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Introducao |

A anadlise de farmacos em fluidos biologicos é
importante para a compreensdo do comportamento
farmacocinético e  farmacodindmico  desses
compostos. No entanto, uma das maiores
dificuldades no desenvolvimento de métodos de
andlise por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia) reside no desafio em obter uma amostra
em condi¢des adequadas para ser analisada.

A amostra deve estar livre de compostos
interferentes, os quais além de prejudicarem as
analises podem danificar as colunas
cromatograficas pela adsorcdo de proteinas no
suporte, ocasionando o0 comprometimento da
performance das colunas. Assim, uma das etapas
mais importantes na bioandlise de farmacos, por
CLAE, é o pré—tratamento das amostras biologicas.

Dentro deste contexto, as fases de acesso
restrito (RAM) tém se destacado por permitirem
injecbes diretas de biofluidos nos sistemas
cromatograficos. Estas fases promovem a exclusdo
de macromoléculas (proteinas) com retencao
seletiva das micromoléculas® e foram selecionadas
neste trabalho.

Resultados e Discussao |

Uma variedade de colunas de acesso restrito
tém sido desenvolvidas e utilizadas para analise de
diferentes classes de farmacos em fluidos
biol6gicos por cromatografia multidimensional.

Dentre estas, as fases de acesso restrito
recobertas com albumina sérica bovina (RAM-BSA),
mostraram excelentes resultados para trabalhos
realizados no grupo em diferentes matrizes, dentre
elas leite, plasma humano e bovino e ovo, com
acoplamento das colunas RAM-BSA tanto com
colunas analiticas aquirais quanto com colunas
quirais.

Com isso, nesse trabalho, quatro fases RAM-
BSA foram preparadas com diferentes suportes e
avaliadas quanto ao poder de exclusédo protéica de
fracdes microssomais obtidas de figados de ratos,
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uma vez que esta abordagem sera posteriormente
utilizada em um método multidimensional por CLAE,
com injecdo direta de amostras, no estudo do
metabolismo in vitro do albendazol.

As colunas RAM-BSA foram preparadas
segundo o protocolo descrito por Menezes e Félix.?
Para a exclusdo das proteinas microssomais foram
preparadas as colunas RAM-BSA C8, C18, ciano e
fenil (5,0 x 0,46 cm) e avaliadas utilizando-se agua
como fase moével a 1,0 mL.min™, para diferentes
volumes de amostras (50, 100 e 200uL). O método
de Bradford® foi utilizado para avaliar a eficiéncia da
exclusdo das proteinas microssomais pelas colunas
extratoras preparadas.

Os resultados mostraram valores porcentuais de
93 a 98% para a exclusdo protéica, em apenas 5
mim de eluicdo, em todas as quatro colunas
preparadas, independente do suporte empregado, 0
gue demonstra que a escolha da coluna a ser
empregada como extratora devera ser realizada
considerando-se a retencdo e seletividade para os
compostos de interesse.

Conclusodes

Este trabalho demonstrou a eficiéncia de
exclusdo das proteinas microssomais pelas colunas
RAM-BSA, sem a adig&o de solventes organicos ou
de aditivos na fase movel. Portanto, as colunas
avaliadas podem ser usadas indiscriminadamente
para a exclusédo de proteinas, usando microssomas
como matriz, no desenvolvimento do método
analitico por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia Multidimensional.
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