea de varios farmacos, a
automedicagado, as doencas crbnicas e o uso de medicamentos com varios

principios ativos (PRADO et al., 2001; SCHELLACK, 2005).

A amoxicilina € uma penicilina semi-sintética de amplo espectro usada
como droga de primeira escolha em varias situacées na medicina e na odontologia.
Trata-se de um antimicrobiano betalactamico ndo resistente as betalactamases,
eliminado na forma ativa pelos rins. A excrecdo urinaria das penicilinas e

cefalosporinas é retardada pela probenecida (NEIDLE ef a/., 1998).

O diclofenaco sodico € um antiinflamatério néo esteroidal derivado do
grupo do acido fenilacético (MORAN, 1990; FRANCO, 1995), comumente
empregado em associagdo com a amoxicilina na clinica diaria. Possui alto grau de
atividade antiinflamatoria e analgésica, diminui a permeabilidade capilar, inibe as
cicloxigenases e a prostaglandina-sintetase, diminuindo a sintese e liberagédo de
prostaglandinas (FERREIRA ef al., 1971; FERREIRA, 1972; MONCADA et al., 1975;
MINTA & WILLIAMS, 1985; FRIMAN et a/, 1986; ABRAMSON et al, 1990). E
extensa e rapidamente metabolizado no figado e excretado na urina (GEIGY, 1988;

TODD & SORKIN, 1988).
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O diclofenaco sédico e a amoxicilina apresentam importantes interacoes
medicamentosas indesejaveis com outras drogas, que podem resultar em um
grande numero de complicacdes clinicas (MERLE-MELET ef a/., 1992; MUELLER et
al, 1993; WESTPHAL et al, 1995; SCHOENMAKERS et al., 1999; NEIDLE et al.,
1998; FONSECA, 2001).

JUNQUEIRA (2002) e GROPPO et al. (2004) concluiram, em trabalho
experimental, que a associagdo entre amoxicilina e diclofenaco sddico causa uma
reducdo significativa na concentragao sérica e tecidual do antimicrobiano em ratos.
Entretanto, esses autores ndo estudaram os possiveis mecanismos que geraram o

problema.

O presente estudo teve a finalidade de investigar os provaveis
parametros farmacocinéticos da interagdo entre o diclofenaco sodico e a
amoxicilina, em ratos, utilizando o método microbiolégico e o método de perfusao

tecidual.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 - METODOS DE DOSAGEM DE ANTI MI CROBI ANOS

O tempo de tratamento com um agente antimicrobiano pode ser
definido como o tempo durante o qual a concentracdo do agente é maior do que
sua concentracao inibitéria minima (CIM) frente ao patégeno, no local da infeccao
(BARZA, 1978). Entretanto, nas areas de baixa vascularizagdo e grande volume
infeccioso, a concentracao da droga é muito mais baixa que a do soro (PALLASCH,

1996).

Drogas néo-lipofilicas, como a amoxicilina, sdo confinadas no fluido
extracelular que constitui aproximadamente 20% do tecido corporal, apresentando

niveis teciduais totais menores que os niveis séricos (CARS, 1990).

Varias técnicas tém sido desenvolvidas com a finalidade de avaliar
adequadamente a quantidade de agentes antimicrobianos em amostras muito

pequenas de fluidos ou tecidos corporais (SABATH, 1978).

Dentre os métodos utilizados para a determinagdo da concentragdo de
antimicrobianos em fluidos bioldégicos podemos citar: a mercurimetria (BRITISH
PHARMACOPOEIA, 1988), a cromatografia liquida de alta eficiéncia (VREE et al.,
1978; CHARLES & CHULAVATNATOL, 1993), o método microbiol6gico
(KOROLKOVAS, 1988), a iodometria, o método 6ptico (US PHARMACOPEIA, 1990)

e a espectrofotometria em ultravioleta (DEVANI et al., 1992).
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O método microbioldgico foi utilizado por PIEPER ef al. (1985) para a
determinagéo dos niveis séricos e teciduais de cloxacilina e benzilpenicilina em

humanos.

GROPPO (1996), utilizando o método microbiolégico, determinou a
concentracao sérica e tecidual de amoxicilina, 60 minutos apés sua administracao

em ratos.

Estudos comparativos entre o método microbiolégico e o método
cromatografico de alta eficiéncia (CLAE) apontam para similaridade de resultados

obtidos (HSU & HSU, 1992; MOORE et al., 1996).

Véarios métodos sdo descritos na literatura para a obtencdo de amostras
com o objetivo de determinar a concentragcdo de antimicrobianos nos fluidos
corporais. LIM et al. (2000) descreveram um método simples para coleta e
detecgdo de amoxicilina na urina utilizando tiras para teste de glicosuria e o
método microbioldégico. KRAUS (1980) descreveu seis métodos para coleta de
urina em ratos: reflexo de esvaziamento sob estimulagédo periédica ou massagem,
cistocentese, cistotomia ou fistula de bexiga urinaria, “coleta livre”, cateterizagdo
uretral de animais imobilizados ou anestesiados, e cateterizacdo de machos por

drenagem externa (prepucial).

Os parametros farmacocinéticos de agentes antimicrobianos se
correlacionam bem com a eficacia terapéutica em modelos animais, sempre que
parametros farmacodindmicos sao levados em consideracdao (DALHOFF &
ULLMANN, 1990). Experimentos clinicos tém mostrado a efetividade de testes
farmacologicos em animais na maioria dos casos, € que os esforgcos para seus

aperfeicoamentos tém sido importantes (GAUNT, 1977).
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Com o objetivo de investigar os efeitos do lansoprazole e da
claritromicina na distribuicdo de [14C]amoxicilina, em ratos, ENDO et a/ (2001)
utilizaram a técnica de perfusdo tecidual. Esta técnica permitiu a determinacao
precisa da distribuicdo do antimicrobiano nas amostras biolégicas dos estudos /n

vivo e in vitro realizados.

2.2 - TESTE DE SENSI BILIDADE BACTERI ANA

O primeiro teste de sensibilidade bacteriana para o Staphylococcus

aureus e penicilina foi realizado na década de 20 por Fleming (BALOWS, 1974).

A utilizacao de discos de papel de 6,5 mm de didmetro, como os usados

hoje, foi descrita primeiramente por BONDI, em 1947.

Os testes de sensibilidade bacteriana a antibidticos sdo realizados em

placas de Petri semeadas com inéculo entre 106 a 108 u.f.c./mL. No método de
difusdo em agar, discos de papel contendo uma quantidade precisa da droga séao
posicionados sobre o meio semeado e, apos incubacdo, os didmetros dos halos séo
comparados com a concentragao inibitéria minima (CIM) previamente estabelecida
(BAUER et al., 1966; PIDDOCK, 1990; KONEMAN et al, 1992).

Vérias sugestdes sao apresentadas na literatura para melhorar o
método de difusdo em agar para a determinagdo da sensibilidade bacteriana a
antibiéticos. O agar Mueller-Hinton (MHA) é o meio de cultura mais empregado e
indicado porque n&o possui carga, facilita a difusdo do antimicrobiano e néo
interfere na atividade antimicrobiana (GIVENTAL ef a/., 1980; PIDDOCK, 1990;
KONEMAN et al/, 1992).
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A CIM de amoxicilina capaz de inibir o desenvolvimento de cepas de
Staphylococcus aureus sensiveis estd na faixa de 0,06 a 1,00 ug/mL (PHILIPS,

1991; KONEMAN et a/.,, 1992; GROPPO, 1996; BAGLIE, 1998).

2.3 - Staphylococcus aureus

Os estafilococos foram primeiramente observados por Pasteur e por
Koch. Aproximadamente 30% das infecgbes causadas pelo Staphylococcus aureus

sao devidas a microbiota endoégena (PERL & GOLUB, 1998).

O Staphylococcus aureus é parte integrante da microbiota normal
humana (CARNEY, 1985), sendo sua sensibilidade a amoxicilina comprovada na
literatura (PHILIPS, 1991; KONEMAN et al., 1992).

O Staphylococcus aureus € também o principal agente infectante de
feridas cirurgicas (KONEMAN et a/, 1992), além de ser um patdégeno importante
nas infeccdes hospitalares e fazer parte da etiologia da endocardite infecciosa

(McCARTNEY, 1992).

As infeccbes por Staphylococcus aureus apresentam as seguintes
manifestacdes clinicas: furdnculo e antraz, impetigo bolhoso, infeccdo cutanea
secundaria, sindrome de pele escaldada estafilocécica e endocardite, entre outras

(PRADO et al., 2001).

A exposicao de bactérias a antibidticos B-lactamicos pode resultar na
perda de um inibidor das autolisinas (enzimas autoliticas da parede celular). Essas
bactérias sdo denominadas “tolerantes a penicilina” e foram isoladas cepas de

estafilococos desse tipo em pacientes com infec¢des persistentes (TOMASZ, 1979).
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De acordo com dados da literatura e varios trabalhos de pesquisa, a
resisténcia de cepas de Staphylococcus aureus aos antimicrobianos tem se
expandido muito nos ultimos anos (ROMAN et al., 1997; KAMIYA, 1997; PERL &
GOLUB, 1998; FARIAS, 1997).

Um dos principais fatores que contribuem para a resisténcia microbiana,
principalmente das cepas de Staphylococcus aureus meticilina-resistentes, é o uso
intensivo de antimicrobianos de amplo espectro, especialmente em pacientes

imunocomprometidos ou em idosos (KAMIYA, 1997).

2.4 — AMOXICILINA

A antibioticoterapia € um procedimento freqliente no tratamento de
pacientes com infecgdes odontogénicas agudas com manifestagéo sistémica, mas o
risco/beneficio dessa terapia deve ser considerado individualmente (KARLOWSKY

et al., 1993).

O emprego de antimicrobianos nas infecgdes bucais é indicado, mesmo
de maneira empirica, quando ndo ha tempo para a realizagdo de testes de
sensibilidade bacteriana. Entretanto, devem-se conhecer as bactérias geralmente

envolvidas nessas infeccdes (SABISTON et al., 1976).

As penicilinas sdo indicadas como drogas de primeira escolha nas
infeccbes odontogénicas (WOODS, 1978), embora ndo seja incomum a presenga
de microrganismos resistentes as penicilinas em culturas de processos supurativos

dentais (LABRIOLA, 1983).
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A resisténcia bacteriana as penicilinas é explicada, em parte, pela acao
da enzima beta-lactamase, mas, atualmente o uso de inibidores desta enzima,

como o acido clavulanico, permite neutralizar esse processo (RANG ef a/., 2001).

Cerca de 7,2% dos pacientes tratados com penicilinas podem
apresentar reacoes alérgicas (WOODS, 1978). Outros efeitos adversos incluem a
alteracdo da microbiota intestinal (RANG et a/, 2001) e manifestacoes
hemorragicas devido a grandes doses, por via parenteral, que podem antagonizar
a ligacao do difosfato de adenosina aos receptores plaquetéarios (BABIAK & RYBAK,
1986).

A amoxicilina é uma penicilina de amplo espectro composta por anel
beta-lactdmico, anel tiazolidinico e pela cadeia lateral, responsavel pela maior
parte das suas caracteristicas farmacodindmicas e do seu espectro de acao
(NEIDLE et al., 1998).

O espectro de acdo da amoxicilina é similar ao das penicilinas G e V,
sendo, em relagdo a essas, menos ativa contra microrganismos gram-positivos
anaerdbios, aerdbios e facultativos, e mais eficaz contra cocos e bacilos aerdbios

gram-negativos (FONSECA, 1988; KARLOWSKY et al., 1993).

O mecanismo de agdo da amoxicilina e das demais penicilinas esta
relacionado a sintese e destruicdo do peptidoglicano, componente da parede
celular da bactéria, induzindo a lise bacteriana. As penicilinas se ligam a varias
proteinas da membrana celular bacteriana, ou proteinas de ligagdo da penicilina
(PLPs), que sdo transpeptidases e carboxipeptidases as quais catalisam algumas
das reagOes envolvidas na etapa terminal da sintese da parede celular (BIRNBAUM
et al., 1985).

13
Junqueira, M.S. Influéncia do diclofenaco sddico na absorgdo, concentracdo sérica e excregdo da
amoxicilina - Estudo em ratos




Esquemas para profilaxia antibiética da endocardite infecciosa sao
sugeridos pela American Heart Association, sendo a amoxicilina indicada
atualmente em administracdo 1 hora antes do procedimento cirurgico, em dose

Unica de 2 g para a protecao do paciente (DAJANI et al., 1994).

A amoxicilina é bem absorvida pela via oral, independente da presenca
ou nao de alimentos. Sua taxa de ligacdo as proteinas plasmaticas (LPP) varia
entre 17 e 20%. Possui boa distribuicdo por todo o organismo, sendo excretada
pelos rins em sua forma ativa (CROYDON & SUTHERLAND, 1970; AMATO-NETO et
al., 1985; FONSECA, 1988; DAJANI et al., 1994).

Foram obtidos niveis plasmaticos de 9,0; 14,5; 10,7 e 3,7 ug/mL dentro
de 1, 2, 4 e 6 horas, respectivamente, apds a administracao oral de 40 mg/Kg de

amoxicilina (DAJANI et al., 1994).

O rim é o 6rgao de maior importancia na excrecdo de medicamentos.
No tubulo renal proximal, as penicilinas e os glicuronideos sdo acrescentados, por
secrecao tubular ativa, ao filtrado glomerular. Este processo é bidirecional,
mediado por carreador de membrana e nao seletivo. Nos tubulos renais proximal e
distal sdo reabsorvidas as formas ndo-ionizadas de acidos e bases fracas (DAJANI

et al., 1994).

Os sistemas renal e intestinal de transporte de peptideo constituem-se
de dois transportadores de peptideo homoélogos, PEPT1 e PEPT2, que foram
encontrados principalmente no intestino delgado e nos rins, respectivamente,
sendo que a amoxicilina apresentou maior afinidade pelo PEPT2 (TERADA et al.,

1997).
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A amilorida e o enalapril, farmacos que possuem alta afinidade por
transportadores de peptideos, podem provocar a diminuicdo da concentracao
sérica da amoxicilina de acordo com os estudos de WESTPHAL et a/. (1995) e de

SCHOENMAKERS et al. (1999), respectivamente.

2.5 - DICLOFENACO

Os antiinflamatérios nao esteroidais (AINEs) constituem um grupo de
farmacos com estrutura quimica variada, que geralmente exercem atividade
analgésica, antipirética, uricosurica, antiinflamatéria, antitromboética arterial e

venosa (INSEL, 1990).

Segundo VOILLEY (2004), a administracdo dos AINEs, como aspirina,
diclofenaco e flurbiprofeno, diminui a dor induzida pelo pH &acido do tecido
inflamado, o que pode ser atribuido a inibicdo da atividade dos canais iénicos
modulados por prétons presentes nos neurdnios sensoriais. A acdo direta e rapida
desses AINEs nas correntes ibnicas bloqueia imediatamente a ativacdo dos
neurdnios sensiveis a dor pelo estimulo acido e pela acidose inflamatoria. Em
seguida, os AINEs, por sua acdo nas COXs, limitam a producdo de elementos
inflamatérios e de dor. De modo geral, esses medicamentos previnem a

sensibilizacdo para dor inibindo a agdo de genes codificadores dos canais de

correntes ibnicas acido-sensiveis.

O diclofenaco so6dico, um antiinflamatério ndo esteroidal derivado do
grupo do acido fenilacético (MORAN, 1990; FRANCO, 1995), inibe a acdo das
cicloxigenases (COX), enzimas que catalisam a conversdo do acido aracdénico em
endoperéxidos ciclicos instaveis intermediarios, como as prostaglandinas e

prostaciclinas, que estdo envolvidos no processo inflamatério e na sensibilizagao
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das unidades dolorosas centrais e periféricas. Este AINE inibe também a
quimiotaxia para polimorfonucleares para o local da agressao (INSEL, 1990; RANG

et al., 2001).

A toxicidade gastrica dos AINEs é o efeito adverso mais comum.
Hemorragias gastrintestinais e Ulceras pépticas sdo complicacées mais freqlientes.
Entre 15 a 25% dos pacientes que utilizam AINEs apresentam doencga péptica. A
ocorréncia de Ulcera associada é maior quando ha histérico de doenca péptica
prévia, Ulcera, concomitancia com Heliobacter pylori, uso de anticoagulantes e de
alcool (INSEL, 1990). Entretanto, os AINEs inibidores seletivos da COX-2 sao
agentes ndo-acidicos que causam menor numero de complicagbes, especialmente

afeccdes pépticas e coagulopatias (PORTENQY, 1989).

Cuidados especiais devem ser adotados por ocasido da prescricao do
farmaco para hepatopatas, nefropatas, hipertensos, gestantes e pacientes com
insuficiéncia cardiaca congestiva ou com histéria de reacdo alérgica aos AINEs
(OMOIGUI, 1995).

Vérias interagdes do diclofenaco com alimentos e medicamentos séo
descritas na literatura. A absorcao intestinal do diclofenaco é reduzida com a
ingestdo de alimentos, leite e carvao ativado, sendo sua excregao urinaria

aumentada com alcalinizantes urinarios (OMOIGUI, 1995).

A concentragao plasmatica do diclofenaco sédico aumenta quando da
sua prescricdo simultdnea com a ciclosporina (MUELLER ef a/, 1993). O
diclofenaco sbédico causa um déficit na excrecado renal de ceftriaxona (MERLE-
MELET et al,, 1992) e um aumento dos niveis séricos de litio (FONSECA, 2001)

durante a sua co-administragdo com essas drogas.
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A administracao de 2,5 mg/Kg de diclofenaco s6dico em conjunto com
25 mg/Kg de amoxicilina, por via intragastrica, afetou negativamente a
concentracao sérica e tecidual do antimicrobiano em ratos (JUNQUEIRA, 2002). Da
mesma forma, a administragdo concomitante de 25 mg/kg de amoxicilina por via
oral e de 2,5 mg/kg de diclofenaco sédico por via intramuscular, em ratos, causou

um decréscimo nos niveis séricos e teciduais do antimicrobiano (GROPPO et al.,
2004).
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3. PROPOSI CAO

O objetivo do presente estudo foi:

Estudar, em ratos, a influéncia do diclofenaco na absorgao

gastrintestinal, nos niveis séricos e na excregao renal da amoxicilina.
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4. MATERI AL E METODO

4.1 — ANIMAIS

Foram utilizados 108 ratos (FRattus norvegicus — albinus, Wistar),
machos, adultos jovens, com peso entre 150 e 200 g, Specific Patogen Free
(S.P.F.), fornecidos pelo Centro de Bioterismo da Universidade Estadual de

Campinas (Unicamp).

Os animais permaneceram cerca de duas semanas nas dependéncias do
biotério de experimentagdo da Area de Farmacologia, Anestesiologia e Terapéutica
da Faculdade de Odontologia de Piracicaba para adaptacdo. Nesta fase de
adaptacdo e durante a fase experimental, eles receberam racdo balanceada

comercial (Purina) e agua ad /ibitum.
4.2 - FARMACOS

Foram utilizadas: suspensdo de amoxicilina triidratada (Sigma Co.) na

®
concentracao de 25 mg/mL e solugao de diclofenaco sédico (Voltaren — Novartis

Biociéncias) na concentracao de 2,5 mg/mL.
4.3 — ADMINISTRACAO DAS DROGAS

Os animais foram separados em 12 grupos (n=9), que receberam o0s

seguintes tratamentos, ap6s serem mantidos em jejum por 1 hora:
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- Por administragéo intragastrica (p.0.):
a) Grupo S1 - amoxicilina 25 mg/Kg
b) Grupo S2 - diclofenaco sodico 2,5 mg/Kg + amoxicilina 25
mg/Kg
c) Grupo S3 - 1,0 mL de solucao de cloreto de sodio a 0,9%
d) Grupo R1 - amoxicilina 25 mg/Kg
e) Grupo R2 - diclofenaco sédico 2,5 mg/Kg + amoxicilina 25
mg/Kg
f) Grupo R3 - 1,0 mL de solucao de cloreto de sédio a 0,9%

- Por administracao intraluminal:
9) Grupo G1 - amoxicilina 25 mg/Kg
h) Grupo G2 - diclofenaco sédico 2,5 mg/Kg + amoxicilina 25
mg/Kg
i) Grupo G3 - 1,0 mL de solugéo de cloreto de sodio a 0,9%
i) Grupo D1 - amoxicilina 25 mg/Kg
k) Grupo D2 - diclofenaco sédico 2,5 mg/Kg + amoxicilina 25
mg/Kg

1) Grupo D3 - 1,0 mL de solugéo de cloreto de sodio a 0,9%

As drogas foram administradas em dose Unica, com o auxilio de uma
seringa de 1 mL com agulha curva (Arkansas) 70x15 mm para administracdo
intragastrica e agulha hipodérmica descartavel (RYMCO) 13x0,45 mm para injecao
intraluminal nos estdbmagos (animais dos grupos G1, G2 e G3) e intestinos

(animais dos grupos D1, D2 e D3) previamente ligados e retirados cirurgicamente.
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4.4 - OBTENCAO DA CONCENTRACAO DE 108 u.f.c./ mL

Para a realizacdo do método microbioldgico, com auxilio de uma alca de
platina esterilizada, foi colhida uma alcada de colénias de Staphylococcus aureus
ATCC 25923 cultivadas em TSA inclinado (anexo 1, figura 1). A alcada foi
transferida para tubo de ensaio contendo 10 mL de BHI, incubada e mantida em
estufa de cultura a 37°C por 6 horas, para atingir a fase de crescimento
exponencial. Apés a incubacao, 1 mL da amostra foi retirado e diluido em solugéao
salina de cloreto de sédio a 0,9% até a obtencdo de suspensdo bacteriana com

densidade 6ptica de 60% (equivalente a 10'° u.f.c./mL). A densidade 6ptica foi

controlada com auxilio de um espectrofotémetro (Spectronic 20@ - Baush & Lomb)
previamente zerado com BHI e ajustado para comprimento de onda de 800 nm. A
seguir, foi transferido 1,0 mL do inéculo ajustado para 99 mL de MHA (densidade
final equivalente a 10® u.f.c./mL), com temperatura de 45°C. O &gar liquido
inoculado, ap6s agitacdo, foi dispensado em placas de Petri (22 mL para cada
placa). As placas de Petri foram mantidas em repouso por 15 minutos para
solidificagdo do meio de cultura a temperatura ambiente. A seguir foram colocados

0s materiais em teste na superficie do meio de cultura solidificado.
4.5 - DI SCOS

Para os ensaios da absorgao gastrintestinal, das concentracbes séricas e
urinarias da amoxicilina e do estabelecimento da curva de regressao, foram
utilizados discos de papel filtro (b/ank) comerciais (Cecon Ind. Bras.), de 6,2mm de

diametro, esterilizados em autoclave a 120°C por 15 minutos.

21
Junqueira, M.S. Influéncia do diclofenaco sddico na absorgdo, concentracdo sérica e excregdo da
amoxicilina - Estudo em ratos




4.6 — MEI OS DE CULTURA

A cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi mantida em agar
triptona soja (TSA — Oxoid Co), repicada a cada sete dias e também 24 horas

antes de ser utilizada.

O meio de cultura BHI foi utilizado durante a fase de crescimento
exponencial das colénias de Staphylococcus aureus ATCC 25923 para a obtencao

da concentragdo de 10 u.f.c./mL.

Para o teste de sensibilidade bacteriana, foi utilizado o agar Mueller-
Hinton (MHA — Oxoid Co), distribuido (22 mL) em placas de Petri de vidro,
previamente esterilizadas, de 150 x 20mm. Neste meio de cultura foi depositada

uma suspensdo bacteriana com 10'° u.f.c./mL.

4.7 — MI CRORGANI SMO

Foi utilizado o microrganismo Staphylococcus aureus, ATCC 25923,
reativado a partir de amostras armazenadas a -70°C. Sua viabilidade foi
constatada pelo cultivo em &gar tripticaseina soja (TSA — Oxoid Co.) e sua
identificagdo confirmada pelo método de coloracdo de Gram (KONEMAN et a/,

1992).

4.8 — OBTENCAO DA CURVA PADRAO

Uma curva padrao foi elaborada para se relacionar os diametros dos
halos produzidos pelas amostras e a provavel concentragdo do antimicrobiano em

estudo (anexo 2, figura 2). Foram utilizados discos de papel esterilizados contendo
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as seguintes concentragées em pg do antimicrobiano: 0,02, 0,035, 0,070, 0,1562;
0,3125; 0,625; 1,250; 2,50; 5,0; 10,0. Apds secagem em estufa a 37°C por uma
hora, estes discos foram dispostos em placas contendo MHA inoculado a 10°

ufc/mL de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Em cada placa foram dispostos quatro discos, sendo utilizadas trés
placas para cada concentracao. Desta forma, foram obtidos trés valores de halo de

inibicdo para cada concentragdo em estudo.

As placas foram levadas a estufa a 37°C por 18 horas e, logo apds, os

halos medidos com paquimetro e as médias obtidas inseridas em um programa de

®
computador (Excel for Windows 7.0 — Microsoft Co.) que forneceu uma curva,
com valor de R-quadrado (Rz) e a sua equacgao (didametro de halo de inibicdo em

funcdo da concentracdo que o originou).
4.9 — COLETA E ANALI SE DAS AMOSTRAS

Todos os animais, exceto os dos grupos R1, R2 e R3, foram
anestesiados com uma combinacdo de quetamina (90 mg/kg IM) e xilazina (10
mg/kg IM). Apds anestesia geral, nos tempos de 15, 30, 45, 60, 120, 180, 240,
300 e 360 minutos depois da administracdo das drogas, foi seccionado o plexo
carotideo dos animais pertencentes aos grupos S1, S2 e S3, sendo utilizado um
animal de cada grupo para cada tempo e colhidas amostras de 5 mL de sangue em
tubos plasticos para centrifuga previamente autoclavados. Estas amostras foram
submetidas a retracdo do coagulo em banho-maria a 37°C. A seguir, foram
centrifugadas durante 10 min a 3500rpm e foi retirada uma aliquota de 30uL do

soro sangulineo resultante de cada amostra.

23
Junqueira, M.S. Influéncia do diclofenaco sddico na absorgdo, concentracdo sérica e excregdo da
amoxicilina - Estudo em ratos




Foram ligados, em suas extremidades, os estbmagos dos animais dos
grupos G1, G2 e G3 e os duodenos dos animais dos grupos D1, D2 e D3. Em
seguida, esses 6rgaos foram retirados cirurgicamente e colocados separadamente
em recipientes contendo 5 mL de solugdo de cloreto de sédio 0,9% com pH 7,4.
Apés a administracdo intraluminal dos medicamentos, as amostras foram deixadas
em estufa a 37°C (ENDO et al., 2001) durante 6 horas, com aeracdo constante.
Foram retiradas aliquotas de 20 puL das amostras nos tempos de 15, 30, 45, 60,
120, 180, 240, 300 e 360 minutos apdés a administragdo das drogas, sendo

utilizada a amostra de um animal de cada grupo para cada tempo.

Através do método do reflexo de esvaziamento sob massagem (KRAUS,
1980) foram colhidas, em eppendorfs, amostras de urina dos animais pertencentes
aos grupos R1, R2 e R3 nos tempos de 15, 30, 45, 60, 120, 180, 240, 300 e 360
minutos apés a administracdo das drogas, sendo utilizado um animal de cada
grupo para cada tempo. A seguir, uma aliquota de 10 puL de cada amostra foi

coletada.

As amostras provenientes de cada animal foram colocadas em 3 discos
de papel de filtro de 6,25 mm esterilizados. Os discos foram colocados em estufa a
37°C, por 1 hora, para secagem. Apo6s a secagem, foram posicionados em placas
contendo MHA inoculadas com 10° ufc de S aureus ATCC 25923, como
previamente descrito, e submetidos a dezoito horas de incubagcdao em estufa a
37°C. Depois da incubacdo, os halos de inibicdo formados foram medidos com

paquimetro e seus valores anotados para analise posterior (anexo 3, figura 3).
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4.10 — ANALI SE ESTATI STICA

Os valores das concentracdes séricas e teciduais calculados através da

equacao da curva de regressado foram submetidos ao teste de Mann-Whitney, em

®
programa estatistico informatizado (Bioestat for Windows , versdo 1.0 - Microsoft
Co.).
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5.RESULTADOS

As médias obtidas dos diametros dos halos de inibicdo proporcionados
pelas diferentes concentragdes de amoxicilina, utilizadas para a obtencéao da curva

de regressdo, sao observadas na tabela 1.

Tabela 1. Diametros, em mm, dos halos de inibicdo correlacionados

com as quantidades de amoxicilina, em pg.

QUANTIDADE
DE MEDIDA 1 MEDIDA 2 MEDIDA 3 MEDIA

AMOXICILINA
10,0000 45,0 46,0 46,0 45,67
5,00000 45,0 45,0 46,0 45,33
2,50000 41,0 42,0 42,0 41,67
1,25000 39,0 39,0 38,5 38,83
0,62500 36,0 36,5 37,0 36,50
0,31250 33,5 34,0 35,0 34,17
0,15620 33,5 31,0 31,0 31,83
0,07000 30,0 29,0 28,0 29,00
0,03500 27,0 26,0 27,0 26,67
0,02000 22,0 23,0 22,0 22,33
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O grafico 1 mostra a curva padrao ou de regressdo considerando as
médias de diametros dos halos de inibicdo e o logaritmo das concentracdes de

amoxicilina, sendo estabelecidos sua equacdo matematica e o coeficiente de

correlacédo (R?).
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Grafico 1. Curva padrdo ou de regressdo de amoxicilina obtida pelo

meétodo microbioldgico.

Na equagédo y = 3,6964Ln(x) + 38,291: y = diametro do halo de
inibicdo (mm) e x = quantidade de amoxicilina (png). O coeficiente de linearidade

(R%) foi 0,988. Esta relagdo é valida para diametros de halo de inibicdo entre 22,33
e 45,67mm.
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O grafico 2 apresenta as médias da quantidade de amoxicilina que

atravessou a mucosa estomacal dos animais que receberam apenas amoxicilina

(grupo G1) e dos animais que

diclofenaco (grupo G2), em funcao do tempo.

receberam simultaneamente amoxicilina e
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Grafico 2. Representagdo grafica dos valores médios da quantidade de

amoxicilina, em pg/mL, que atravessou a mucosa gastrica dos animais dos grupos

G1 e G2, em funcao do tempo.

Nao foram observadas diferencas estatisticamente significantes (Mann-

Whitney, p>0,05) entre os dois grupos em quaisquer dos tempos analisados.
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O grafico 3 apresenta os valores médios da quantidade de amoxicilina

que atravessou a mucosa intestinal dos animais que receberam apenas amoxicilina

(grupo D1) e dos animais que receberam simultaneamente amoxicilina e

diclofenaco (grupo D2), em fungédo do tempo.
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Grafico 3. Representacdo grafica dos valores médios da quantidade de

amoxicilina, em pg/mL, que atravessou a mucosa duodenal dos animais dos

grupos D1 e D2, em funcdo do tempo.

Foram observadas diferengas estatisticamente significantes (Mann-

Whitney, p<0,01), entre os grupos D1 e D2, em todos os periodos estudados,

sendo que a combinacdo com o diclofenaco sddico causou um decréscimo nas

concentragdes de amoxicilina em todos os tempos de estudo.
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O grafico 4 apresenta as médias da concentracdo sérica, em ug/mL, de
amoxicilina dos animais que receberam apenas amoxicilina (grupo S1) e dos
animais que receberam simultaneamente amoxicilina e diclofenaco (grupo S2), em

fungédo do tempo.
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Grafico 4. Representacdo grafica, em fungdo do tempo, dos valores

médios da concentragao sérica, em ug/mL, de amoxicilina obtidos dos animais dos

grupos S1 e S2.

Foram observadas diferengas estatisticamente significantes (Mann-
Whitney, p<0,01) entre os grupos em todos os periodos estudados, sendo que a
combinagdo com o diclofenaco so6dico causou um decréscimo nas concentracoes

séricas de amoxicilina em todos os tempos de estudo.
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O grafico 5 mostra os valores médios da concentragdo urinaria, em
pg/mL, de amoxicilina obtidos dos animais que receberam apenas amoxicilina
(grupo R1) e dos animais que receberam simultaneamente amoxicilina e

diclofenaco (grupo R2), em funcdo do tempo.
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Grafico 5. Médias, em funcdo do tempo, da concentragdo urindria, em

ng/mL, de amoxicilina obtidas dos animais dos grupos R1 e R2.

Foram observadas diferengas estatisticamente significantes (Mann-
Whitney, p<0,01) entre os grupos em todos os periodos estudados, com excecao
do tempo de 15 minutos, sendo que a combinagdo com o diclofenaco sodico
causou um aumento nas concentragdes urindrias de amoxicilina em todos os

tempos de estudo.
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6. DISCUSSAO

Embora existam véarias metodologias para a determinacdo da
concentragdo de antimicrobianos, o método microbiolégico vem sendo muito
utilizado para a quantificacdo da amoxicilina (BRITISH PHARMACOPOEIA, 1988;
US PHARMACOPOEIA, 1990; DEVANI et al., 1992; KRAUWINKEL et al., 1993). Este
método € comparavel, em termos de precisdo, aos ensaios com equipamentos
tidos como mais precisos, tal como a CLAE (HSU & HSU, 1992; MOORE et al.,
1996). Desta forma, a utilizagago do método microbiolégico proporcionou
mensuracdes com precisao suficiente para o propdésito deste trabalho, assim como

em estudos prévios (BAGLIE et al/., 2000; GROPPO et al., 2000).

Um dos principais aspectos necessarios ao sucesso do uso do método
microbioldégico € o conhecimento da sensibilidade do microrganismo utilizado
(GROPPO et al, 2000). No presente estudo, foram utilizadas cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 25923, o qual ja teve sua sensibilidade a amoxicilina
comprovada pela literatura (PHILIPS, 1991; KONEMAN ef a/., 1992; KONEMAN et
al., 1994; BAGLIE, 1998; BAGLIE et al., 2000; GROPPO et al., 2000).

GROPPO et al. (2004) verificaram que o uso concomitante de
diclofenaco sédico (2,5 mg/kg/IM) com amoxicilina (50 mg/kg/VO), em ratos,
resultou num decréscimo de aproximadamente oito vezes nas concentragdes sérica
e tecidual da amoxicilina. Entretanto, estes autores nédo estudaram os possiveis

parametros farmacocinéticos desta interagao.

A interferéncia do diclofenaco sédico nos niveis séricos da amoxicilina
poderia comprometer a sua eficacia, uma vez que a atividade antimicrobiana da

amoxicilina depende essencialmente do periodo de tempo no qual as suas
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concentracoes séricas sao mantidas além da concentracao inibitéria minima para
um determinado patdégeno. Assim, quaisquer fatores que provoquem a diminuicao
deste parametro poderiam levar ao insucesso da terapia antimicrobiana

(PALLASCH, 1996).

Vérios estudos tém demonstrado a interferéncia do diclofenaco sédico
na biodisponibilidade de diferentes farmacos (MERLE-MELET ef a/, 1992;
MUELLER et al., 1993). Esses estudos avaliaram apenas a dosagem plasméatica dos
farmacos, nao buscando, de uma forma mais detalhada, em qual etapa

farmacocinética a interferéncia do diclofenaco sédico foi mais evidente.

Os modelos experimentais que utilizam técnicas de perfusao
gastrintestinal podem ser validos para avaliagio do comportamento
farmacocinético de antimicrobianos (HARCOUET et al, 1997; ENDO et a/. 2001).
Baseado neste principio, no presente estudo, foi utilizado o modelo /n wvitro
proposto por ENDO ef al (2001), ja previamente validado, o qual permitiu a

dosagem da absorgédo gastrica e duodenal da amoxicilina.

O mecanismo de absor¢do da amoxicilina € saturavel, o que tem
implicacbes quando altas doses orais de amoxicilina sao utilizadas
(CHULAVATNATOL et al., 1994). Essa caracteristica farmacocinética da amoxicilina
pode explicar a reducdo na taxa de absorcdo gastrica /n vitro verificada no
presente trabalho apés a quarta hora da administragdo oral de 25 mg/kg de
amoxicilina. Esta dose seria o equivalente a administracao de aproximadamente 2

g de amoxicilina em um ser humano de 70 kg.

Apesar de o diclofenaco sodico apresentar alta ligagdo as proteinas

plasmaticas (cerca de 99%), a amoxicilina apresenta uma ligacdo de apenas 17 a
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20% (HARDMAN & LIMBIRD, 1996). Desta forma, este fator muito provavelmente

nao influenciou na reducao da concentragao sérica do antimicrobiano verificada.

O diclofenaco sédico é rapida e extensamente biotransformado no
figado (MENDES ef al, 1994). A inducdo enzimatica poderia ser apontada como
sendo responsavel pela baixa concentracdo sérica da amoxicilina. Entretanto, a
amoxicilina € metabolizada em acido penicilindico numa extensao pequena. Cerca
de 60% da dose oral de amoxicilina é excretada “in natura” pela urina apés 6
horas, por filtragdo glomerular e secrecéo tubular (REYNOLDS, 1996). Portanto, a
redugédo sérica da amoxicilina observada quando associada ao diclofenaco sédico
provavelmente ndo ocorreu devido a indugdo enzimdtica proporcionada por este

farmaco.

A concentragédo sérica da amoxicilina quando associada ao diclofenaco
sodico foi de 0,46 ug/mL 2 horas ap6s a administracdo dos farmacos, o que

corrobora com os resultados encontrados por JUNQUEIRA (2002).

Ap6s 6 horas da sua administracdo, a amoxicilina apresentou uma
concentracao sérica de apenas 0,21 ug/mL. Como a CIM para a amoxicilina capaz
de inibir o desenvolvimento de cepas de S aureus sensiveis estd entre 0,06 a 1,0
pg/mL (PHILIPS, 1991; KONEMAN ef al, 1992), seria de se esperar uma boa
performance do farmaco frente a este patdgeno, /n vivo, durante este periodo.
Todavia, em processos infecciosos volumosos onde a vascularizagdo é limitada ou
ocorre diminuicao do fluxo sanglineo local, a concentragdo dos antimicrobianos é
bastante inferior aquela encontrada no soro (PALLASCH, 1996). Portanto, a
eficacia clinica da amoxicilina poderia ser prejudicada pela sua associagdo ao
diclofenaco sédico, principalmente se considerarmos que a sua eficacia esta

diretamente relacionada com o tempo durante o qual a concentragao sérica do
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antimicrobiano é maior do que a sua CIM frente ao patégeno no local da infeccao
(BARZA, 1978). Além disso, por ser uma droga nao-lipofilica, a amoxicilina
encontra-se confinada no fluido extracelular, que constitui aproximadamente 20%
do tecido corporal, apresentando niveis teciduais totais menores que 0s niveis

séricos (CARS, 1990).

Nenhuma diferenga significativa foi observada na absorgao gastrica de
amoxicilina pela co-administracdo do diclofenaco, provavelmente porque apés a
administracao intragastrica, sua absorcdo ocorre principalmente por difusao
simples. Essa absorcdo poderia ser aumentada pela alcalinizacdo ou acidificacdo do
meio, uma vez que a amoxicilina tem carater anfotérico, isto é, contém uma amina
(-NH2) e um grupamento acidico (-COOH). A partir do sangue, a difusdo da

amoxicilina para o tecido estomacal € minima (ENDO et a/., 2001).

Outros estudos mostraram que a amoxicilina € menos ionizada em pH
acido e em condigéo alcalina a mesma tem seu coeficiente de parti¢cdo lipidio-dgua
reduzido, sendo sua penetracdo tecidual também reduzida (McNULTY & WISE,
1986; CARDACI et al, 1995), embora nenhuma relacdo entre o pH do suco
gastrico e os niveis séricos de amoxicilina tenha sido encontrada por CARDACI et
al. (1995). No presente trabalho, o modelo /7 vitro empregado ndo permitiu ao
diclofenaco sédico reduzir os niveis de prostaglandina E; e, conseqlientemente,
reduzir o muco estomacal e aumentar a acidez gastrica (MINTA & WILLIAMS,
1985; FRIMAN et al., 1986; ABRAMSON et al., 1990).

GROPPO et al. (2004) administrando 25 mg/kg de amoxicilina por via
oral associada a 2,5 mg/kg de diclofenaco sédico por via intramuscular, em
ratos, obteve resultados semelhantes aos do presente trabalho em relagdo aos

niveis séricos do antimicrobiano. Com base nestes achados, a interagdo entre os
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dois farmacos na fase de absorcdo gastrica teria um papel secundario na
diminuicdo da concentragao sérica da amoxicilina, uma vez que as drogas foram

administradas por diferentes vias.

No presente estudo, a administragdo simultanea do diclofenaco sédico
com a amoxicilina causou uma reducao estatisticamente significante na absorcao
intestinal do antimicrobiano. Desta forma, o AINE pode ter sido o responsavel pela

inibicAdo da absor¢ao intestinal do antimicrobiano.

A absorgdo intestinal de amoxicilina tem um componente de difuséo
passiva significante (MARGARIT ef al. 1991). Além disso, a absorgdo desse
antimicrobiano também tem sido relacionada com o sistema transportador de di,
tri ou oligopeptideos, o qual esta presente principalmente na mucosa intestinal e
no figado (TERADA et al., 1997).

Estudos tém demonstrado que farmacos que possuem uma alta
afinidade por transportadores de peptideos, como a amilorida (WESTPHAL et al.,
1995) e o enalapril (SCHOENMAKERS ef al, 1999), podem provocar grande
decréscimo na concentracdo sérica da amoxicilina. Entretanto, o sistema
transportador de peptideos pode nao estar relacionado a menor absorgao intestinal
da amoxicilina quando administrada com o diclofenaco, uma vez que os
transportadores de peptideos ndo estdo usualmente associados com a absorcédo do
diclofenaco. A absorcdo do diclofenaco esté relacionada principalmente por sua

excregao biliar e reabsorgéo intestinal (PERIS-RIBERA ef al., 1991).

Recentemente, dois transportadores de oligopeptideos distintos, mas
homologos (PEPT1 e PEPT2) foram identificados por uma técnica de clonagem de

cDNA em ratos, coelhos e humanos (TERADA ef al, 1997; VAN AUBEL et al.,
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2000; GANAPATHY et al, 1995). O mRNA de PEPT1 foi encontrado tanto no
intestino delgado como nos rins de ratos, enquanto que o mRNA de PEPT2 foi
encontrado abundantemente nos rins, mas ndao no intestino delgado. Entretanto,
foram encontrados tanto PEPT1 como PEPT2 nos rins, sugerindo que os dois

transportadores contribuem para a reabsorcao tubular de oligopeptideos.

Estes estudos revelaram também que os PEPT1 e PEPT2 de ratos tém
diferentes caracteristicas ndo somente em relagdo a sua afinidade por dipeptideos
endogenos, mas também no reconhecimento de varias drogas relacionadas aos
peptideos. TERADA et al. (1997) demonstraram que a amoxicilina possui alta
afinidade pelo PEPT2, o que sugere a importancia desse transportador na

reabsorcao tubular do antimicrobiano.

Um aumento significante na meia-vida de eliminagdo da ceftriaxona em
pacientes utilizando o farmaco de forma associada ao diclofenaco foi previamente
relatado (MERLE-MELET et a/, 1992). O diclofenaco causou um significante
aumento na excregao biliar de ceftriaxona, mas nao o suficiente para compensar o

significativo déficit da excrecado urinaria.

Por meio da quantificagdo da amoxicilina urindria buscou-se, no
presente estudo, avaliar a influéncia do diclofenaco sédico sobre a eliminagao
renal do antimicrobiano. A administragcdo concomitante do diclofenaco sédico
com a amoxicilina acelerou a excregéo renal do antimicrobiano, diminuindo suas

concentracdes séricas.

A analise de urina proveniente de individuos normais que receberam
diclofenaco por via oral demonstrou que o diclofenaco e seus metabdlitos

excretados na urina representam aproximadamente 31% da dose oral do
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farmaco (SAWCHUK ef al. 1995). Portanto, apesar de nao haver relatos na
literatura sobre o envolvimento dos transportadores de peptideos na absorcao e
na secrecao do diclofenaco, seus metabdlitos ativos podem ter sido os
responsaveis pelo aumento na eliminacdo renal de amoxicilina observada no

presente estudo.

Desta forma, pode-se sugerir uma possivel interacdo dos metabdlitos
do diclofenaco como o principal mecanismo responsavel pela excrecao renal da
amoxicilina, a reabsorcdo de peptidomiméticos nos rins. Portanto, metabdlitos
do diclofenaco como o 4’-hidroxidiclofenaco e outros produtos do seu
metabolismo, associados ou ndo ao préprio diclofenaco sodico /n natura e
excretados na urina, poderiam ter aumentado a eliminagdo urindria de
amoxicilina através da inibicdo da sua reabsorcdo renal ou, mais
especificamente, por inibir os transportadores renais de peptideos (PEPT1 e

PEPT2) responsaveis pela reabsorgéo renal do antimicrobiano.

Segundo GAUNT (1977), varios experimentos clinicos tém mostrado a
efetividade de testes farmacologicos em animais. Portanto, clinicamente, o
presente trabalho estimula a realizacdo de novas pesquisas com o objetivo de
se averiguar os possiveis mecanismos destas interagbes farmacocinéticas entre
a amoxicilina e o diclofenaco sb6dico em humanos, proporcionando uma

seguranca maior no tratamento com o antimicrobiano.

38
Junqueira, M.S. Influéncia do diclofenaco sddico na absorgdo, concentracdo sérica e excregdo da
amoxicilina - Estudo em ratos




7. CONCLUSOES

Dentro das condicdes metodologicas em que esse trabalho foi realizado,

pode-se concluir que:

— O diclofenaco sddico ndao afetou a absorgdo gastrica da amoxicilina.
Entretanto, a absorgéo intestinal foi significantemente reduzida;

— O diclofenaco so6dico diminuiu significativamente as concentragdes
séricas da amoxicilina;

— O diclofenaco s6dico aumentou significativamente a excrecao renal da

amoxicilina.
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ANEXO 1

Figura 1. Obtencao da concentracdo de 10° u.f.c./mL.
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ANEXO 1 (continuacio)

Figura 1. Obtencao da concentracdo de 10 u.f.c./mL.
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ANEXO 2

Figura 2. Obtencgéo da curva padrao.
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ANEXO 3

Figura 3. Andlise das amostras.
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ANEXO 4

Tabela 2. Diametros, em mm, dos halos de inibigdo obtidos das aliquotas de cada
animal dos grupos G1 e G2, e suas médias, em fungéo do tempo (min).

GRUPO G DIAMETROS DOS | DIAMETROS DOS | DIAMETROS DOS | MEDIAS HALOS
TEMPO HALOS HALOS HALOS GRUPO Gt
MEDI DA 1 MEDIDA 2 MEDIDA 3
15 21,00 20,00 20,50 20,50
30 22,00 23,00 22,50 22,50
45 29,00 29,50 29,50 29,30
60 32,50 33,00 32,50 32,70
120 39,00 39,00 38,50 38,83
180 40,50 41,00 40,50 40,66
240 41,00 41,00 41,00 41,00
300 41,00 41,00 41,50 41,16
360 41,00 41,50 41,50 41,30
GRUPO G2 DIAMETROS DOS | DIAMETROS DOS | DIAMETROS DOS | MEDIAS HALOS
TEMPO HALOS HALOS HALOS GRUPO G2
MEDIDA 1 MEDIDA 2 MEDIDA 3
15 20,00 20,50 20,50 20,30
30 22,50 23,00 21,50 22,33
45 28,50 30,00 29,00 29,17
60 32,00 33,00 32,50 32,50
120 38,00 38,50 38,50 38,30
180 40,50 41,00 41,00 40,80
240 41,00 41,00 41,00 41,00
300 41,00 41,00 41,00 41,00
360 41,00 41,50 41,00 41,16
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ANEXO 5

Tabela 3. Diametros, em mm, dos halos de inibigdo obtidos das aliquotas de cada
animal dos grupos D1 e D2, e suas médias, em funcdo do tempo (min).

GRUPO D1 DIAMETROS DOS | DIAMETROS DOS | DIAMETROS DOS | MEDIAS HALOS
TEMPO HALOS HALOS HALOS GRUPO Df
MEDI DA 1 MEDIDA 2 MEDIDA 3
15 32,50 33,50 33,00 33,00
30 32,50 33,50 33,50 33,16
45 33,00 33,50 33,50 33,30
60 33,50 33,50 33,50 33,50
120 33,50 34,00 33,50 33,66
180 34,00 35,00 34,50 34,50
240 35,50 35,50 35,50 35,50
300 35,50 36,00 35,50 35,66
360 35,50 36,00 35,50 35,66
GRUPO D2 DIAMETROS DOS | DIAMETROS DOS | DIAMETROS DOS | MEDIAS HALOS
TEMPO HALOS HALOS HALOS GRUPO D2
MEDI DA 1 MEDIDA 2 MEDIDA 3
15 29,00 29,50 29,50 29,33
30 29,50 29,50 30,00 29,66
45 30,00 31,00 30,50 30,50
60 30,50 31,00 31,00 30,80
120 31,00 32,00 31,50 31,50
180 32,00 32,00 32,00 32,00
240 32,00 32,00 32,00 32,00
300 32,00 32,50 32,00 32,16
360 32,00 32,50 32,00 32,16
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ANEXO 6

Tabela 4. Diametros, em mm, dos halos de inibicdo obtidos das aliquotas séricas
de cada animal dos grupos S1 e S2, e suas médias, em fungéo do tempo (min).

GRUPO St DIAMETROS DOS | DIAMETROS DOS | DIAMETROS DOS | MEDIAS HALOS
TEMPO HALOS HALOS HALOS GRUPO St
MEDI DA 1 MEDIDA 2 MEDIDA 3
15 32,00 32,50 31,50 32,00
30 34,00 34,50 35,00 34,50
45 36,00 37,00 38,00 37,00
60 40,00 40,00 40,00 40,00
120 37,50 37,50 37,50 37,50
180 36,50 36,50 36,50 36,50
240 35,50 36,50 36,00 36,00
300 35,00 36,00 35,50 35,50
360 35,50 35,50 35,50 35,50
GRUPO S2 DIAMETROS DOS | DIAMETROS DOS | DIAMETROS DOS | MEDIAS HALOS
TEMPO HALOS HALOS HALOS GRUPO S2
MEDI DA 1 MEDIDA 2 MEDIDA 3
15 27,50 28,50 28,00 28,0
30 32,00 32,00 32,00 32,0
45 33,00 33,00 33,00 33,0
60 35,50 36,50 36,00 36,0
120 35,00 35,00 35,00 35,0
180 34,00 35,00 34,50 34,5
240 32,50 33,50 33,00 33,0
300 32,00 33,00 32,50 32,5
360 32,00 32,00 32,00 32,0
58

Junqueira, M.S. Influéncia do diclofenaco sddico na absorgdo, concentracdo sérica e excregdo da
amoxicilina - Estudo em ratos




ANEXO 7

Tabela 5. Diametros, em mm, dos halos de inibicdo obtidos das aliquotas
urinarias de cada animal dos grupos R1 e R2, e suas médias, em fungédo do tempo

(min).

GRUPO R1 DIAMETROS DOS | DIAMETROS DOS DIAMETROS MEDIAS HALOS
TEMPO HALOS HALOS DOS HALOS GRUPO Rt
MEDI DA 1 MEDIDA 2 MEDIDA 3
15 37,00 39,00 38,00 38,00
30 40,00 40,00 40,00 40,00
45 40,00 41,00 40,50 40,50
60 41,00 41,00 41,00 41,00
120 43,00 43,00 43,00 43,00
180 39,00 41,00 40,00 40,00
240 38,00 39,00 38,50 38,50
300 36,00 37,00 36,50 36,50
360 36,00 36,00 36,00 36,00

GRUPO R2 DIAMETROS DOS | DIAMETROS DOS | DIAMETROS DOS | MEDIAS HALOS
TEMPO HALOS HALOS HALOS GRUPO R2
MEDI DA 1 MEDIDA 2 MEDIDA 3
15 38,50 39,50 39,00 39,00
30 42,00 42,00 42,00 42,00
45 42,00 43,00 42,50 42,50
60 42,00 44,00 43,00 43,00
120 45,00 45,00 45,00 45,00
180 42,00 43,00 42,50 42,50
240 39,00 41,00 40,00 40,00
300 38,00 38,00 38,00 38,00
360 37,00 38,00 37,50 37,50
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ANEXO 8

Tabela 6. Médias dos valores da concentragdo de amoxicilina, em pug/mL, obtidos
das aliquotas de cada animal dos grupos G1 e G2, em fungé&o do tempo (min).

TEMPO CONCENTRACAO CONCENTRAGAO
AMOXICILINA AMOXICILINA

GRUPO G1 GRUPO G2
15 0,009669 0,009043
30 0,016517 0,015973
45 0,100620 0,097308
60 0,256800 0,240176
120 1,323403 1,119513
180 2,114210 2,186154
240 2,337469 2,298685
300 2,417010 2,337469
360 2,499258 2,417010
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ANEXO 9

Tabela 7. Médias dos valores da concentragdo de amoxicilina, em pug/mL, obtidos
das aliquotas de cada animal dos grupos D1 e D2, em fungéo do tempo (min).

TEMPO CONCENTRAGAO CONCENTRACAO
AMOXICILINA AMOXICILINA

GRUPO D1 GRUPO D2

15 0,270019 0,104043
30 0,283918 0,111245
45 0,293580 0,142980
60 0,319196 0,150339
120 0,330058 0,183768
180 0,417175 0,210087
240 0,536182 0,210087
300 0,554428 0,213632
360 0,554428 0,213632
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ANEXO 10

Tabela 8. Médias dos valores da concentragdo de amoxicilina, em pug/mL, obtidos
das aliquotas séricas de cada animal dos grupos S1 e S2, em funcao do tempo
(min).

TEMPO CONCENTRAGCAO CONCENTRAGAO
AMOXICILINA AMOXI CILINA

GRUPO S1 GRUPO S2
15 0,210087 0,072004
30 0,410253 0,210087
45 0,801130 0,274574
60 1,788485 0,612975
120 0,915869 0,469010
180 0,700766 0,410253
240 0,612975 0,274574
300 0,536182 0,240176
360 0,536182 0,210087
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ANEXO 11

Tabela 9. Médias dos valores da concentragdo de amoxicilina, em pug/mL, obtidos
das aliquotas urinarias de cada animal dos grupos R1 e R2, em fungéo do tempo
(min).

TEMPO CONCENTRAGCAO CONCENTRAGAO
AMOXICILINA AMOXI CILINA

GRUPO Rf GRUPO R2
15 1,047041 1,368436
30 1,788485 3,054967
45 2,044634 3,492503
60 2,337469 3,992704
120 3,992704 6,820064
180 1,788485 3,492503
240 1,197000 1,788485
300 0,700766 1,047041
360 0,612975 0,915869
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ANEXO 12

Figura 4. Halos de inibicdo obtidos com as amostras de urina dos animais apés
duas horas da administracao intragastrica das drogas.

Amoxicilina Amoxicilina

d= 43 mm +
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