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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AL = anestésico local

CD = cirurgido dentista

CLAE = cromatografia liquida de alta eficiéncia
Etal. e outros

LDC = lidocaina

MP = mepivacaina

= molar
ml = milimetros
NAOH = hidréxido de sédio
nm-= nandmetro
Pl = padrao interno
RPM = rotagdo por minuto
uv = ultra violeta

Hl = microiitro



RESUMO:

Para evitar a ocorréncia de reacdes toxicas apos o uso de anestésicos locais (AL)
& necessario que o cirurgifo dentista conheg¢a a farmacocinética destes agenies apds a
injecdo intraoral. O estudo da concentragéo plasmatica de AlLs com CLAE {(cromatografia
liquida de alta eficiéncia) pode determinar a farmacocinética dos AL e consequentemente
sua seguranca apés a aplicagdo. Assim, o objetivo deste trabalho foi criar um método
simples, in vitro, para determinagdo da concentragdo plasmatica da lidocaina com CLAE.
O plasma utilizado neste estudo foi doado pelo Hospital dos Fornecedores de Cana
(Piracicaba—SP). Apés adigcdo de diferentes concentragdes de lidocaina € mepivacaina
(padrao interno), as amostras de plasma foram exiraidas através de varios metodos
diferentes. 50uL das amostras obtidas foram injetados no sistema de CLAE, a coluna
utilizada foi LiChrospher 100 RP-18. Foram testadas vérias condiges cromatograficas
para estabelecer a melhor fase movel para quantificagdo da LDC em agua e em plasma.
O fluxo foi padronizado para todos os ensaios para 1,0 mL/min e o detector UV foi
ajustado para 210nm. O limite de deteccdo e de quantificacao foi 0,79ug/mL. Os
resultados mostraram que a fase movel que permitiu melhores quantificagées de LDC em
agua foi a fase mével composta por tampéo fosfato de sodio dibasico a 0,05M (pH=5,8) e
acetonitrila na proporgio 70:30. Entretanto, o ensaio em plasma mostrou que a fase
mével composta de tampado fosfato de potassio monobasico a 0,01M (pH=58) e
acetonitrila (80:20) apresentou melhor quantificagdo. O melhor método de extracao, foi
aquele onde foi empregada uma solugdo de precipitagio (acido perclorico a 20% e
tampao fosfato de citrato, pH 5.8, 90:10 viv) e agua (50:50), solug@o de ajuste de pH
(tampéo fosfato-citrato e hidroxido de sodio a 1M, 110:40 viv) e agua (75:75). Concluimos
que nenhum dos métodos mostrou-se satisfatério para a quantificagao dos niveis séricos

de LDC e que outras variaveis deverdo ser observadas em futuros estudos.



INTRODUGCAO:

Em 1904, com a descoberta da procaina, um anestésico focal do grupo éster,
tornou-se possivel o controle da dor trans-operatéria em Odontologia. Os anestesicos
desse grupo foram gradualmente abandonados devido ao seu potencial alergénico. Hoje
sdo utilizados como anestésicos topicos (benzocaina). A lidocaina, primeiro anestésico do
grupo amida, foi langada em 1948, substituindo os compostos do grupo éster, pois os
anestésicos deste grupo raramente provocam reagoes alérgicas (HAAS, 2002). Todos os
agentes anestésicos locais (AL) disponiveis no comércio brasileiro pertencem ao grupo
amida (RAMACCIATO ef al., 2003).

A anestesia local € o método de controle da dor mais empregado em Odontologia.
Pode-se estimar que os dentistas brasileiros utilizem cerca de 250 milhdes de tubetes
anestésicos por ano (RANALI, 2002). Embora seja um método seguro, alguns cuidados
s&o indispensaveis para a sua execugdo. Um dos mais importantes e a escolha correta do
anestésico local a ser utilizado, considerando-se tipo de procedimento a ser realizado e o
estado geral de salde do paciente, pois as solugdes anestésicas possuem caracteristicas
proprias em relagao ao periodo de laténcia, poténcia e duragao da anestesia (SOARES,
2002).

Além disso, é necessario respeitar as dose maximas permitidas, pois a toxicidade
dos anestésicos locais esta associada a4 administragdo extravascular de grandes doses
destes agentes (COVINO & GIDDON, 1981). Outro fator que aumenta a toxicidade dos
anestésicos locais & a realizagdo de rapidas injegdes intravasculares (COVINO &
GIDDON, 1981). Assim ¢ de fundamental importancia que o Cirurgido dentista (CD) tenha
dominio das técnicas anestésicas para realizar uma técnica segura e de qualidade
(RANALLI, 2002). Assim o procedimento de aspiragao néo deve ser negtligenciado durante
a anestesia, pois além de as injegdes intravasculares serem a maior causa de

complicagdes imediatas apo6s anestesia local (KNOLL-KOHLER, 1891), a toxicidade dos



anestésicos locais pode ser aumentada em até 200 vezes apds injecdo intravascular
(MEECHAN & ROOD, 1992).

O sistema nervoso central € o local mais susceptivel aos efeitos toxicos destas
drogas, em caso de intoxica¢do podem ocorrer sinais e sintomas excitatorios seguidos de
depressdao (COVINO & GIDDON, 1981). Alem disso, os anestésicos locais s&o
cardiotoxicos exercendo efeitos indiretos mediados centralmente e diretos no miocardio,
relacionados com a interagdo dos anestésicos com canais idnicos. A cardiotoxicidade
indireta produz efeitos iniciais estimulantes, seguidos de depressdo com o aumento da
dose. Agbes diretas causam efeitos cronotropico, dromotrépico e inotrépico negativos
(GRAF, 2001).

Varias sdo as formula¢bes anestésicas locais hoje disponiveis para anestesia
odontolégica sendo que as solugdes disponiveis no mercado nacional podem ser
compostas por outros quatro sais anestésicos: prilocaina, mepivacaina, bupivacaina e
articaina (RAMACCIATO et al., 2003). A lidocaina é utilizada ha mais de 30 anos em
Odontologia, na concentragdo de 2%, apresenta tempo de laténcia de 2 a 3 minutos e
curta duracao de acéo (5 a 10 minutos) de anestesia pulpar, quando n&o esta associada a
vasoconstritor e 1 hora quando esta associada a algum vasoconstritor (Malamed, 2001).

Apesar de ser incomum, pode ocorrer superdosagem de anestésicos locais em
Odontologia (MEECHAN, 1998). Existem relatos de overdose de anestésicos locais e
nestes casos os pacientes apresentaram convuisdes e parada cardiaca seguida de morte
(MALAMED.1999). Assim para evitar estas reagdes € necessario que 0 CD, além de usar
técnicas anestésicas apropriadas e respeitar as doses maximas das solugdes
anestésicas, conheca a farmacocinética dos AL apés a injegao intraoral.

O estudo da concentragdo plasmatica de AL pode determinar a farmacocinética

dos agentes anestésicos e conseqiientemente sua seguranca apos a aplicacao. Apesar
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desta importancia, a rota de penetragéo e a distribuicao tecidual dos agentes anestesicos
nao estio totalmente determinadas (KANJANAWATTANA et al., 2001).

Assim, a determinagdo plasmatica de anestesico local € um método Util para a
pratica clinica (ADAMS, 1989). Estudos farmacéuticos para a analise plasmatica de
drogas requerem métodos analiticos sensiveis (LE GUEVELLO,1893). A cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC} é um método utilizado em varios estudos para
determinar o nivel plasmatico de anestésicos locais apds sua aplicagédo (ADAMS et al,
1989; VLEETER et al., 1996). Embora existam varios métodos para quantificagéo dos
diversos componentes de uma solugdo anestésica local, a farmacopéia Americana
recomenda a utilizagéo da cromatografia liquida de alta eficiéncia ou performance (CLAE
ou HPLC) como sendo o método mais preciso e confiavel (USP,1995).

A CLAE é um método de separacao que resulta da distribuigdo de uma substancia
entre a fase estacionaria ndo polar e a fase moével polar. A fase movel, a qual €
normalmente constituida por um tampo em determinada proporgao com um solvente
organico, contém a amostra analisada e sera passada pela fase estacionaria que consiste
de uma coluna cilindrica com particulas sélidas empacotadas (KANJANAWATTANA ef al,
2001). A CLAE analisa qualitativa e quantitativamente fazendo a separacdo dos
constituintes de um composto, baseado em uma fase sélida estacionaria (coluna) e em
uma fase movel liquida.

Uma bomba impulsiona a fase mével contida em um reservatorio. Um injetor
manual ou automatico introduz a amostra na fase mével que a arrasta até a coluna. Um
detector e um integrador de dados mede a quantidade dos constituintes por comparagao
com padroes (USP,1995).

Varios estudos utilizaram a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para
determinacdo de niveis sanglineos apds injegdo de AL. LOTFI et al. (1997) utilizou a

CLAE para determinacéo simultdnea de lidocaina e bupivacaina no plasma humano, o
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método determinou a farmacocinética completa durante a anestesia peribulbar dos dois
anestésicos estudados, apesar de serem administrados em doses diferentes.

GROEN et al (1998) também investigou a farmocinética da bupivacaina,
mepivacaina e seus isdmeros Opticos apo6s a inje¢éo peridural das misturas racémicas
das duas drogas. Foram coletadas amostras de sangue de seis pacientes cirurgicos
durante 24 horas apos a administracdo. Os autores encontraram picos plasmaticos
diferentes para as misturas racémicas e para os isdbmeros, e concluiram que os isdémeros
tém distribuicao sistémica diferente da mistura racémica, assim é preferivel o uso dos
isdmeros do que a mistura.

Outro estudo também estudou a farmacocinética dos isdmeros da mepivacaina em
dez voluntarios que receberam a mistura racémica deste AL via intravenosa. O sangue foi
analisado durante até 8 horas apés o inicio da infusdo e a concentragao plasmatica foi de
terminada por CLAE. Os isdmeros apresentaram farmacocinética distintas, provavelmente
devido a diferentes ligagdes protéicas que ocorrem no plasma (BURM et al., 1897).

KAKIUCH! et af (2002) desenvolveram um método para quantificagio de lidocaina
1,5% e seus metabdlitos no plasma com CLAE apés anestesia peridural continua em 3
pacientes com cancer. Os autores concluiram que o método foi Util e confiavel e, além
disso, fornece informacdes importantes sobre o metabolismo e toxicidade dos anestésicos
locais.

Em Odontologia existem aiguns estudos que determinaram o0s niveis plasmaticos
de AL. OERTEL et al. (1999) dosou com CLAE a concentragéo de articaina 4% no soro
de individuos jovens e idosos apos a infiltragdo submucosa de duas doses diferentes
deste AL e determinou os parametros farmacocinéticos desta droga. Os resultados
maostraram que o clearance e o volume de distribuigdo foram menores nos idosos, assim

os autores concluiram gue o metabolismo da articaina & idade dependente.
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KANJANAWATTANA et al. (2001) desenvolveram um metodo para deteccao de

lidocaina na polpa dental com CLAE. Foram utilizados dois cées que receberam inje¢&o
de lidocaina 2% com adrenalina 1:100.000 na mucosa maxilar e mandibular na regiao
caninos esquerdos, apos o tratamento e extragao tecidual das polpas dentais, foi feita a
dosagem do AL com CLAE. Os autores concluiram que a CLAE é um método confiavel e
reprodutivel para a determinacéo da concentragao de lidocaina na polpa dental.

A farmacocinética da lidocaina e da prilocaina foi determinada com a medida da
concentragéo plasmatica com CLAE apds a aplicagéo topica EMLA na mucosa orai de 12
voluntarios. A concentracdo maxima medida foi de 418 ng/ml para a lidocaina e de 223
ng/ml para a prilocaina, em todos os voluntarios 0s niveis plasmaticos de AL estavam
abaixo dos niveis toxicos (VICKERS ef af, 1997).

OERTEL et al (1993) avaliaram a distribuicio da articaina 4% e de lidocaina 2%
apés a injegdo submucosa na regiao de molares superiores. O sangue foi colhido do
alvéolo 2-14 minutos apés a injegédo, as amostras foram tratadas com um método que
controla a hidrolise in vitro apés a colheita do sangue. Os niveis sangliineos da articaina
foram maiores o que corresponde a maior concentragao da droga apo6s a injegao.

Apesar de existirem diversos estudos in vifro & in vivo sobre a dosagem de AL com
CLAE, em Odontologia ha poucos estudos que determinaram a farmacocinética dos AL
apds a injegdo intracral com este metodo. Assim é importante determinar um método
simples e barato fn vitro para uso futuro em estudos in vivo que determinem a

farmacocinética e seguranga de AL apds a aplicag&o intraoral.

UNIVERSIDATE ESTREUAL BE CAMPINAS




OBJETIVOS:

A farmacopéia Americana (USP, 1995) recomenda a utilizagdo da cromatografia
liquida de alta eficiéncia ou performance (CLAE ou HPLC) para dosagem de anestésicos
locais no plasma. Devido a importdncia da determinagdo da farmacocinética dos
anestésicos locais em Odontologia, o objetivo deste trabalho foi determinar um método
simples e barato in vitro para determinagéo dos niveis plasmaticos de anestésicos, que

possa ser utilizado no futuro em estudos in vivo que determinem a farmacocinetica de AL

apds a aplicagdo intraoral.

MATERIAL , METODOS e RESULTADOS

Para facilitar o entendimento da metodologia, os resultados obtidos a partir delas

serao apresentados na seqténcia em que os métodos foram desenvolvidos.

MATERIAIS:

Reagentes e padroes analiticos

Para a determinacgdo de um método de dosagem de anestésicos locais no plasma
com CLAE foram utilizados fosfato de potassio mono e di-basico, fosfato de sddio mono e
di-basico, acetonitrila (grau HPLC), acido fosférico, hidroxido de sodio, acido perclérico,

acetato de sodio, lidocaina (LDC) e mepivacaina (Pl) como padrao interno
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METODOLOGIA:

Condicoes de cromatografia

O sistema de CLAE utilizado é constituido por uma bomba ternaria Varian 9010,
um detector Varian UV-VIS 9050 acoplado ao software integrador Millennium 5.0. As
amostras foram injetadas manualmente através de injetor tipo reodine. A coluna utilizada
foi LiChrospher 100 RP-18 (endcapped, 150 x 4.6 mm x 5 um). A fase mével inicial foi
constituida por tampéo fosfato 0,01 M ( pH 5,8) e acetonitrila (80:20), a qual foi
degaseificada por sonicador. O fluxo sera 1,0 ml por minuto e o volume da inje¢éo foi de

50ul, com o detector a 210 nm.

Efeito da composicao da fase mével sobre a concentragdo

Foram realizados os testes avaliando a constituicdo de fase movel e pH das
mesmas. As variacdes que demonstraram os melhores resultados foram utilizadas para a
dosagem final de lidocaina no plasma.

Para esta determinacéo inicial foram utilizadas amostras de lidocaina diluidas em
agua ultra purificada com concentragdes diversas a partir de 5 pyg/mL (0.015, 0.03, 0.06,
0.12, 0.25, 0.5, 1, 2.5 e 5). A mepivacaina a 50 pg/mL foi utilizada como padréo interno
(P em fodas as amostras.

As seguintes fases méveis foram avaliadas:

1 — Tampdo fosfato de sddio di-basico 0,05M (pH=5,8) e acetonitrila (70:30);

2 ~ Tampéo fosfato de sédio monobasico 0,05 M (pH=4,7) e acetonitrila (70:30);
3 — Tampéo fosfato de potassio 0,01M (pH=5,8) e acetonitrila (70:30);

4 — Tampao fosfato de potassio 0,01M (pH=4,7) e acetonitrila (70:30);

5 — Tampéo fosfato de sodio di-basico 0,05M (pH=6,5) e acetonitrila (70:30).
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As fases moveis foram testadas utilizando dois comprimentos de onda distintos
210nm e 254 nm. Os melhores resultados foram obtidos com 210nm e este comprimento
de onda foi utilizado para a dosagem final de lidocaina no plasma. Todas as fases moéveis
foram degaseificadas em banho ultrassénico previamente ao uso. O pH foi ajustado com
acido fosférico ou com hidroxido de sédio 1M.

Foram observados os melhores resultados utilizando-se a fase movel 1 [Tampéao
fosfato de sodio dibasico 0,05M (pH=5,8) e acetonitrila (70:30)]. Esta fase mével permitiu
a
dosagem de lidocaina, nas menores concentragdes, e do Pl impedindo a sobreposi¢ao

dos picos cromatograficos (Figura 1) .

700+
f\ Lidocaina

600
500
400+

300+

molts

200+

Figura 1: Cromatograma lidocaina em distintas concentragtes com fase movel 1.

A fase moével 2 [Tampdo fosfato de sédio monobasico 0,05 M (pH=4,7) e
acetonitrila (70:30)] ndo permitiu a dosagem de lidocaina, pois houve sobreposicao dos

picos cromatograficos da lidocaina e do Pl (Figura 2).
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Figura 2: Cromatograma lidocaina em distintas concentragdes com fase movel 2.

A fase movel 3 [Tampao fosfato de potassio 0,01M (pH=5,8) e acetonitrila (70:30)]
nado permitiu a dosagem de lidocaina, apesar de nao ter ocorrido sobreposi¢cao dos picos

cromatograficos da lidocaina e do Pl, esta fase mével ndo permitiu detectar as menores

concentracdes de lidocaina (Figura 3).

754

504

1

Lidocaina

miyolts

24
) 5 h s 5 ﬁ

Figura 3: Cromatograma lidocaina em distintas concentragdes com fase movel 3.

A fase movel 4 [Tampao fosfato de potassio 0,01M (pH=4,7) e acetonitrila (70:30)]

ndo permitiu a dosagem de lidocaina, pois também ocorreu sobreposicdo dos picos

cromatograficos da lidocaina e do Pl (Figura 4).
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Figura 4: Cromatograma lidocaina em distintas concentragées com fase movel 4.

A fase movel 5 [Tampéao fosfato de potassio 0,01M (pH=6,5) e acetonitrila (70:30)]

ndo permitiu a dosagem de lidocaina, apesar de ndo ter ocorrido sobreposicao dos picos

cromatograficos da lidocaina e do P, esta fase mével ndo permitiu detectar as menores

concentracdes de lidocaina (Figura 5).
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Figura 5: Cromatograma lidocaina em distintas concentracdes com fase movel 5.

[idocaina nas amostras de plasma

Todo o plasma utilizado neste estudo foi doado pelo Hospital dos fornecedores de
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cana de Piracicaba. O plasma e as substancias quimicas utilizadas foram descartados ao

final do mesmo de acordo com o programa de gerenciamento de residuos da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

Para os ensaios de quantificacdo, as amostras individuais sofreram diluigoes
progressivas de lidocaina a partir de 10 pg/mL (5, 2.5, 1.25, 0.62, 0.31, 0.15). A fase
movel utilizada para os testes iniciais foi trocada por uma que mostrou melhores
resultados no plasma. Composta de tampao fosfato de potassio monobasico 0,01M

(pH=5,8) e acetonitrila (80:20).

Efeito da extragao sobre a concentraca

As amostras contendo LDC foram submetidas aos processos de extragdo descritos
a seguir. Os resultados foram comparados em termos de precisdo e linearidade e a
melhor combinagao de extragao foi adotada para a proxima fase.

Método de extragdo 1 - 500 uL de plasma + 500 L de acetonitrila, agitacao em
vortex por 60 s, sendo a mistura mantida por 15 min em temperatura ambiente. O
sobrenadante foi injetado no sistema cromatografico. Esta extragdo nao se mostrou
eficiente, pois eliminou pequena quantidade de proteinas plasmaticas, 0 que

impossibilitou a detecgao da LDC e do Pl (Figura 6).
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Figura 6: Cromatograma da lidocaina (verde) e do blank (azul) apds a extracéo 1.
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Método de extragao 2 —-500 pL de plasma + 250 pL de solugdo de precipitagao.

Esta solugdo € composta por acido perclorico a 20% e tampao fosfato de citrato, pH 5.8,

90:10 (v/v). A mistura foi agitada em vortex por 60 s e submetida a centrifugagao a 14.000

rom durante 15 min, 450 yL do sobrenadante foram misturados com 500 pyL de uma

solucdo de ajuste de pH (tampao fosfato de citrato, hidroxido de sédio 1M, 110:40 (v/v).

Apds este preparo as amostras foram injetadas no sistema cromatografico. A extragdo

nao se mostrou eficaz (Figura 7), pois nao eliminou um quantidade suficiente de proteinas

que possibilitasse a deteccao de LDC.
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Figura 7: Cromatograma da lidocaina (vermelho) e do blank (azul) apo6s a extracao 2.

Método de extragao 3 — 500 UL de plasma + 250 yL de solugdo de precipitagao.

Esta extracéo foi semelhante a segunda, porém as proporgdes utilizadas na solugao de

precipitacéo e na solugao de ajuste de pH foram diferentes, sendo estas:

Solugao de preciptacao (acido perclorioco
20%+tampéo citrato de fosfato)

Solucao de ajuste de pH (tampéao fosfato
de citrato +NaOH)

30:70 90:60
50:50 75:75
70:30 60: 90

Ao final das extracoes, o pH das amostras foi medido e estas foram injetadas no

sistema cromatografico. O pH obtido para as amostras foi:
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Extracdo PH

Proporgéo sol. de preciptagdo 30:70, sol. 20
ajuste de pH (90:60) ’

Proporgao sol. de preciptagdo 50:50, sol. 6.0
ajuste de pH (75:75) ’

Proporcao sol. de preciptagcdo 70:30, sol. 50

ajuste de pH (60:90)

Os resultados foram comparados em termos de precisdo e linearidade e o melhor
método [extracdo com solugéo de preciptagdo 50:50, solugéo de ajuste de pH (75:75)] foi
adotado para a préxima fase. Esta extracdo se mostrou eficaz para a detecgéao de LDC no
plasma, porém nado foi possivel detectar quantidades muito pequenas, a menor
quantidade detectada 0,79u/mL. Assim, novos métodos de extragdo foram tentados. A

figura 8 mostra os cromatogramas obtidos e a Figura 9 mostra a curva de calibracao

obtida.
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Figura 8: Cromatograma da lidocaina em distintas concentragées apés a extracéo 3.
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Figura 9: Curva de calibragao obtida com lidocaina em diferentes concentragdes (50; 25;

12.5: 6,25: 3,125; 1,56; 0,79 pg/mL), utilizando a extragéo 3.

Método de extracdo 4- 500 uL de plasma + 250 pL de solugado de precipitagao

[4cido perclérico a 20% e tampao fosfato de citrato pH 5.8 (50:50, v/v)]. A mistura foi

agitada em vortex por 60s e submetida & centrifugagdo a 14.000 rpm durante 15 min.

Quatrocentos e cinguienta microlitros do sobrenadante foram misturados a 150 pL da

solucao de ajuste de pH [tampao fosfato de citrato + hidroxido de sodio 1M na proporg¢éo

75:75 (viv)]. Apos este preparo as amostras foram injetadas. Os resultados obtidos nao

foram satisfatorios ficando, o limite de detecgao acima do esperado. (Figura 10)
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Figura 10: Cromatograma da lidocaina em distintas concentragdes apos a extracao 4.
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Método de extragdo 5 — As amostras de plasma foram preparadas das seguintes
maneiras:
e 500 L de plasma + 500 pL de acetonitrila, agitagdo em vortex por 60 s .
s 500 pL de plasma + 250 pL de solugéo de precipitagéo (acido perclérico 20% e
tampao fosfato de citrato pH 5.8, 50:50, v/v), agitacéo em vortex por 60 s.
As amostras de plasma com LDC foram submetidas a aquecimento por 15 min com
temperatura de 45°. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm durante
15 min e o sobrenadante foi injetado no sistema.

Os resultados obtidos também nao foram satisfatorios, ndo sendo possivel detectar

LDC. (Figura 11).
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Figura 11: Cromatograma da lidocaina (vermelho) e do blank (azul) apds a extragao 5.

Método de extragdo 6 — Vinte e cinco microlitros de LDC nas seguintes
concentragbes 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.56, 0.78, 0.39, 0.19 pg/mL, foram colocadas
sobre um filtro de papel. Em seguida foram adicionados 50ul de acetonitrila. A mistura foi
centrifugada por 5 minutos a 14.000rpm. O sobrenadante foi injetado no sistema com loop

de 20pl. Nao foram obtidos resultados satisfatérios com este metodo de extracao,



somente LDC em grandes quantidades foram detectadas (50 e 25 pg/mL) (Figura 12).
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Figura 12: Cromatograma LDC 50 pg/mL (azul), LDC 25 pg/mL (vermelho), LDC 12.5
ug/mL (verde) e LDC 6,25 pg/mL apos a extragéo 6.

Método de extragdo 7- O processo de extracéo utilizado a seguir foi uma extragao
de fase solida. Para esta extragéo foi utilizada uma coluna de silica Bond Elut Jr (Varian®)
(foto abaixo), esta foi condicionada com 5ml de acetonitrila e em seguida 5ml de agua
ultra purificada. Lidocaina foi diluida no plasma nas seguintes concentragdes 6.25, 3.125,
156, 0.78, 0.39, 0.19 ug/mL. Foram adicionados 1,6mL de agua ultrapurificada nas
amostras de LDC, a mistura foi agitada vortex. As amostras foram passadas pela coluna
lentamente, em seguida a coluna foi lavada com as seguintes substancias: 2 mL de agua
ultrapurificada, 4ml de tampao fosfato de sédio pH 9,0 +acetonitrila (90:10), 1ml de
tampao fosfato de potassio pH 4,0 + acetonitrila (60:40). Depois da aplicagéo do tampao
fosfato pH 4, o resultante foi recolhido e injetado no sistema. Ao final das injegoes os

resultados nao foram satisfatérios, ndo foi possivel detectar LDC (Figura 13).
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Figura 13: Cromatograma da lidocaina (vermelho) e do blank (azul) apés a extracéo 8.

Figura 14: coluna de silica Bond Elut Jr (Varian®).
Como nenhuma das extracbes conseguiu aumentar o limite de deteccdo de
lidocaina, a coluna foi submetida a uma limpeza, na qual os seguintes solventes foram
passados com fluxo de 1ml/min durante uma hora cada um: agua ultrapurificada, metanol,

isopropanol, diclorometanol, isopropanol, metanol e agua ultrapurificada

DISCUSSAO

Este trabalho teve como objetivo criar um método simples e barato in vifro para
determinagao dos niveis plasmaticos de lidocaina, que pudesse ser utilizado no futuro em

estudos in vivo para observar a farmacocinética da mesma apés a aplicagao intraoral.
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Existem poucos estudos que determinaram a farmacocinética de lidocaina apos
injecdo intra oral com o método CLAE.

KANG et al (1998) desenveolveram um meétodo para detecgdo de lidocaina em
plasma usando extragao de fase soélida e deteccdo UV com comprimento de onde de 210
nm. O limite de quantificaco atingido pelos autores do referido estudo foi de 0,02 pg/mi.
Mesmo que o método descrito pelos autores tenha sido reproduzido de forma semelhante
no presente estudo, ndo foi bem sucedido a obtengdo do mesmo limite de quantificagao.
Provavelmente a razdo deste insucesso foi a ocorréncia de pequenas diferencgas
metodolégicas. O pH da fase movel parece ter sido a principal diferen¢a entre o estudo
realizado por Kang et al., no qual se estabeleceu em 5.9, e o presente estudo, que utilizou
um pH de 5.8. Outra diferenca que pode ser citada € a procedéncia dos equipamentos,
que sdo de fabricantes diferentes; além disso, no presente estudo né&o foi utiizado um
guarda-colunas. E pouco provavel que estas pequenas diferengas tenham causado
tamanha diferenga entre os resultados obtidos. Algum outro fator deve ter influenciado e,
no presente momento, estamos re-analisando os métodos para determinar as causas das
diferengas.

Um dos principais fatores que podem ter contribuido para a nao deteccéo de
concentragdes mais baixas da mepivacaina foi a sua alta ligagdo as proteinas
plasmaticas. Esta pode chegar a 75% e a alta ligagao protéica aos eritrécitos poderia
também ser um fator importante (MALAMED, 2001). Assim, durante o processo de
extragdo grande quantidade do anestésico pode ter sido perdida impossibilitando a sua
detecgao. Novos estudos, 0s quais deverdo observar outras variaveis além daquelas
estudas no presente ensaio, sdo necessarios para estabelecer um método ainda mais

confiavel de detecgdo da lidocaina no plasma sanguineo.
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CONCLUSAO

Nenhum dos meétodos propostos foi efetivo para permitir a quantificagdo da
lidocaina em niveis menores que 0,79 ug/mL. Novos estudos, avaliando outras variaveis
sd0 necessarios para entender os mecanismos que afetam a concentragdo da lidocaina

no sangue humano.
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