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RESUMO

O metronidazol (MTZ) € um antibidtico do grupo nitroimidazol que tem
agdo conira protozodrios e bactérias anaerdbicas, tanto Gram-positivas quanto
negativas.

Este antibidtico vem sendo cada vez mais prescrito em Odontologia no
tratamento de doengas como gengivite necrosante e ulcerativa, periodontites
destrutivas e periodontites cronicas.

A efetividade de um agente antimicrobiano depende da sua concentragéo
e permanéncia no sitio de a¢do. A dosagem da concentragdo do MTZ no fiuido
gengival poderia estabelecer a melhor dosagem para o fratamento odontoldgico.

Como ja demonstrado em alguns estudos, a concentragdo do MTZ na
saliva é proporcional aos niveis sanguineos, sendo assim, a medigao de suas
concentragbes na saliva pode ser usada como um método seguro e conveniente em
estudos farmacocinéticos e de bioequivaléncia.

Para a medi¢éo de niveis de farmacos na saliva, a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC) tem sido um dos métodos mais precisos e
utilizados. No entanto, néo existem relatos na literatura que mensurem
concentragdes de MTZ muito baixas em pequenas quantidades de saliva.

O objetivo deste trabalho foi estabelecer uma padronizagéo da
metodologia de detecgdo do MTZ visando estudos in vivo. Assim foram avaliados os
efeitos da extragéo e centrifugacdo das amostras, do pH salivar, da composigéo da
fase movel, da temperatura de estocagem e do tempo de estocagem scbre a
concentraggo salivar do MTZ.

A partir dos resultados obtidos, foi concluido que o método proposto

demonstrou resultados com linearidade, preciso e eficacia. Além disso, os



parametros avaliados: extracdo, centrifugacdo, pH salivar e fase movel
demonstraram uma influéncia direta na quantificagédo do metronidazol, e ©
armazenamento a -70°C foi o que demonstrou maior estabilidade para amostras de

salivas com metronidazol.



INTRODUGAO

0O metronidazol (MTZ) € um antibidtico do grupo nitroimidazol que tem acao
contra os protozoarios e bactérias anaerdbicas, tanto Gram positivas quanto
negativas. E completamente e imediatamente absorvido por via oral, sendo que uma
dose de 500mg produz um pico no plasma de concentracéo de 10 pg/mL em uma
hora. Sua principal via de metabolizacdo é a hepatica, com somente 10% de
excrecéo na urina. Possui baixa ligagdo plasmatica (11%) e meia vida de 8.5 £ 2.9
horas. A dose geralmente usada para o tratamento de doengas causadas por
protozoarios é 250 mg administrada trés vezes ao dia durante sete dias. Entretanto,
doses acima de 2 g diarios durante trés dias tém sido empregadas com sucesso,
sem apresentar toxicidade (TRACY & WEBSTER, 2001).

Na verdade, raros sdo os efeitos colaterais e, normalmente, estes nao
inviabilizam a terapia (LAU ef al, 1992; ROE, 1977). Os efeitos colaterais mais
encontrados sio: cefaléia, nauseas, xerostomia e paladar metalizado. Entretanto,
vomitos, diarréias e cdlicas abdominais ja foram relatados. O medicamento é contra-
indicado para pacientes portadores de disturbios neuroldgicos devido a possibilidade
de neuro-intoxicaciio. Embora o MTZ tenha sido usado em todos os estagios de
gravidez, nos primeiros trés meses deve ser evitado. Em individuos com disturbios
renais e hepaticos ou naqueles que sao utilizam farmacos que tenham metabolismo
hepatico o farmaco deve ser evitado.

LAU ef al (1992) demonstraram que o MTZ tem efeito carcinogénico em
roedores e mutagénico em bactérias. No entanto, TRACY & WEBSTER (2001) néo
encontraram evidéncias de que doses terapéuticas tenham causado aumento

significativo no risco de cancer em humanos.
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O uso do MTZ tem sido cada vez mais freqlente na odontologia no tratamento
de infeccdes anaerdbicas o que justifica sua importancia terapéutica. Tem agéo
sobre microorganismos anaerdbios estritos e tem sido usado com sucesso no
tratamento de gengivite necrosante e ulcerativa (BUCHMANN et al, 2002),
periodontites destrutivas (BODUR et al.,, 2001) e periodontites crénicas (FERES et
al., 2001).

BUCHMANN ef al (2002) estudaram 13 voluntarios que apresentavam
periodontite agressiva e concluiram que a associaggo da intervencao cirurgica e ©
MTZ foi um método eficiente de tratamento, com 95% de regresséo da periodontite.

Quando associado a outros medicamentos, como & amoxicilina por exemplo,
houve sucesso no tratamento de periodontites cronicas (ROONEY ef a/., 2002).

Em associagdo & penicilina V, o MTZ demonstrou ser eficiente no tratamento
de infeccdes de origem endoddntica (KHEMALEELAKUL ef al., 2002).

Na literatura existe uma diversidade de tratamentos para periodontite crénica,

preconizando diferentes dosagens como mostra a tabela abaixo:

a DOSE
DOSE | FREQUENCIA : DURAQAO -
(mg) | (vezes ao dia) PERIODOS (dias) TC:;;\L REFERENCIAS
2.000 1 1 1 2 Walsh ef al. 1986
500 3 1 6 9 Van Qostein ef af 1987
500 2 1 14 14 Loesche ef al. 1996
400 3 1 7 84 Soder ef 2/.1990
Loesche ef al.
250 3 ! 7 525 | 1984.1992,1991;Schid! ef al. 1988
250 3 1 5 3.75 Giedrys-Leeper ef al. 1985
200 4 3 14 336 Lindhe ef al. 1983
Jenkins et al 1989; Joysten-
200 3 1 5 3 Bechal et al. 1984, 1986
Malmood&Dolby 1987; Watts ef al.
200 3 ! 7 4.2 1986: Clark ef al. 1983
250 3 1 14 10.5 Feres ef al. 2000

Tabela 1: Tratamentos para periodontite cronica preconizado pela literatura
Uma vez que a efetividade de um agente antimicrobiano depende da sua

concentragdo no sitio de acéo e da sua permanéncia no sitio de acéo, € importante
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correlacionar a concentragdo do MTZ com sua eficacia terapéutica a fim de
estabelecer a melhor dosagem para o tratamento odontolégico.

A estimativa farmacocinética das drogas & normalmente baseado na medi¢do
de seus niveis no sangue. Porém, para alguns farmacos, a concentrag@o na saliva é
proporcional aos niveis sanguineos, permitindo © uso desta em estudos
farmacocinéticos. Uma vantagem do uso da saliva neste tipo de estudo € que a
colheita de saliva ndo é considerada um método invasivo.

Para a deteccdo de metronidazol existem diversos métodos: volumetrico,
gravimétrico, polarografico, cromatografia gasosa, TLC, HPLC, HPTLC etc. O
método por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC) tem sido um
dos métodos mais precisos e utilizados para medi¢do de niveis do farmaco em
fiuidos bioldgicos tais como sangue, saliva (JESSA ef al., 1996; MUSTOFA et al,
1991; VAN OOSTEN et al., 1986). Em fluido gengival ndo foi possivel a mensuragao
dada a pequena quantidade de fluido e da baixa concentragdo relativa, sendo
necessaric um método com menor limite de quantificagdo (VAN OOSTEN et al,
1986).

MUSTOFA et al. (1991) concluiram que a concentra¢cdo de metronidazol na
saliva & proporcional em correlagio aos seus niveis sanguineos e que a medigdo de
suas concentragdes na saliva pode ser usada como um meétodo seguro €
conveniente em estudos farmacocinéticos e de bioequivaiéncia.

Embora existam trés métodos de dosagem do metronidazol em saliva, através
de cromatografia liquida 5na literatura (JESSA et al, 1996, MUSTOFA et al., 1991;
VAN OOSTEN et al, 1986), o limite de detecgéo nédo € suficientemente baixo para

detectar concentragdes pequenas como as esperadas no fluido gengival e também
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nao existem dados a respeito dos possiveis interferentes do método sobre a
concentragdo do MTZ em saliva.

Desta forma, o proposito deste estudo foi estabelecer uma padronizagdo da
metodologia de deteccdo do MTZ visando estudos in vivo. Assim, foram feitas
analises dos efeitos da extracdo e centrifugacdc das amostras, do pH salivar, da
composicao da fase movel, da temperatura de estocagem e do tempo de estocagem

sobre a concentracdo salivar do MTZ.

DESENVOLVIMENTO DO PROJETO

O projeto foi enviado ao pelo Comité de Etica em Pesquisa da FOP (CEP) no
dia 06/10/2003, para analise segundo a Resolugéo CNS 196/96 de 10/10/96, sendo
aprovado com pendéncias na reunido de 05/11/2003. Apos este periodo o CEP
entrou em recesso e as modificagfes solicitadas foram feitas e enviadas em
fevereiro/2004 para a reunido de margo/2004, sendo considerado aprovado em
maio/2004, com protocolo CEP n® 161/2003 (em anexo). Assim, houve um atraso
significativo do cronograma até a aprovacgéo junto ac CEP, sendo necessario alterar
o mesmo. Desta forma, a dosagem do metronidazol em saliva somente foi realizada
para o periodo de 1 més. As amostras referentes aos periodos faltantes (3 ¢ €
meses), ja se encontram armazenadas e serdo analisadas apos a expiracdo dos
destes prazos.

Foram realizados os testes avaliando a constituicdo de fase movel,
armazenagem e pH das amostras e formas de exiracGo. As variagdes que
demonstraram os melhores resultados foram utilizadas para a dosagem final do

metronidazol.
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MATERIAIS E METODOS
Reagentes e padrées analiticos
Para os testes foram utilizados fosfato de potassio mono e di-basico, fosfato de
sédic mono e di-basico, acetonitrila (grau HPLC), metanol (grau HPLC), &cido

fosforico, hidréxido de sodio, acido perclérico, acetato de sadio, metronidazol (MTZ)

Amostras de saliva
Uma vez que foi utilizada saliva no experimento, o estudo foi, de acordo com
as normas descritas na Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de
Saude/Ministério da Satide (CNS/MS), submetido ao Comité de Etica em Pesquisas
da Faculdade de Odontologia de Piraciaba — UNICAMP (CEP/FOP). O trabalho foi
aprovado com ¢ protocolo CEP n® 161/2003 (em anexo). Apds sua aprovagéo pelo
CEP/FOP, os voluntarios foram submetidos a leitura do termo de consentimento fivre
e esclarecido e, ap6s a sua concordéncia, 0 mesmo foi considerado participante do
estudo.
Foram colhidas amostras de saliva de 10 voluntérios com o seguinte perfil:
1. Homens com idade entre 18 e 25 anos;
2. Que tenham aptiddo em fornecer o termo de consentimento livre e esclarecido
por escrito;
3. N&o apresentem nenhuma doenga sistémica;
4. Tenham pelo menos 20 dentes;
5. Nao tabagistas.
De cada voluntario foram colhidas amostras de 20 mL de saliva nao-
estimulada que foram depositadas em tubos para centrifuga. Um “pool” de saliva

com 10 mL da amostra de cada voluntério foi obtido.
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Metronidazol nas amostras de saliva

Para os ensaios de quantificagdo do MTZ, o “pool” de saliva sofreu adigéo de
concentragdes progressivas de ordem 2 a partir de 0,015 até 5 pg/ml (0.015, 0.03,
0.06, 0.12, 0.25, 0.5, 1, 2.5 e 5). Para obtermos as diluigbes testadas, partimos de
uma concentracéo de 50 ug/ml para melhor segurancga e exatiddo na pesagem do

metronidazol.

Efeito da extragcdo e centrifugacdo sobre a concentracao

0 pool de saliva contendo Metronidazol foi submetido, inicialmente, a dois
processos de extragio:

1 - 100 pL de saliva + 100 uL de acetonitrila, agitagdo em vortex por 30 s,

sendo a mistura mantida por 15 min em temperatura ambiente.

2 — 100 ulL de saliva + 10 uL de acido perclérico a 20% , agitago em vortex

por 15 s, sendo a mistura submetida a centrifugagéo a 2000 rpm durante 2 min

e 150 pL do sobrenadante foi misturade com 150 ub de uma solugdo de

acetato de sddio 1M durante 30 min.

Embora tenham sido realizadas variagdes de tempe de centrifugacio e volume
de reagentes envolvendo os dois métodos de extragéo propostos, os resultados
obtidos com ambas as variacbes testadas (extragdo e centrifugagéo) foram
insatisfatérios, sendo adicionado um terceiro processo de extragéo:

3 - 500 pL de saliva + 250 pL de &cido perclorico a 20%, agitagéo em vortex

por 15 s, sendo a mistura submetida & centrifugag&o a 14000 rpm durante 15

min € 450 L do sobrenadante foi misturado com 150 ylL de uma solugéo para

ajuste de pH.
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RESULTADOS
Os resultados foram comparados em termos de preciséo e linearidade e a
melhor combinacdo de extracdo e centrifugacdo foi adotada para a analise das
amostras armazenadas. Embora o método 3 tenha sido o mais eficaz, n&o foi
possivel a desproteinizagdo total das amostras, uma vez que ainda foram

detectadas proteinas salivares durante a realizagdo das andlises, como pode ser

observado na figura 1.

my olits |

| ﬂ proteinas .
A salivares 'V\
1

|=|J / ‘ metronidazol
| 1

20—

Figura 1 — Cromatograma obtido apés extragdo com o método 3.

Efeito do pH salivar sobre a concentracio

O pH das amostras foi medido e ajustado quando necessério, para 4.5, 5.5 e
6.5 através de acido fosforico ou hidroxido de fosfato. Apds extragdo e
centrifugacdo, as amostras foram injetadas (50 uL) no sistema. Os resultados foram

comparados em termos de preciséo e linearidade e, diante dos resultados, o melhor

pH (4,7) foi adotado para a proxima fase.
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Efeito da composigdo da fase movel e dos pardmetros cromatograficos sobre a
detec¢do do metronidazol

O pH das amostras foi ajustado quando necessario e, apos extracéo e
centrifugacao, as amostras foram injetadas (50 pL) no sistema. As seguintes fases
moéveis foram avaliadas sob as mesmas condigbes gerais (mesma coluna,
comprimento de onda, etc):

1 — Tampao fosfato de potéssio 0,01M (pH=4,7) e acetronitrila (80:20);

2 — Tampao fosfato de sodio 0,01M (pH=4,7) e acetronitrila (80:20);

3 — Tampdo fosfato de potassio 0,01M (pH=4,7} e metanol (80:20);

4 — Tampao fosfato de sodio 0,01M (pH=4,7) e metanol (80:20).

Os resultados foram comparados em termos de precis&o e linearidade e a
melhor condigio de fase mével foi adotada para a proxima fase. Foram observados
os melhores resultados utilizando-se a fase médvel 2. Entretanto, a proporgéo
inicialmente proposta (80:20) ndo demonstrou resultados satisfatorios, uma vez que
com maior quantidade de acetonitrila na fase mével, o pico cromatografico referente
a0 metronidazol foi detectado em um tempo de retencdo menor, coincidindo com
picos de proteinas salivares, e, desta forma, impossibilitando a dosagem do
metronidazol, como pode ser observado na figura abaixo (Figura 2-1). A proporgao
de acetonitrila que demonstrou methores resultados foi com 7% (Figura 2-3).

Quanto aos parametros cromatograficos, foram avaliadas as variagdes
envolvendo tempo de corrida da amostra e fluxo (em mbL/min}. A diminuigdo da
proporgdo de acetonitrila na fase mével aumentou o tempo de retencdo do
metronidazol, impedindo assim que ocorresse a sua sobreposicdo com 0s picos
referentes as proteinas salivares. Entretanto, com esta diminuigao foi observado um

achatamento dos picos cromatogréficos, o que & impréprio para a integralizacéo dos
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resultados em cromatografia liquida (Figura 2-2). Desta forma, foi necessério o
ajuste do fluxo, que, dentre as variagbes testadas, apresentou os melhores

resultados com 1,5 mL/min (Figura 2-3).
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Figura 2 — Cromatogramas sobrepostos referentes as variagdes realizadas (fluxo,
tempo de corrida, métodos de extragio e fase movel).
Condigdes de cromatografia

O sistema de CLAE foi constituido por uma bomba ternaria Varian 2010, um
detector Varian UV-VIS 9050 acoplado ao software integrador Millennium 5.0. As
amostras foram injetadas manualmente atraves de injetor tipo reodine, com coluna
LiChrospher 100 RP-18 (endcapped, 150 x 46 mm x 5 ym). Para a andlise das
amostras de saliva armazenadas foram adotados os parametros cromatogréficos
que apresentaram melhores resultados. Denfre as fases moveis testadas, a que
apresentou melhores resultados foi com tampé&o fosfato 0,01M (pH=4,7) com 7% de
acetonitrila (isocratica), a qual foi degaseificada em banho ultrassonico previamente
ao uso. Além disso, o tempo de retengdo do metronidazol foi de aproximadamente

2.0 minutos com fluxo de 1.5 mi/min e o volume de injecdo foi de 50uL, com o



detector a 320 nm. Todas as corridas cromatograficas tiveram tempo padronizado

em 5 minutos.

Efeito da temperatura e do tempo de armazenagem sobre a concentragcdo

Apos a definicdo das melhores condigdes cromatograficas, as amostras foram
estocadas nas seguintes condig¢oes:

1 — Em freezer a -70°C durante 7 dias;

2 - Em freezer a -20°C durante 7 dias;

3 - Em refrigerador a +5°C durante 7 dias;

Os resultados foram comparados em termos de precisao e linearidade e a
melhor temperatura seria adotada para a proxima fase (analise das amostras apos
armazenagem). Diante da homogeneidade dos resultados apds 7 dias entre as
formas de armazenagem propostas, as amostras de saliva para a analise foram
armazenadas nas trés condicdes visando avaliar possiveis variagbes na dosagem

do metronidazol apés um periodo mais longo (1, 3 e 6 meses).

Parametros de eficacia de dosagem por CLAE
Curva de calibragédo

A curva de calibracéo foi calculada a partir da saliva (blank) acrescida das
concentracbes de Metronidazol, demonstrando linearidade dentro do intervalo
proposto (entre o maior e o menor nivel mensuravel) de forma a obter resultados
proporcionais & concentragdo do farmaco. Os dados obtidos foram analisados
estatisticamente de forma a determinar a precisdo, exatiddo e a linearidade do
método empregado. O limite de quantificagdo (LQ) do farmaco também foi

determinado (0,015 pg/mL). Foram considerados na avaliagdo da curva de
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calibracéoc, o desvio, menor ou igual a 20% em relag@o a concentrag&o nominal para

o limite de quantificacdo (LQ) e menor ou igual a 15% em relagdo a concentracao

nominal para as outras concentracdes da curva de calibracdo. As figuras 3 e 4

mostram, respectivamente, os cromatogramas obtidos ap6és a elaboragdo do método

mais apropriado para a dosagem do metronidazol em saliva e a equagéo da reta da

curva de calibrag&o.

Mol |

Proteinas Salivares
Metronidazol

Minutes

Figura 3 — Cromatogramas sobrepostos para a elaboragdo da curva de calibragao.
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Figura 4 - Equagdo da reta da curva de calibracao.
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RESULTADOS
Apés a elaboragido do método cromatogréfico para a dosagem do
metronidazol em saliva, as amostras armazenadas foram analisadas, em triplicatas.

A tabela 2 mostra as médias das &dreas dos picos cromatogréficos obtidas

referentes.
Concentragéo de | Refrigerador { Freezer - Freezer -
Metronidazol + 5°C 70°C 20°C
(pg/mi) 30 dias 30 dias 30 dias
5
2,5 111008 140854 117103
1,25 40477 91230 70229
0,625 25185 40690 40458
0,312 12733 17472 18928
0,156 5235 10765 8158
0,078 3209 5785 4856
0,039 1510 2292 1962
0,0195 1167 1192 1010
512 542 520

Tabela 2 — Areas dos picos cromatograficos apés o periodo de 30 dias.

Todas as condi¢des de armazenagem avaliadas apds 30 dias apresentaram
linearidade em relacdo ao método cromatografico e guando comparadas a curva de
calibrac3o. As amostras que apresentaram melhores resuitados apos o periodo de
30 dias foram aquelas armazenadas a temperatura de -70°C, uma vez que
demonstraram as maiores &reas nos picos cromatogréficos referentes ao
metronidazol. A andlise estatistica para a verificacdo da eficacia dos métodos de
armazenagem testados sera realizada ap6s o término das analises das amostras
apés os periodos de 3 e 6 meses. A seguir estdo as equagdes de reta para cada
condigdo de armazenagem (demonstrando linearidade em relacdc ao metodo
cromatografico empregado) e os cromatogramas obtidos apds as analises das

amostras armazenadas nas diferentes condigdes apés o periodo de 30 dias.
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Figura 5 — Equagéo de reta obtida com os resultados referentes ézfmazenagem em
refrigerador por 30 dias.
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Metronidazol

Minutes

Figura 6 — Cromatogramas sobrepostos referentes as diferentes concentractes de
metronidazol armazenadas em refrigerador por 30 dias.
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Fihéﬂura 7 — Equacg&o de reta obtida com os resultados referentes & armazenagem em
freezer comum (-20°C) por 30 dias.
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Figura 8 — Cromatogramas sobrepostos referentes as diferentes concentragbes de
metronidazol armazenadas em freezer comum (-20°C) por 30 dias.
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Figura 9 — Equaco de reta obtida com os resultados referentes a armazenagem em
freezer (-70° C) por 30 dias.
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Figura 10 — Cromatogramas sobrepostos referentes as diferentes concentragées de
metronidazol armazenadas em freeze (-70°C) por 30 dias.
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CONSIDERACOES FINAIS

Como ja descrito anteriormente, devido a necessidade da aprovacdo do
Projeto junto ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP- FOP/UNICAMP) para o inicio
das analises das amostras dos voluntarios, ocorreu uma alteracéo em relagdo ao
cronograma inicial de atividades.

Embora o aperfeicoamento do método cromatografico (com a saliva do aluno
pesquisador) tenha sido elaborado no prazo proposto do cronograma inicial, as
analises do metronidazo! na saliva dos voluntdrios iniciaram-se apds a aprovagao do
Projeto, em maio de 2004 (Anexo 1).

Portanto, até o presente momentc foram realizadas as dosagens do
metronidazol em saliva para o periodo de 1 més. As amostras referentes aos
periodos faltantes (3 e 6 meses), j@ se enconfram armazenadas e sero analisadas
apos a expiragdo dos prazos propostos. Apds o término das dosagens referentes
aos periodos faltantes, os resultados ser8o submetidos a Analise Estatistica. Um
novo relatorio final sera elaborado e enviado ao PIBIC/CNPqg, e o trabalho sera
submetido & publicagdo. O trabalho foi apresentado com os resultados no Xl

Congresso Intermo de Iniciagdo Cientifica da Unicamp em outubro de 2004,
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