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1. Resumo

A amoxicilina € um dos antimicrobianos beta-lactamicos mais importantes devido ao seu
espectro de agdo, excelente absorgdo por via oral, baixa taxa de efeitos colaterais e boa
penetracdo tecidual. O diclofenaco sédico € um antiinflamatério ndo-esteroidal, com alto
grau de atividade antiinflamatéria, analgésica e antipirética. A associagdo entre
antimicrobianos e antiinflamatérios é comum na clinica médica e odontoldgica. O presente
trabalho teve por objetivo observar o efeito do diclofenaco sédico sobre as concentragées
salivares de amoxXicilina em seres humanos. Dez voluntarios (homens, com faixa etaria
entre 20 e 30 anos) receberam dose Unica de 2g de amoxicilina {Grupo 1) ou 2g de
amoxicilina juntamente com 100mg de diclofenaco (Grupo 2). Imediatamente antes e apds
15 min, 30 min, 1 h, 1:30 h, 2 h, 2230 h, 4 h, 6 h, 8 h e 24 h da administragédo dos
farmacos, foram obtidas amostras de saliva (1 mL), as quais foram submetidas a
dosagem através de ensaio microbiolégico. Uma semana apds a primeira administragéo,
0s mesmos voluntarios receberam os farmacos que faltavam. Da mesma forma, foram
colhidas amostras de saliva que foram ensaiadas da mesma maneira. Os resultados
obtidos nos permitiram avaliar que houve diferenga estatisticamente significativa (p<0,05)
teste T de student, com relagéo ao didmetro dos halos de inibigdo nos tempos de 1, 1:30
e 2 horas. O pico de concentracdo maxima {(C max) de amoxicilina foi encontrado em 2
horas e foi possivel detectar a concentragdo salivar de amoxicilina em até 6 horas. Os

resultados demonstraram que o diciofenaco sédico interferiu na concentracéo salivar de

amoxicilina.



2, Introducdo

A amoxicilina € um importante componente do arsenal terapéutico antimicrobiano.
Dentre os beta-lactamicos, tem um papel importante devido ao seu espectro de agéo, sua
excelente absorgdo por via oral, sua baixa taxa de efeitos colaterais e sua boa penetragdo
tecidual, sendo atualmente o antibidtico mais prescrito (PIRES et al., 2003). Sua absor¢éo
ndo é alterada pela presenga de alimentos no trato gastrintestinal (KOSMIDIS ef al,,
1972), atingindo a maxima concentragdo salivar de 0,5 pug/ml, apos cerca de 40 minutos
da administragdo oral de 1g de amoxicilina (SMITH ef ai., 1981).

O mecanismo de agdo da amoxicilina baseia-se na inibigdo da sintese da parede
celular, de forma semelhante a penicilina G, diferindo pela maior capacidade de
penetracdo nas barreiras lipidicas, principalmente em microrganismos gram-negativos
(WAXMAN & STROMINGER, 1983). Alem disso, a amoxicilina atua na parede celular
mais complexa, atingindo enzimas localizadas na face externa da membrana celular
bacteriana (HANDSFIELD et al., 1973).

A eliminacio da droga é feita por excregdo na urina em sua forma ativa,
apresentando uma maior taxa de excregéo quando comparada a ampicilina (CROYDON &
SUTHERLAND, 1971; GORDON et af., 1972), sendo que apos Sh da sua administragao,
50% da droga é excretada pela urina (FRASCHINI et al, 1990).

Devido & sua eficacia contra a maioria dos microrganismos isolados de abscessos
dento-alveolares, a amoxicilina tem sidoc recomendada para o tratamento das infeccdes
bucais (AMATO-NETO ef al.,, 1985), promovendo concentragbes teciduais satisfatdrias
(AKIMOTO et af., 1994).

E também eficaz como antimicrobianc de primeira escolha para a profilaxia contra
a endocardite bacteriana, para procedimentos odontologicos mais invasivos em pacientes
que apresentam riscos para esta patologia. Neste caso, o regime padrdo adotado para

adultos é composto por uma dose de 2 g do farmaco, por via oral, 1 hora antes do



procedimento. Esta conduta é recomendada pela American Heart Association (AHA)
devido ao fato da amoxicilina ser majs bem absorvida pelo trato gastrintestinal e
proporcionar niveis séricos mais elevados e duradouros quando comparados a outros
beta-lactamicos (DAJANI et al,, 1897).

Dentre os meétodos empregados para a determinagcdo da concentragdo de
amoxicilina, podem ser citados a titulagdo com nitrato de mercurio (BRITISH
PHARMACOPOEIA, 1988), o método microbioldgico, ensaio iodométrico e método optico
(USA PHARMACOPEIA, 1990) e o espectrofotométrico (OLIVEIRA et al., 2001). Para a
determinagdo em fluidos bioldgicos a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) tem
se mostrado eficiente (MOLINARO et al., 1997).

Os relatos de comparacio entre os métodos, principalmente entre o cromatografico
de alta eficiéncia com o microbiolégico, apontam para a igualdade de resultados obtidos
(CARSENTI-ETESSE et af., 1998).

A amoxicilina ndo foi detectada na saliva, através do método de bioensaio, apds a
administracdo oral de 250mg. Entretanto, a administra¢do de 500 mg de amoxicilina em
humanos, por via oral, produziu uma concentragéo salivar na faixa de 0,03 a 0,07 pg/mL,
sendo que a dose de 1g esta faixa foi de 0,04 a 0,2 pg/mL (SMYTH et al., 1981).

O diclofenaco sdédico & um agente antinflamatérioc n&o-esteroidal (AINE)
largamente utilizado devido ao seu alio grau de atividade antiinflamatoria, anaigésica e
antipirética, além de ser bem tolerado (FRANCO, 1994). E derivado do grupo do acido
fenilacético, cujo mecanismo de acdo é atribuido a inibicdo da atividade de cicloxigenase
e prostaglandina sintetase, tendo atividade antialgica (ANDRADE, 1999). A droga afeta
também as funcGes renais (GEIGY, 1988) e exibe efeito antiproteinlrico em numero
limitado de pacientes com glomerulonefrite e fungdo renal normal (FRANCO, 1994).

E utilizado nas formas de acido livre, resinato, sal potassico e sal sadico, sendo

que a forma de sal de potassio tem demonstrado absorgédo imediata e inicio rapido da



atividade analgeésica se comparada a forma de sal sédico e a forma acida (REINER et af,
2001).

A administrag&o oral do diclofenaco é rapida e completa, com extensa ligagéo as
proteinas plasmaticas, em torno de 99,5% (DAVIES & ANDERSON, 1997) e rapida
metabolizagdo pelo figado (TODD & SORKIN, 1988). Com administragdo oral ou
intravenosa, esta droga é excretada em torno de 50 a 70% na urina e 30 a 35% nas fezes,
apés 96 horas, sendo somente uma minima parte (1%) excretada intacta (WILLIS et al.,
1981).

Devido ao amplo uso e eficacia do diclofenaco sodico na terapéutica
medicamentosa, estudos tém sido realizados para verificar os efeitos decorrentes do seu
uso concomitante com outros farmacos, tais como a aspirina, a digoxina, a ciclosporina,
dentre outros (DAVIES & ANDERSON, 1997). Entretanto, ndo existem relatos na literatura
que avaliam a associacdo entre o diclofenaco sédico e a amoxicilina em seres humanos.
Esta associagdo € uma pratica relativamente comum na clinica médica e odontolégica.

GROPPO et al. 2003, verificaram que o usc concomitante de diclofenaco sdédico
(2,5mg/kg/im) com amoxicilina (50mg/kg/vo) em ratos resultou no decréscimo de
aproximadamente oilo vezes a concentragdo sérica e tecidual da amoxicilina. Diante
desse resultado, estudos avaliando a interacdo medicamentosa entre antimicrobianos e
antiinflamatérios, em seres humanos, séo de grande importancia, pois a amoxicilina é o

antimicrobiano mais utilizado atualmente em odontologia.



3. Justificativa

Embora a associa¢éo de diclofenaco sdédico com amoxicilina tenha reduzido a
concentragdo sérica do antimicrobiano em animais, ndo existem dados na literatura a
respeito desse efeito na concentragdo salivar em humanos do antimicrobiano. Poucos
também sdo os estudos avaliando a concentragdo da amoxicilina na saliva e o tempo o
qual as suas concentracbes salivares ultrapassam a concentragdo inibitéria minima
(T>MIC) para os principais patégenos em odontologia.

Desta forma, a dosagem de amoxicilina em saliva representa uma medida néo-
invasiva da determinagéo de suas concentragGes, também sendo de importancia clinica
odontolégica para determinar em saliva o T> MIC deste antimicrobiano.

Este trabalho é parte integrante da tese de mestrado da Profa Cristiane de Céssia

Bergamaschi, a qual co-orientou o presente estudo.
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4. Objetivos

Verificar o efeito do diclofenaco sobre a concentracéo salivar da amoxicilina em
voluntarios sadios, em fungdo do tempo, observando ainda se a mesma atingira a
concentragdo inibitdria minima e a duragdo do tempo em que isto ocorre para 0s

microrganismos mais comuns em Odontologia.
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5. Material e Método

Delineamento Geral

Foi um estudo com dois periodos, de modo cruzado, aberto, aleatorizado, nos

quais 10 voluntarios sadios receberam os tratamentos.

Selegao de voluntarios

Foram selecionados 10 voluntéarios sadios, do sexo masculino, com idade entre 20
e 30 anos e com peso considerado normal {ou com variacéo de + 15 %), levando-se em
consideracdo a altura e estrutura fisica.

Foram considerados voluntarios os individuos que assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, cujo modelo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Piracicaba FOP/UNICAMP. A seguir, seguem-
se os critérios de inclusdo e exclusdo dos voluntarios para o presente estudo:

Critérios de incluséo

- Homens com idade entre 20 e 30 anos;

- Peso variando = 15 % do pesc considerado normal, levando-se em consideragéo a

altura e estrutura fisica;

- Classificados como sadios durante a anamnese médica;

- Aptiddo em fornecer consentimento por escrito;

Nao fizeram uso de nenhuma substincia antimicrobiana ou antiinflamatéria nos ditimos

3 meses.
Critérios de exclusédo
- Histdrico de hipersensibilidade aos farmacos em estudo (rea¢&o normal ao farmaco ou
idiossincrasica);
- Qualquer evidéncia de disfun¢do orgénica ou desvio clinicamente significativo do

normal, em determinagdes fisicas ou clinicas;

UNIERSIDARE ESTROUAL DE CAMPINAS
FACULDADE BF GUSRTOIAGIA BT PIRRCICABA
GIBLIBLECR
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- Histéria de qualquer doenca psiquiatrica que possa comprometer a capacidade de
fornecer consentimento por escrito;

- Historia de doencga gastrintestinal, hepatica, renal, cardiovascular, pulmonar,
neurolégica ou hematologica, diabetes ou glaucoma;

- Consumo de mais de 20 cigarros por dia ou que tenham dificuldade de abster-se de
fumar durante o periodo de estudo;

- Histéria de dependéncia de drogas ou consumo abusivo de alcool;

- Usarem farmacos indutores enzimaticos dentro de 30 dias ou qualquer medicagéo
sistémica (incluindo OTC) dentro de 14 dias antes do inicio do estudo;

- Tiverem participado de qualquer estudo clinico nas 6 semanas que antecedem o
estudo;

Critérios para desisténcia ou retirada de voluntarios do estudo
Os individuos serdo informados de que serad permitido deixar o estudo a qualquer
momento, sem nenhum prejuizo. O individuo podera ser retirado do estudo quando:
- Sofrer uma reagdo adversa ou reacgéo alérgica claramente relacionada aos farmacos;
- Apresentar doenca sistémica néo relacionada aos farmacos durante o estudo, sendo
necessaria terapia concomitante;
- Na&o cumprir 0s requerimentos do protocolo, incluindo as regras relacionadas ao uso

de drogas e alcool, jejum ou falta de cooperagao durante o estudo.

Medicamentos

Foram utilizadas capsulas de 500 mg de amoxicilina - Amoxil® (Smithkline-

Beecham) e comprimidos de 50 mg de diclofenaco sédico - Voltaren® (Novartis).

Grupos

Todos os procedimentos relativos aos sujeitos da pesquisa foram realizados dentro
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das dependéncias do ambulatério médico da Faculdade de Odontologia de Piracicaba.

Apo6s o voluntario ser considerado participante da pesquisa, ele compareceu as
7:30 horas da manha do dia marcado, em jejum de 8h, sendo feita a refeicdo matinal
apos 2 horas da ingestdo do farmaco, a qual foi padronizado a todos (150ml de suco de
péssego e 1 pao francés com manteiga), evitando desta forma uma possivel interferéncia
do alimento na absorgéo dos farmacos. As 8 horas da manha foi feita a colheita da saliva
controle e logo em seguida, cada voluntario recebereu 4 capsulas de amoxicilina 500 mg
(GRUPO 1) ou 4 capsulas de amoxicilina 500 mg com 2 comprimidos de diclofenaco
50mg (GRUPO 2) por meio de sorteio, deglutidas com um copo de agua (200 mL). Apds a
ingestdo do medicamento, novas amostras de saliva foram colhidas em tempos
estabelecidos. Ap6s a colheita de 4 horas, o voluntario foi dispensado para o almogo,
orientado a manter-se em baixa atividade fisica e abster-se de bebidas contendo xantinas
(café, cha e refrigerantes a base de cola). Nos periodos subsequentes {(apds 6, 8 e 24
horas) o voluntario retornou e novas amostras de saliva foram colhidas.

A partir de 1 semana da primeira colheita, 0s mesmos voluntarios retornaram para
as colheitas de amostras que faltavam para completar o estudo, sendo 0s mesmos

procedimentos ja descritos seguidos.

Colheita das amostras de saliva

Antes da administra¢do dos farmacos, uma amostra de 0,5 mL de saliva foi colhida
de cada voluntario em 2 tubos tipo eppendorf estéreis. Esta colheita foi considerada como
sendo a colheita de saliva controle. Apds 15 min, 30 min, 1 h, 1:30 h, 2 h, 2:30 h, 4 h, 6h,
8 h e 24 h novas amostras de 0,5 mL de saliva foram colhidas.

Apds repouso de 15 minutos, o voluntario foi submetido a medida dos sinais vitais
(PA, freqiiéncia cardiaca e temperatura). Os valores obtidos deverdo estar dentro dos

limites aceitaveis para o procedimento de colheita, ou seja, PA sistdlica menor que 150
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mmHg e PA diastolica menor ou igual a 90 mmHg, freqiiéncia cardiaca entre 60 e 100
batimentos por minuto e temperatura corporal menor que 37,5°C.

Imediatamente apos a colheita em cada tempo experimental, todas as amostras
foram encaminhadas para o Laboratorio da Area de Farmacologia, Anestesiologia e
Terapéutica da Faculdade de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP, onde foram
submetidas a centrifugagé@o a 3000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para

tubos previamente identificados e as amostras foram congeladas a -70°C.

Dosagem salivar de amoxicilina

A saliva obtida foi utilizada para a determinagdo da concentragdo da amoxicilina
através do teste microbiologico (bioensaio), utilizando Micrococcus luteus |AL 0636 como
microrganismo teste, em meio Mulier-Hinton agar. Apos o crescimento em agar, os
microrganismos foram cultivados em caldo de BHI e incubados por 18 horas em estufa a
37°C. ApoOs este periodo foram feitas as padronizagSes das suspensdes em
espectrofotdmetro em 800 nm, com transmitancia de 80%, ajustando a concentragdo dos
indculos para 10° ufc/mL (KONEMAN et al., 2001). O meio utilizado foi MHA (Mueller-
Hinton agar) préprio para este tipo de ensaio e foram dispensados 30ml deste meio em
placas de petri de 150 x 20 mm.

Apos ajuste do microrganismo em espectrofotémetro, os inéeulos foram dispensados
no meio por estriamento com swab, Sobre este agar foram colocados 30 pl. de saliva
dispensados em discos de papel de filtro estéreis. Estes foram depositados (em
triplicatas) nas placas inoculadas. As placas foram entdo fechadas e colocadas em estufa
de aerobiose 37 °C durante 18 horas. Decorrido este periodo, foi realizada a leitura das
placas com o auxilio de um paquimetro digital (Starret®). A leitura foi feita medindo-se o
diametro da zona de inibigédo, incluindo o didmetro do disco. O limite final da zona de

inibicdo foi considerado quando nenhum crescimento visivel a olho nu for observado. Ao
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final, os halos de inibicdo foram submetidos a curva de calibragdao para o calculo da
concentragdo das amostras (Figura 1). A curva padrao ou de regressao foi elaborada
com as diluicoes de 0,0035, 0,007, 0.015, 0.03, 0.06, 0.12, 0.25, 0.5, 1, 2 e 4 yg/mL de
amoxicilina em saliva pura, em friplicatas (Tabela 1). A partir das médias das triplicatas
dos halos de inibigdo, foi determinada a curva de calibragdo, R-quadrado (R?) e a

equagao de reta (Figura 2).

Figura 1: Halos de inibigdo (em mm) obtidos utilizando-se amostras de saliva em

cilindros estéreis.

Tabela 1 — Halos de inibicdo (em mm) obtidos utilizando-se um volume de 40puL

das concentragdes de amoxicilina, em triplicata, em cilindros estéreis.

4 48,15 46,5 46,83

2 43,5 43,5 43,59

1 38,8 39,5 39,62
0,5 36,86 36,98 36,7
0,25 32,79 32,15 33,36
0,125 26,75 26,02 26,02
0,06 18,7 18,9 20,6

0,03 15,9 1589 14,84
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01527 onde y é a concentragéo do

A equacéo da curva resultou em y = 0.0025¢
farmaco, x ¢ a medida do halo de inibicio (em mm) e e (exponencial). A correlagio (R?)

foi de 0.975. Os limites de quantificagdo deste método foram de 0.03 e 4 pg/mL.
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6. Forma de analise dos resultados
Os resultados obtidos com ambas as drogas serdo submetidos a analise estatistica
com o programa JUMP 3.2.5 for Windows. A analise estatistica escolhida foi o teste T de

Student, com nivel de significancia de 5%.
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7. Resultados

Diferencas estatisticamente significantes foram observadas em relagdo as
concentragfes salivares de amoxicilina (Grupo 1) e amoxicilina associada ac diclofenaco
(grupo 2} (p<0.058). As concentragbes de amoxicilina observadas nos dois grupos estéo

llustradas na figura 3.

30 -

B Amoxicilina M Amoxicilina + diclofenaco

25 +

20

15

10

Diamétro dos halos de inibi¢ao induzidos
pela amoxicilina na saliva (em mm)
)]

15 30 60 90 120 150 240 380 480
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18 Figura 3: Diametros médios dos halos de inibi¢do obtidos da saliva (em mm *

DP) dos Grupos 1 e 2 obtidas de 10 voluntarios.
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Figura 4: Concentragdo da amoxicilina na saliva (em pg/mL + DP) dos Grupos 1 e

2 obtidas de 10 voluntarios.
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8. DISCUSSAO

Os resultados obtidos permitiram avaliar diferengas significantes com relagéo ao
diametro dos halos de inibig&o nos tempos de 1, 1h30 e 2 horas. O pico de concentracgéo
maxima (Cmax) de amoxicilina foi encontrado em 2 horas e foi possivel detectar a
concentragdo salivar de amoxicilina em até 6 horas.

Varios métodos tém sido descritos para medir a amoxicilina em fluidos corpéreos,
tais como cromatografia liquida de alta eficiéncia {(HPLC) (PIRES ef af, 2003; BAGLIE et
al., 2005) e cromatografia liquida de fase reversa acoplada ao espectrofotémetro de
massa {LC-MS-MS) (OLIVEIRA ef al, 2001). O método microbiclégico ou bioensaio
também tem sido descrito para determinag¢édo de amoxicilina em plasma (KURTZ ef al.,
2001) e em saliva (SQUINAZ|, 1980; WUST & HARDEGGER, 1993; GODDARD et al,,
1996). O método microbiolégico foi sensivel para a determinagdo de amoxicilina neste
estudo, sendo considerado por alguns autores tdo preciso quanto o HPLC na
determinac¢do da concentragdo de amoxicilina (KRAUWINKEL et al. 1993; CHARLES et
al., 1993).

Qutros trabalhos tém demonstrado que ndo é possivel detectar concentracdes
salivares de amoxicilina apds administra¢fo intravenosa de amoxicilina de 500mg
(GODDARD ef al., 1996; ORTIZ et al., 2002). Entretanto, no presente estudo foi possivel
quantificar amoxicilina em até 6h apds a administragdo. Provavelmente, a alta dose de
amoxicilina utilizada neste estudo induziu concentragbes elevadas, as quais foram
suficientes para a detecgéo.

Usando uma dose (por via oral) de 875mg de amoxicilina, WUST & HARDEGGER
(1993) detectaram niveis salivares de amoxicilina de 0,03mg/ml apenas no tempo de 2
horas, o que, segundo os autores, corresponde ao Tmax para a concentragio sérica de
amoxicilina. No presente estudo, o Tmax também foi obtido em 2 horas, 0 que esta de

acordo com outros estudos (OLIVEIRA et al, 2001; PIRES et al., 2003; BAGLIE ef al.,
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2005).
Na dose oral de 250mg de amoxicilina {(ROBERT D. SMITH et al.,1981),ndo

detectou concentragdo salivar de amoxicilina utilizando-se do bioensaio, sendo que nas
doses orais de 500mg e 1000mg detectou concentragdes maximas de 0,04ug/mL e
0,07ug/mL, respectivamente. A concentragéo sérica maxima das doses orais de 250mg,
500mg e 1000mg foram, respectivamente, 3,8ug/mL, 6,4pug/mL e 10pg/mL. No presente
estudo, a concentragdo maxima na saliva atingiu um valor muito inferior (0,07pg/mL).

Em estudo prévio, Groppo et al. (2004) demonstraram que o diclofenaco sddico
interferiu  significantemente com o0s niveis sanguineos de amoxicilina em ratos. Eles
observaram que a interagdo entre os farmacos aparentemente ndo foi causada por
interferéncias no metabolismo ou excregcdo, uma vez que a amoxicilina e o diclofenaco
tém farmacocinética diferentes (ligagdo protéica, excre¢do e metabolizagdo). Os
resultados do presente estudo corrcboram com estes achados prévios, uma vez que a
concentragdo salivar de amoxicilina foi diminuida pelo diclofenaco sédico.

Considerando as propriedades antimicrobianas do diclofenaco previamente
demonstradas por Annadurai et al. (1998), este poderia aumentar os di&metros dos halos
de inibicdo no teste microbiolégico. Entretanto, ndo observamos nenhum efeito do
antiinflamatoério sobre o microrganismo utilizado no ensaio.

O diclofenaco sédico, diferentemente da amoxicilina (17-20%), tem alta liga¢do as
proteinas (cerca de 99%), sugerindo que a ligagdo com as proteinas salivares

provavelmente ndo tenha causado a redugdo da concentragdo salivar da amoxicilina

observada.
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9, Conclusao

Através da andlise dos resultados do presente estudo foi possivel concluir que o

diclofenaco sédico diminui significativamente a concentragao salivar da amoxicilina.
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