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RESUMO

Para evitar a ocorréncia de reagdes tdxicas apds o uso de anestésicos locais (AL)
€ necessario que o cirurgido dentista conhega a farmacocinética destes agentes apés a
injec&o intraoral. O estudo da concentragéo plasmatica de ALs com CLAE (cromatografia
liquida de alta eficiéncia) pode determinar a farmacocinética dos AL e conseqilentemente
sua seguranca apos a aplicacéo. Assim, o objetivo deste trabalho foi criar um método
simples, /in vitro, para determinacéo da concentragdo plasmatica da mepivacaina (MPV)
com CLAE. O plasma utilizado neste estudo foi doado pelo Hospital dos Fornecedores de
Cana (Piracicaba—SP). Apés adigdo de diferentes concentragbes de mepivacaina e
lidocaina (padrao interno), as amostras de plasma foram extraidas através de varios
métodos diferentes. 50uL das amostras obtidas foram injetados no sistema de CLAE, a
coluna utilizada foi LiChrospher 100 RP-18. Foram testadas varias condigtes
cromatograficas para estabelecer a melhor fase mével para quantificagdo da MPV em
agua e em plasma. O fluxo foi padronizado para todos os ensaios para 1,0 mL/min e ¢
detector UV foi ajustado para 210nm. O limite de deteccdo e de quantificagéo foi
0,79ug/mL. Os resultados mostraram que a fase mével que permitiu melhores
quantifica¢cdes de MPV em agua foi a fase movel composta por tampéo fosfato de sodio
dibasico a 0,05M (pH=5,8) e acetonitrila na propor¢do 70:30. Entretanto, o ensaio em
plasma mostrou que a fase mével composta de tampao fosfato de potassio monobdsico a
0,01M (pH=5,8) e acetonitrila (80:20) apresentou melhor quantificag¢ao. O melhor método
de extragdo, foi aquele onde foi empregada uma solugéo de precipitagéo (acido perclérico
a 20% e tampéao fosfato de citrato, pH 5.8, 90:10 v/v) e agua (50:50), solugao de ajuste de
pH (tampé&o fosfato-citrato e hidréxido de s6dio a 1M, 110:40 v/v) e agua (75:75).

Concluimos que nenhum dos métodos mostrou-se satisfatério para a quantificacéao
dos niveis sericos de MPV e que outras variaveis deverido ser observadas em futuros

estudos.



INTRODUCAO

Em 1904, com a descoberta da procaina, um anestesico local do grupo éster,
tornou-se possivel o controle da dor trans-operatéria em Odontologia. Os anestésicos
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 0s
anestésicos deste grupo raramente provocam reagdes alérgicas (HAAS, 2002). Todos os
agentes anestésicos locais (AL) disponiveis no comércio brasileiro pertencem ao grupo
amida (RAMACCIATO et al, 2003).

A anestesia local & o método de controle da dor mais empregado em Odontoiogia.
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
sao0 indispensaveis para a sua execugao. Um dos mais importantes € a escolha correta do
anestésico local a ser utilizado, considerando-se tipo de procedimento a ser realizado e o
estado geral de salide do paciente, pois as solugdes anestésicas possuem caracteristicas
proprias em relagéo ao periodo de laténcia, poténcia e duragdo da anestesia (SOARES,
2002).

Além disso, € necessario respeitar as dose maximas permitidas, pois a toxicidade
dos anestésicos locais estd associada & administrag@o extravascular de grandes doses
destes agentes (COVINO & GIDDON, 1981). Outro fator que aumenta a toxicidade dos
anestésicos locais € a realizagdo de rapidas injegbes intravasculares (COVINO &
GIDDON, 1981). Assim & de fundamental importancia que o Cirurgiao dentista (CD) tenha
dominio das técnicas anestésicas para realizar uma técnica segura e de qualidade
(RANALLI, 2002). Logo o procedimento de aspiragdo ndo deve ser negligenciado durante a
anestesia, pois além de as injegdes intravasculares serem a maior causa de complicagbes

imediatas apdés anestesia local (KNOLL-KOHLER, 1991), a toxicidade dos anestésicos
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locais pode ser aumentada em até 200 vezes apds injecéo intravascular (MEECHAN &
ROOD, 1992).

O sistema nervoso ceniral & o local mais susceptivel aos efeitos toxicos destas
drogas, em caso de intoxicacéo podem ocorrer sinais e sintomas excitatérios seguidos de
depressdo (COVINO & GIDDON, 1981). Além disso, os anestésicos locais s&o
cardiotéxicos exercendo efeitos indiretos mediados centralmente e direfos no miocardio,
relacionados com a interagdo dos anestésicos com canais idnicos. A cardiotoxicidade
indireta produz efeitos iniciais estimulantes, seguidos de depressio com o aumento da
dose. Acbes diretas causam efeitos cronotrépice, dromotrépico e inotropico negativos
(GRAF, 2001).

Vérias sao as formulagbes anestésicas locais hoje disponiveis para anestesia
odontolégica sendo que as solugbes disponiveis no mercado nacional podem ser
compostas por outros quatro sais anestésicos: prilocaina, mepivacaina, bupivacaina e
articaina (RAMACCIATO et al, 2003). As mais comuns s&o as que contem como sal
anestésico a lidocaina, a prilocaina e a mepivacaina, considerados anestésicos locais de
poténcia e duracéo de acéo intermedidrias {COVINO & GIDDON, 19881).

Devido & propriedade vasodilatadora discreta, a mepivacaina 3% sem
vasoconstritor produz um periodo de anestesia pulpar de 40 minutos nos blogueios
anestésicos, e de 20 minutos nas infiltragdes. Assim, em intervengdes rapidas, que nao
exijam anestesia pulpar prolongada, e em pacientes que ndo devem utilizar
vasoconstritores é recomendado o uso desta solugdo sem vasoconstritor (MALAMED,
2001).

Apesar de ser incomum, pode ocorrer superdosagem de anestesicos locais em
Odontologia (MEECHAN, 1998). Existem relatos de overdose de anestésicos locais e
nestes casos 0s pacientes apresentaram convulsdes e parada cardiaca seguida de morte

(MALAMED.1999). Assim para evitar estas reacoes & necessario que o CD, além de usar
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técnicas anestésicas apropriadas e respeitar as doses maximas das solucbes
anestésicas, conhega a farmacocinética dos AL apos a injegao intraoral.

O estudo da concentragao plasmatica de AL pode determinar a farmacocinética
dos agentes anestésicos € consequentemente sua seguranca apos a aplicagdo. Apesar
desta importancia, a rota de penetragéo e a distribuicao tecidual dos agentes anestesicos
nao estao totalmente determinadas (KANJANAWATTANA et &/, 2001).

Assim, a determinagao plasmatica de anestésico local € um método Util para a
pratica clinica (ADAMS, 1989). Estudos farmacéuticos para a andlise plasmatica de
drogas requerem métodos analiticos sensiveis (LE GUEVELLO,1993). A cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC) & um método utilizado em varios estudos para
determinar o nivel plasmatico de anestésicos locais apos sua aplicagao (ADAMS et al,
1989: VLEETER ef al, 1996). Embora existam varios métodos para quantificaco dos
diversos componentes de uma solugao anestésica local, a farmacopéia Americana
recomenda a utilizagdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia ou performance (CLAE
ou HPLC) como sendo o método mais preciso e confiavel (USP,1995).

A CLAE & um método de separagao que resulta da distribui¢ao de uma substancia
entre a fase estacionaria ndo polar e a fase mével polar. A fase movel, a qual e
normalmente constituida por um tampao em determinada proporgéo 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 et al,
2001). A CLAE analisa qualitativa e quantitativamente fazendo a separagdo dos
constituintes de um composto, baseado em uma fase solida estacionaria (coluna) e em
uma fase mével liquida. Uma bomba impulsiona a fase movel contida em um reservatorio.
Um injetor manual ou automatico introduz a amostra na fase movel que a arrasta ate a
coluna. Um detector e um integrador de dades mede a quantidade dos constituintes por

comparagio com padroes (USP,1995).



e . | R N T

7

Varios estudos utilizaram a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para
determinagio de niveis sangiineos apos injegdo de AL. LOTFI et al (1997) utilizou a
CLAE para determinag8o simultdnea de lidocaina e bupivacaina no plasma humano, o
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 farmocinetica da bupivacaina,
mepivacaina e seus isdmeros opticos apds a injecdo peridural das misturas racémicas
das duas drogas. Foram coletadas amostras de sangue de seis pacientes cirdrgicos
durante 24 horas apés a administragdo. Os autores encontraram picos plasmaticos
diferentes para as misturas racémicas e para os isdmeros, e concluiram que os isémeros
tém distribuicdo sistémica diferente da mistura racémica, assim é preferivel o uso dos
isémeros do que a mistura.

Outro estudo também analisou 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 ap6s o inicio da infuséo e a concentragdo plasmatica foi de
terminada por CLAE. Os isdmeros apresentaram farmacocinética distintas, provavelmente
devido a diferentes ligagdes protéicas que ocorrem no plasma (BURM ef al, 1997).

KAKIUCHI ef al (2002) desenvoiveram um método para quantificagéo de lidocaina
1,5% e seus metabélitos no plasma com CLAE apos anestesia peridural continua em 5
pacientes com cancer. Os autores concluiram que o método foi util e confiavel e, além
disso, fornece informagdes importantes sobre 0 metabolismo e toxicidade dos anestésicos
locais.

Em Odontologia existem alguns estudos que determinaram os niveis plasmaticos
de AL. OERTEL ef af (1999) dosou com CLAE a concentracdo de articaina 4% no soro de
individuos jovens e idosos apds a infiltragéo submucosa de duas doses diferentes deste

AL e determinou os parametros farmacocinéticos desta droga. Os resultados mostraram

Ui ChEInEYgE ESTID0RE BE CAMPINAS
FROVLEEBE BE GDGHTCI6GMA BT PIRRCICABA
BIBLIOTECA
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gue o “clearance” e o volume de distribuicdo foram menores nos idosos, assim os autores
concluiram que o metabolismo da articaina & idade dependente.

KANJANAWATTANA ef al (2001) desenvolveram um método para detecgao de
lidocaina na polpa dental com CLAE. Foram utilizados dois c8es que receberam injecao
de lidocaina 2% com adrenalina 1: 100.000 na mucosa maxilar € mandibular na regiao
caninos esquerdos, apds o tratamento e extragado 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 determinac&o da concentragdo de lidocaina na polpa dental.

A farmacocinética da lidocaina e da prilocaina foi determinada com a medida da
concentragao plasmatica com CLAE apés a aplicagao tépica EMLA na mucosa oral de 12
voluntérios. A concentragdo maxima medida foi de 418 ng/ml para a lidocaina e de 223
ng/ml para a prilocaina, em todos os voluntarios os niveis plasmaticos de AL estavam
abaixo dos niveis toxicos (VICKERS et al, 1997).

OERTEL ef af (1993) avaliaram a distribuicdo da articaina 4% e de lidocaina 2%
apds a injegdo submucosa na regido de molares superiores. O sangue foi colhido do
alvéolo 2-14 minutos apds a injecao, as amostras foram tratadas com um método que
controla a hidrélise in vitro apds a colheita do sangue. Os niveis sanglineos da articaina
foram maiores o que corresponde a maior concentragéo da droga apos a injecao.

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

farmacocinética e seguran¢a de AL apés a aplicagao intraoral.



OBJETIVOS:

A farmacopéia Americana (USP, 1995) recomenda a utilizacdo da cromatografia
liquida de alta eficiéncia ou performance (CLAE ou HPLC) para dosagem de anestésicos
locais no plasma. Devido a importAncia da determinagdo da farmacocinética dos
anestésicos locais em Qdontologia, o objetivo deste trabalho foi determinar um método
simples e barato in vifro para determinacao dos niveis plasmaticos de anestésicos, que
possa ser utilizado no futuro em estudos in vivo que determinem a farmacocinética de AL

apos a aplicagao intraoral.

MATERIAL , METODOS e RESULTADOS

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

seréo apresentados na seqliéncia em que os métodos foram desenvolvidos.

MATERIAIS:
Reagentes e padrdes analiticos

Para a determinagao de um método de dosagem de anestesicos locais no plasma
com CLAE foram utilizados fosfato de potassio mono e di-basico, fosfato de sodio mono e
di-basico, acetonitrila {grau HPLC), acido fosférico, hidroxide de sédio, acido perclérico,

acetato de sddio, mepivacaina (MPV) e lidocaina (Pl) como padréo interno.

METODOLOGIA:
Condigbes de cromatografia
O sistema de CLAE €& constituido por uma bomba ternaria Varian 2010, um

detector Varian UV-VIS 9050 acoplado ao software integrador Millennium 5.0. As
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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 pm). O fluxo e o volume de

injecdo foram 1,0 mL/min e S0uL, respectivamente, com o detector a 210nm ou a 254nm.

Efeito da composigéo da fase mével sobre a concentragdo

Foram realizados os testes avaliando a constituicdo de fase mével e pH das
mesmas. As variagbes que demonstraram os melhores resultados serao utilizadas para a
dosagem final de mepivacaina no plasma.

Para esta determinagao inicial foram utilizadas amostras de mepivacaina diluidas
em agua ultra purificada com concentragdes diversas a partir de 5 ug/mL (0.015, 0.03,
0.06, 0.12, 0.25, 0.5, 1, 2.5 e 5). A lidocaina a 50 pg/mL foi utilizada como padrao interno
{Pl) em todas as amostras.

As seguintes fases méveis foram avaliadas:
1 — Tampéo fosfato de sédio dibasico 0,05M (pH=5,8) e acetonitrila (70:30};
- 2 ~ Tampao 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 — Tampéao fosfato de potassio 0,01M (pH=4,7)} e acetonitrila (70:30),

5 — Tampéo fosfato de sédio dibasico 0,05M (pH=6,5) e acetonitrila {70:30).

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 serj utilizado para a dosagem final de mepivacaina no plasma. Todas as fases
moveis foram degaseificadas em banho ultrassdnico previamente ao uso. O pH foi
ajustado com acido fosférico ou com hidrdxido de sédio 1N.

Foram observados os melhores resultados utilizando-se & fase méavel 1 [Tampéo

fosfato de sédio dibasico 0,05M {pH=5,8) e acetonitrila {70:30)]. Esta fase mdvel permitiu



a dosagem de mepivacaina, nas menores concentragdes e do Padréo Interno, impedindo

a sobreposicao dos picos cromatograficos (Figura 1).
300+
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Figura 1: Cromatograma da mepivacaina obtida em distintas concentragdes com a

fase mével 1.

Fase movel 2 [Tampao fosfato de sdédio monobasico 0,05 M (pH=4,7) e acetonitrila
(70:30)] ndo permitiu a dosagem de mepivacaina, pois houve sobreposi¢ao dos picos

cromatograficos da mepivacaina e do Pl (Figura 2).
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Figura 2: Cromatograma da mepivacaina obtida em distintas concentragbes com a

fase moével 2.
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A fase moével 3 [Tampao fosfato de potassio 0,01M (pH=5,8) e acetonitrila (70:30)]

ndo permitiu a dosagem de mepivacaina, apesar de nédo ter ocorrido sobreposi¢do dos

picos cromatograficos da mepivacaina e do PI, esta fase movel ndo permitiu detectar as

menores concentragdes de mepivacaina (Figura 3).
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Figura 3: Cromatograma da mepivacaina obtida em distintas concentracées com

a fase movel 3.

A fase movel 4 [Tampéo fosfato de potassio 0,01M (pH=4,7) e acetonitrila (70:30)]
nao permitiu a dosagem de mepivacaina, pois também ocorreu sobreposi¢ao dos picos
cromatograficos da mepivacaina e do Pl (Figura 4).
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Figura 4: Cromatograma da mepivacaina obtida em distintas concentragées com

a fase movel 4.



13
A fase mével 5 [Tampé&o fosfato de potassio 0,01M (pH=6,5) e acetonitrila (70:30)]

ndo permitiu a dosagem de mepivacaina, apesar de n&o ter ocorrido sobreposi¢ao dos
picos cromatograficos da mepivacaina e do Pl, esta fase mével ndo permitiu detectar as

menores concentracdes de mepivacaina (Figura 5).

300
h PI
200

100 MEPIVACAINA
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-100 4
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Figura 5: Cromatograma da mepivacaina obtida em distintas concentragoes com a

fase m[ovel 5

Todo o plasma utilizado neste estudo foi doado pelo Hospital dos Fornecedores de
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 quantificagdo, as amostras individuais sofreram diluicbes
progressivas de mepivacaina partir de 10 pg/mL (5, 2.5, 1.25, 0.62, 0.31, 0.15). A fase
moével utilizada para os testes iniciais foi trocada por uma que mostrou melhores

resultados no plasma, composta de tampao fosfato de potassio monobasico a 0,01M

(pH=5,8) e acetonitrila (80:20).
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Efeito da extragdo e centrifugagdo sobre a concentragdo
As amostras contendo MPV foram submetidas aos processos de extragao descritos
a seguir. Os resultados foram comparados em termos de precisdo e linearidade e a

melhor combinacgao de extracado foi adotada para a proxima fase.

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

impossibilitou a detecgao da MPV e do PI (Figura 6).
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Figura 6: Cromatograma da mepivacaina (verde) e do blank (azul) apés a

extracdo 1.

Método de extracdo 2 — 500 pL de plasma + 250 pL de solucdo de precipitacao.
Esta solugdo € composta por acido perclérico a 20% e tampéo fosfato de citrato, pH 5.8,
90:10 (v/v). A mistura foi agitada em em vortex por 60 s e submetida a centrifugacao a
14.000 rpm durante 15 min, 450 yL do sobrenadante foram misturados com 500 pL de
uma solucao de ajuste de pH (tampao fosfato de citrato, hidréxido de sédio 1M, 110:40

(viv). ApGs este preparo as amostras foram injetadas no sistema cromatografico. A
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extracdo nao se mostrou eficaz (Figura 7), pois ndo eliminou uma quantidade suficiente
de proteinas que possibilitasse a detecgao de MPV.
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Figura 7: Cromatograma da mepivacaina (vermelho) e do blank (azul) apés a

extracao 2.

Método de extracdo 3 — 500 pL de plasma + 250 pL de solucéo de precipitagao.
Esta extracdo foi semelhante a segunda, porém as proporgdes utilizadas na solugdo de

precipitacédo e na solugéo de ajuste de pH foram diferentes, sendo estas:

Solugéo de preciptagéo (acido perclérioco
20%+tampéao citrato de fosfato)

Solugao de ajuste de pH (tampao fosfato
de citrato +NaOH)

30:70 90:60
50:50 79.75
70:30 60: 90

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

sistema cromatografico. O pH obtido para as amostras foi:

Extracao

pH

7,0

Proporcao sol. De preciptacdo 30:70, sol. ajuste de pH (90:60)

Proporgéo sol. De preciptacéo 50:50, sol. ajuste de pH (75:75)

6,0

Proporgao sol. De preciptagao 70:30, sol. ajuste de pH (60:90)

6.0
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Os resultados foram comparados em termos de preciséo e linearidade e o melhor
método [extracdo com solugdo de preciptagdo 50:50, solugdo de ajuste de pH (75:75)] foi
adotado para a proxima fase. Esta extracdo se mostrou eficaz para a deteccéo de MPV
no plasma, porém ndo foi possivel detectar quantidades muito pequenas, a menor
quantidade detectada 0,79u/mL. Assim, novos métodos de extragéo foram tentados. A
figura 8 mostra os cromatogramas obtidos e a Figura 9 mostra a curva de calibragao

obtida.
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Figura 8: Cromatograma da mepivacaina em distintas concentracbes apds a

extracdo 3.
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Figura 9: Curva de calibragdo obtida com mepicaina em diferentes concentragbes
(50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,56; 0,79 pg/mL), utilizando a extragéo 3.
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Método de extracdo 4 - 500 uL de plasma + 250 pL de solugé@o de precipitacao

[4cido perclérico a 20% e tampéo fosfato de citrato pH 5.8 (50:50, v/v)]. A mistura foi
agitada em vortex por 60s e submetida a centrifugagédo a 14.000 rpm durante 15 min.
Quatrocentos e cinqiienta microlitros do sobrenadante foram misturados a 150 pL da
solucdo de ajuste de pH [tamp&o fosfato de citrato + hidroxido de sddio 1M na proporgao
75:75 (vIv)]. Apbs este preparo as amostras foram injetadas. Os resultados obtidos nao

foram satisfatorios, ficando o limite de detecgéo acima do esperado. (Figura 10)

300+

2004

100

Figura 10: Cromatograma da mepivacaina obtida em distintas concentracoes ap6s

a extracéo 4.

Método de extracdo 5 — As amostras de plasma foram preparadas das seguintes
maneiras:

o 500 L de plasma + 500 pL de acetonitrila, agitagédo em vortex por 60 s.

= 500 WL de plasma + 250 pL de solugao de precipitagéo (acido perclorico 20%

e tampao fosfato de citrato pH 5.8, 50:50, v/v), agitagdo em vortex por 60 s.

As amostras de plasma com MPV 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 satisfatérios, ndo sendo possivel detectar

a MPV (Figura 11).
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Figura 11: Cromatograma da mepivacaina (vermelho) e do blank (azul) ap6s a

extracéo 5.

Método de extragao 6 — 25 pl de MPV nas seguintes concentragdes 50, 25, 12.5,

6.25. 3.125, 1.56, 0.78, 0.39, 0.19 ug/mL, foram colocadas sobre um filtro de papel. Em

seguida foram adicionados 50 pl 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 método de extracao, somente MPV em grandes

quantidades foram detectadas (50 e 25 pg/mL) (Figura 12).
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Figura 12: Cromatograma MPV 50 ug/mL (laranja), MPV 25 pg/mL (verde), MPV 12.5

ug/mL (vermelho) e MPV 6,25 ug/mL(azul) apés a extragéo 6.

7- O processo de extragdo utilizado a seguir foi uma extragao de fase sélida. Para
esta extragao foi utilizada uma coluna de silica Bond Elut Jr - Varian® (Figura 15), esta foi
condicionada com 5ml de acetonitrila e em seguida 5ml de agua ultra purificada.
Mepivacaina foi diluida no plasma nas seguintes concentragdes 6.25, 3.125, 1.56, 0.78,
0.39, 0.19 pg/mL.

Foram adicionados 1,5mL de agua ultrapurificada nas amostras de MPV, a mistura
foi agitada em 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 tampéao fosfato de potassio
pH 4,0 + acetonitrila (60:40). Depois da aplicagéo do tampao fosfato pH 4,0, o resultante
foi recolhido e injetado no sistema. Ao final das injegbes os resultados n&o foram

satisfatérios, ndo foi possivel detectar MPV (Figura 13).
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Figura 13: Cromatograma da mepivacaina (vermelho) e do blank (azul) apos a

extracéo 8.

Figura 14: Coluna de silica Bond Elut Jr (Varian®).
Apbs os ensaios, 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.
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DISCUSSAQ

O objetivo deste trabalho foi criar um método simpies e barato in vifro para
determinagado dos niveis plasmaticos de anestésicos, que pudesse ser utilizado ne futuro
em estudos in vivo para observar a farmacocinética de anestésicos locais (ALs) apos a
aplicacéo intraoral.

Existem poucos estudos que determinaram a farmacocinética dos Als apds inje¢éo
intra oral com o0 método CLAE.

KANG et al (1998) desenvolveram um método para detecg@o de lidocaina em
plasma usando extragcdo de fase sélida e detecgdo UV de 210 nm. Os autores
conseguiram um limite de quantificagdo de 20 ng/ml. Embora o método descrito pelos
autores tenha sido reproduzido no presente estudo, ndo fol possivel observar o mesmo
limite de quantificagdo. Provavelmente, pequenas diferencas metodologicas foram
responsaveis pelo fato. A principal diferenga entre método empregado no presente estudo
e o descrito por Kang et al. foi o pH da fase mével, o qual foi 5,9 para KANG et al, e 5,8
neste estudo. Os fabricantes dos equipamentos e da coluna também foram diferentes.
Além disso, no presente estudo nio foi utilizado o guarda-colunas. E improvavel que
estas pequenas diferengas tenham causado tamanha discrepancia entre os resultados.
Provavelmente outros fatores, tais como a temperatura da coluna e o tipo de extragéo
utilizado, devem ter contribuido para as diferengas observadas.

Um dos principais fatores que podem ter contribuido para a néo detecgao de
concentragbes mais baixas da mepivacaina foi a sua alta ligagdo as proteinas
plasmaéticas.

Esta pode chegar a 75% e a alta ligag&o protéica aos eritrécitos poderia também
ser um fator importante (MALAMED, 2001). Assim, durante 0 processo de extragao

grande quantidade do anestésico pode ter sido perdida impossibilitando a sua deteccao.
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CONCLUSAO

Nenhum dos métodos propostos foi efetivo para permitir a quantificagéo da
mepivacaina em niveis menores que 0,79 pg/mL. Novos estudos, avaliando outras
variaveis sdo necessarios para entender os mecanismos que afetam a concentragéo da

mepicavaina no sangue humano.
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