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RESUMO

Os 6leos essenciais sdo constituidos de metab&#ogndarios de plantas e séo
importantes no metabolismo destas apresentandosidisde de atividades bioldgicas. O
anetol, ou trans-anetoltréns-1-metoxi-4-(prop-1-enil) benzeno), € um dos ppacs
constituintes do 6leo essencial de anis estrelHtoiym verum hook). Porém, um campo
pouco explorado na literatura é o estudo de biodigilidade de 6leos essenciais. Nao foram
descritos na literatura estudos utilizando cromatftey liquida (CLAE) para quantificacdo de
anetol com finalidade de fazer o estudo de biodigplalade, utilizando plasma humano ou
mesmo de animais. O objetivo deste trabalho faleatificacdo e a quantificacdo do anetol
presente no 6leo essencial do anis estrelado @mpuop método de quantificagdo do anetol
por cromatografia liquida de alta eficiéncia emefesversa, utilizando como matriz o plasma
de rato. Para identificacao foi utilizado RMN, CGM CLAE. Na validacdo do método de
analise em CLAE de anetol em plasma, foram reaiatstes utilizando fase movel
metanol:dgua (85:15). O composto foi extraido dwsmpla pela precipitacdo com metanol a
baixa temperatura, mesmo o composto tendo carstatas fisicas apolares. Os resultados da
validagéo foram satisfatorios com & Bcima de 0,99 e em relacdo & precisdo um desvio

padréo relativo menor que 6%.

Palavras chave: Anetol; CLAE; biodisponibilidade



ABSTRACT

Essential oils are composed of secondary metabdalitplants and thay are important
in the metabolism of these presenting diverse pgio& activities. The anethole, or trans-
anethole (trans-1-methoxy-4-(prop-1-enil) benzemg)a major constituent of essential olil
from star anise (lllicium verum Hook). An unusuapic investigated in the literature, is the
study of bioavailability of essential oils. It waet described in the literature, a method using
liquid chromatography (HPLC), with a purpose to makbioavailability study using plasma
of human or animalsThe objective of this study was the identificatenmd quantification of
anethole present in the essential oil of star amisd proposes a method of quantification of
anethole by liquid chromatography of reverse phasig the rat plasma as matrix, and for
Identification was used NMR, GC-MS and HPLC. Thdidaion method of analysis of
anethole in plasma, were performed using as mqifiese methanol: water (85:15). The
compound was extracted from plasma by precipitaticth methanol at low temperature,
even the compound being apolar. The validationltestere satisfactory with Rabove 0.99

and the precision present a standard deviatiorthess6%.

Keywords: Anethole; HPLC; bioavailability



1. INTRODUCAO

Os 6leos essenciais sao constituidos de metab&#ogndarios de plantas e séo

importantes no metabolismo destas apresentandsidiade de atividades bioldgicas.

O anetol, ou trans-anetol [1,2,3fdns-1-metoxi-4-(prop-1-enil) benzeno) [1] esta
presente em &aios Oleos essenciais como o0s obtidos de plantas damo, Anis
estreladd(licium verum hook) [1,4], Pimpinella anisum [5] e Foeniculum vulgare [6] como
componente majoritario [3]. As plantas que contéranetol tém uso na culinaria como
condimento [2] e aromatizante de bebidas alcodli€asnetol tem sido utilizado na medicina
popular por apresentar algumas propriedades, tai® @ de calmante e antiespasmaodico
[4,7]; porém, comprovadamente, foi demonstradddatie antiviral para Herpes virus tipo 1
(HSV-1)[8], além de apresentar atividade antimi@oh [3,5,6] e antifungica [3,5].

Para os 0leos essenciais, a identificacdo e aitjcagdio geralmente sdo realizadas
por cromatografia gasosa (CG) [2,6,9] podendo estaplado a outras técnicas [6,9,10], isso

devido as caracteristicas quimicas destes compostos

A maioria dos trabalhos descritos na literaturaresab perfil farmacocinético de
drogas sao realizados por meio da CLAE (cromatzgtafuida de alta eficiéncia) [11,12].
No estudo sobre o perfil farmacocinético do 1-80in13] realizado em plasma humano,
presente em varios 6leos essenciais, tais conuiralfl3] e do gengibre [10], este composto
foi quantificado por CG. Em outro estudo clinicdilizando o plasma de pacientes que
consumiram cha de funchBdeniculum Vulgare), foi demonstrado por quantificacéo atraves
de CG que esta plantantém grande quantidade de anetol e, também,tdmas[14]. A
metodologia empregada para os estudos de biodisjidaile € de suma importancia, porém
o melhor método para este tipo de quantificacdor &mmatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE), devido ao fato do CG ser um método muitmdeado.

Porém, um campo pouco explorado na literatura stude de biodisponibilidade de
Oleos essenciais, este tema deveria ser mais aognoiais com esse tipo de estudo, algumas
informagdes importantes tais como, um maior comheto sobre absorgédo, concentragcbes
plasmaticas, tempo de excre¢do, tempo de meiasédam adquiridos, podendo assim



definir uma concentracao terapéutica ideal, semecascos de acontecer uma intoxicacao, e

ainda apresentar uma melhor forma de adminisisabstancia.

Na literatura cientifica ja foram descritos véariogtodos para andlise do anetol
[1,2,3,15,16]. Para esta substancia os méetodosatognaficos utilizados para a identificacao
e a quantificacdo, mesmo realizados por CLAE, aptasn um maior tempo de andlise,
inviabilizando o estudo de biodisponibilidade, ond&imero de amostras € grande e o tempo
total de andlise demorado, o que os torna pratictameviaveis devido a grande utilizacao de

solventes e o custo do processo muito alto.

2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi a identificacdo enjifi@acdo do anetol presente no 6leo
essencial do anis estrelado e propor método detificagfio do anetol por cromatografia

liquida em fase reversa, utilizando como matritasmpa de rato.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencéo do anetol

Os frutos secos de anis estrelado foram utilizgohvs. obter o Oleo essencial de
interesse. Estes frutos foram levados a um bal&esilacdo com duas saidas, em presenca
agua, assim procedeu-se a destilacdo por arrastgpde por método de Clevenger. Obtido o
Oleo, este novamente foi submetido a destilacd@mpaste a vapor, com finalidade de obter o

anetol, com a maxima pureza possivel.

3.2 Solventes

Nas andlises por CLAE (cromatografia liquida de aftciéncia) e para extracdo das

amostras foi utilizado reagente metanol grau HRIITCRaker, Inc. Phillipsburg, NJ, EUA). A



agua deionizada foi purificada usando um sistempudéicacado de agua Milli-Q (Millipore,
Billerica, MA, EUA).

3.3 Andlise por RMN e CG-MS

A composicao quimica do oleo foi determinada poiordas analises dos espectros de
ressonancia magnética nuclear (RMN) (Varian modéévcury plus BB) de hidrogénio e
carbono (RMN déH e *°C), obtidos operando a 300 MHz pathe 75,5 MHz pard®C. O
solvente utilizado para dissolucdo das amostraslfwioformio deuterado (CDg)l Os
deslocamentos quimicos séo indicados em ppm erasactes de acoplamento(J) em Hertz
(Hz) e apods a execucdo do RMN fez- se os testes ©@8-MS (Cromatografia gasosa
acoplada a espectrometro de massas) (THERMO ELEGTRORPORATION modelo
Focus GC), para determinar a pureza do anetol.

As Andlises por CG-MS foram realizadas utilizandmo detector um espectrémetro
de massa quadrupolar, com fonte de ionizacédo dacimmle eletrons, operando a 70 eV. A
identificacdo dos constituintes do Oleo essen@maldeterminada por meio das analises e
comparacao dos indices de retencédo observadosmatagrama com os indices descritos na
literatura. Os cromatogramas das amostras foraistr@dps nas seguintes condi¢des: Coluna
capilar: DB-5 (30 m x 0,32 mm, 0,50 mm), temperatunicial da coluna, 250 °C Tempo
inicial, 60°C (1 minuto.); e rampa de aquecimer8C/minuto até 18C; temperatura do
injetor 220°C; Hélio como gés de arraste, em flgpastante de 1,0 mL/min. O volume

injetado foi de JuL de amostra dissolvida em acetona (1:10).

3.4 Espectro de UV-VIS a partir do detector de arrajo de fotodiodos

A partir da analise cromatografica com equipameet€LAE (Marca Varian, modelo
Pro star) com detector de arranjo de fotodiodo (RPD@& determinado o comprimento de
onda 6timo para andlise de anetol. Neste testenfatdizados os seguintes parametros: Fase
moével metanol: agua (86:14) com fluxo de 1,2ml/nemluna cromatogréfica de fase reversa
C18 (SGE) ( 150mm x 4.6mm x 5um), e um espectroateedura entre 210-400 nm. O

volume de injecao utilizado foi de 15 pL.



3.5 Instrumentos e condi¢cdes cromatogréficas do noeto de quantificagdo do

anetol

O sistema cromatogréfico foi constituido por craygedfo liquido de alta eficiéncia
modelo 2695, com auto injetor (Waters corporati@goplado com detector de UV-VIS
modelo 2487(Waters corporation), e o softwareaadd foi o Empower one. As condi¢des
cromatograficas foram restritas a utilizagéo de fagvel com metanol:agua ( 85:15) e coluna
(Thermo electron corporation) ODS Hypersil ( 150 mr@,1 mm x 3um).O fluxo utilizado
foi de 0,200 mL/min e o comprimento de onda seleilo foi de 259nm, sendo que o volume
de injecéao foi de 25 pL.

3.6 Preparo da solucéo padrao

A solucédo padrao foi preparada dissolvendo o pade&i@netol em metanol grau

CLAE na concentracado em de 1000 pg/mL, e armazenddg.

3.7 Obtencéo do plasma

O sangue dos animais foi coletado em seringa cdotéeparina e centrifugado a

10.000 rpm por 10 minutos em temperatura ambiearie @btencdo do plasma.

3.8 Curva de calibracdo

A matriz, plasma de rato isento de contaminantes (o), foi utilizada na preparacéo
das curvas de calibracdo. Para quantificacéo tif@ado o método por padronizacdo externa.
As curvas de calibracdo foram construidas em relac@écnica de regressdo linear com
andlise baseada na area do pico do anetol. A deealibracdo tem sete pontos entre 0,2
ug/mL- 3,0 ug/mL.

3.9 Preparo da amostra

Uma amostra de 0,2 ml de plasma contendo anetdekproteinizada pela adicdo de
0,3 mL de metanol grau HPLC gelado. A amostra fgprosamente homogeneizada por 2

minutos, e centrifugada a 10.000 rpm durante 1@to#a 4°C. O sobrenadante foi coletado
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e encaminhado para analise cromatogréfica no saistEnCLAE para a determinacdo de

anetol.

3.10 Validacdo do método de quantificacdo de anétm plasma

A comparacdo cromatografica da solucao padrao emlaeam meio de metanol e do
plasma de rato isento de contaminantes foi condupara avaliar a especificidade e
seletividade do método, onde os interferentes pteseno plasma de rato branco podem
apresentar no mesmo tempo de retencdo da substi&niriteresse um pico com no maximo
20% da area do pico do LIQ de anetol. As curvasatibracdo para determinar linearidade,
realizadas em triplicata, foram obtidas a partiadza do pico com relacdo a concentracdes
plasmaéticas utilizando como modelo de regress@adit/X. A correlagdo com valor maior
do que 0,99 é o esperado. As concentracdes de @Qdle de qualidade) foram calculadas
por interpolacdo a partir dos das curvas de calitraA precisdo intra e inter-corrida foi
determinada pela avaliagcdo dos resultados medidosase das amostras de CQ em baixa,
média e alta concentracdo, sendo que foi utilizachon=5 para cada concentracdo. A
Precisao foi expressa a partir do desvio padraaivel (RSD %), e este devera ser inferior a
20% para a LIQ e para o maior ponto de curva, e éB%4odas as outras concentracoes. A
exatiddo (%) foi determinada em uma relacdo entrmédia das concentracdes reais
encontradas e a concentracdo nominal. O LIQ (limfexior de quantificagéo) do bioensaio,
definido como a mais baixa concentragdo na curveatlbracéo, deve ser quantificado com
exatiddo que ndo pode exceder 20% do valor nonginadecisdo com limite de 20% de
desvio. A recuperacdo da extracdo das amostrasstabelecida por comparacdo entre os
picos obtidos do branco com adicdo padréo de aeetotoncentracdo conhecida e o0 pico

solugdo em metanol contendo anetol também com onwentracdo determinada.

O teste de estabilidade de gelo-degelo foi reddizpds um ciclo conhecido como o
primeiro derretimento. Outro teste de estabilidade foi realizado € o teste denominado de
estabilidade de pés-processamento que € realizaaiodq as amostra sdo extraidas e logo
apos ocorre injecdo em CLAE e ao passar do tengss esesmas amostras extraidas sao
injetadas novamente nos tempos de duas, quats), s, dez, doze, dezesseis e vinte e
quatro horas apds a extragdo. Em outra série daimentos de estabilidade foi realizado a
estabilidade de curta duracdo a temperatura amnebientle foram preparadas as amostras de

plasma contendo anetol, e estas divididas em dagdes, onde uma das fracOes teve a
7



extracao realizada logo apds o termino do prepasaachostras, e a outra fragdo ficou exposta
a temperatura ambiente por seis horas, e postetbenioi realizada extragcdo. Em ambos 0s
casos as amostras recém extraidas foram levadastama de CLAE para analise e os
resultados foram comparados para comprovar a kdtald da amostra em temperatura

ambiente.
3.11 Animais

Todos os experimentos foram realizados com plasnatds Wistar submetidos ao
jejum de alimento e agua, provenientes do biotéeotral da Universidade Estadual de
Maringa. Os ratos foram alojados em 22 + 2°C solristo doze horas de escuriddo e doze
horas com iluminagéo artificial. O protocolo expental foi aprovado pela Comissao de

Etica em Experimentacédo Animal da Universidadedistbde Maringa.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise por CG-MS e RMN

O cromatograma do Oleo essencial de anis estrdkidol), obtido por CG-MS,
apresenta no tempo de retencédo de 21,02 minuto®tolague esta em alta concentracao,
aproximadamente 98%. Como a identificacédo foi zedi por espectro de massa simples, a
massa encontrada foi de 148 mz ( Fig. 2), reprodiazo que ja foi descrito na literatura para
esta substancia [3,17,18] os outros picos correlpn a alguns contaminantes, como o

Estragole o Linalol que foram identificados no tempo een¢cdo de&7,25min e12,97in.
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Fig. 1: Cromatograma do 6leo essencial de anigladty por CG-MS (TR=21.02 correspondendo ao

anetol-98% de pureza).
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A anélise dos espectros unidimensionais de RMN@e'H deste 6leo comprovou a
presenca do composto majoritario que é o anetgl3ffi Assim como no CG-MS, nos
espectros de RMN foi observada a presenca dosnoimraiates, mas que nada interferiram na

identificacdo do composto principal.
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Fig. 3: Estrutura molecular do anetol

RMN *H (300 MHz, CDCY): 7,27 (dt, 2H, H-3 € H-5Ju 1, € Jpc g = 8,7 HZ " pgnse ,
HgHs= 3,0 HZ ), 6,84 (dt, 2H, H-2 & H-8J4, 15 € g rs = 8,7 HZ T hpms€ s T g H, = 3,0
Hz), 6,35 (dg, 1H, B *Jn, n,= 15,7 Hz,"Jn, 1, = 1,6 Hz ), 6,10 (dq, 1H,dIp, 1= 15,7
Hz, %I, 1, = 6,6 Hz), 3,79 (s, 3H, M 1,86 (dd, 3H, i *Jn, n,= 6,5 Hz," Iy, 1y = 1,5 Hz ).

RMN *C (75 MHz, CDCY): 158,7 (C-1), 131,0 (C-4), 130,5 (C-8), 127,03@-C-5), 123,6
(C-9) 114,0 (C-2 e C-6) 55,4 (C-7), 18,6 (C-10).

4.2UV-VIS

O teste de UV-VIS foi realizado para determinareahar comprimento de onda para
analise e validacdo do método de quantificacametoh Os resultados mostraram que para a
analise deste composto o melhor comprimento de émalale 259 nm (Fig.4), concordante

com a literatura [1,3].

258.9nm
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Fig.4 Perfil de absorcdo molecular do anetol néicedo UV-VIS.

4.3 Desenvolvimento de método por CLAE

No desenvolvimento do método de analise de aneiolQLAE, diferentes fases
moveis foram utilizadas para obter um bom resultadmatografico. No presente método, a
fase moével utilizada foi metanol:agua (85:15), v/fixo de 0,2 ml/min, e uma coluna
THERMO ODS Hypersil ( 150mm x 2,1mm e 3,0 um) mmstser a melhor condicdo
cromatografica encontrada. O comprimento de ondaepue maxima absorcéao foi de 259 nm
[1,3]. A elevada proporcdo de metanol na fase méoiejustificada pelo fato do anetol
apresentar caracteristicas apolares, sendo pramtannsolivel em agua, assim necessario
uma fase moével com elevada proporcdo de solvegi@nmo.Nestas condi¢cdes, 0 pico da
substancia obteve melhor resolucédo e maior respast@LAE, e o tempo de corrida foi de 4
minutos com tempo de retencdo de 2,73 minutosy)rigendo este método de analise para o
anetol o mais rapido por cromatografia liquida JA,3No caso da existéncia de varias
amostras como na validacdo de método de analisssldancia em material biolégico, o
método por CLAE, que geralmente tem tempo de anélsnor para substancias isoladas, &

viavel, pelo fato que os testes por cromatogradsoga sdo extremamente demorados.
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Fig.5: Cromatograma do anetol em CLAE de fase ssvaom tempo de retencdo de 2,73 minutos na
concentracdo de lug/mL em plasm@izando como fase moével metanol:agua (85:15)), fluxo de 0,2

ml/min.

4.4 Validacdo do método de quantificacdo de anetein plasma

Para a validacdo do método foram utilizados vddetes preconizados pela resolucao
899 e pelo FDA (Food and Drug administration) [P®] dentre eles: especificidade e
seletividade, sensibilidade, linearidade, precs&xatiddo. Para avaliacdo da estabilidade da
amostra foram realizados testes de pds-processardaramostra, seis horas a temperatura

ambiente e do gelo e degelo [19,20]

No meétodo cromatografico utilizado neste trabdibioempregado o metanol para
precipitacdo de proteinas plasmaticdsarias substancias tais como: metanol, etanol,
acetonitrila ou acido perclorico tem apresentadmsboesultados na precipitacdo de
substancias enddgenas que podem interferir nases@romatograficas [21,22,23]. Outra
metodologia para realizar a extracdo de amostaer@ ser por meio de extracéo liquido-
liquido, utilizando diclorometano como solvente. Bossos experimentos esta técnica néo
foi eficaz, devido ao fato de se estar utilizand@mwcromatografia de fase reversa, com coluna
C18; neste caso a amostra necessita estar sessuspensa em metanol, sendo inviavel, pois

0 anetol € Oleo essencial e volatil, sendo evapoatto com o solvente. Portanto o melhor
12



método para a extracdo deste tipo de substancesvo método de precipitagdo, que foi
muito eficiente atingindo um bom desempenho, sepndoa recuperacdo da amostra foi de

aproximadamente 96%, considerado um alto indice@eperacéo.

Um padrao interno se bem que desejavel, ndo éamlsan método utilizado, uma
vez que a padronizacdo externa pode avaliar cooiémrfia as amostras preparadas em
plasma. Neste presente estudo, os resultados sbfatam satisfatorios, ndo havendo
necessidade do padrédo interno, como ja referenamdditeratura para outros métodos
quantitativos [24-25].

4.4.1 Seletividade e especificidade

Os resultados cromatogréficos do branco e da &olde 500 ng/mL de anetol em
metanol apresentaram pouca interferéncia, o queprawa a auséncia de interferentes

endogenos, correspondendo, portanto a uma alteiesipade e seletividade do método.

4.4.2 Sensibilidade e linearidade

A curva de calibragdo foi linear em relagdo ao® s®intos utilizados entre as
concentragcées 200-3000 ng/ml no plasma, sendoaglee ponto da curva foi obtido a partir
de trés replicatas. A equacdo de regressdo ohtidadef Y= 5.379x+108.330 e 0°R
0,99459856 (peso = 17X O teste de Rfoi superior a 0,98 sendo este o valor minimo
preconizado pela ANVISA, estando o nosso testendaridade adequado.

4.4.3 Precisao e exatidao

Nos testes de precisdo e exatidado, foi utilizadteste preconizado pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e pelo A19,20] que sao os controles de
baixa, médiae alta concentracdo. O controle de qualidade deab@QB), concentracao
precisa ser menor ou igual a 3 vezes do LIQ, 80 Em nossas analises foi utilizado o
controle de qualidade baixo com concentracao dei@®l; o controle de qualidade medio
(CQM), € a média do controle baixo e o alto enasgiilizamos uma concentracdo de

1,7ug/mL. Pelas normas, o controle de qualidade (&IQA), necessita estar entre 75% a

13



90% da concentracdo do ponto mais alto da curvacaldracdo, sendo utilizada a
concentracgdo de 2,7 ug/mL. Estas normativas s@&abdas na resolucao 899 de 29 de maio de
2003 da ANVISA e pelo guia de validacao de metomarialitico do FDA [ 19,20], que
impbe regras para 0s ensaios bioanaliticos. A siecglobal inter e intra-dia, e a exatidao
para determinacéo de anetol em plasma estdo afaeéssma Tabela 1.

A determinacao da precisdo (RSD%) teve resultadoomgue 6% paraés niveis de
controle de qualidade empregados (tabela 1), & estiio de acordo com as réheias
utilizadas, onde admite-se um desvio maximo del®% para os controles de média e alta
concentracdo, e de ate 20% para o controle de loameentragdo. portanto os resultados
encontrados em nosso estudo estdo dentro dos padst&belecidos para validacédo do
método. A exatiddo encontrada, na faixa de 909892, (tabela 1) também esta dentro dos
padrbes. Em conjunto, os resultados indicaram geasaio teve notavel reprodutibilidade
com exatidao e precisdo aceitavel, para os parasditerminados pela ANVISA e pelo
FDA.

Tabela 1: Valores de precisdo e exatidao da va@mdo método de analise de anetol

em plasma.
CcaB cam CQA
RSD(%) 2,43 2,1 5,90
Valor nominal 0,6 ug/mL 1,7 ug/mL 2,7ug/mL
Valor encontrado 0,54 ug/mL 1,74 ug/mL 2,78 ug/mL
Exatiddo 90% 102.35% 102,96%

CQB: controle de qualidade baixo; CQM: controlegdalidade médio; CQA: controle de qualidade alto

RSD: desvio padréo relativo
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4.4.4 Estabilidade pOs-processamento da amostra

Em relacéo a estabilidade do pos-processamentmdstt@, no tempo inicial (tempo
zero) e apos 16 horas da amostra ter sido extnaddaapresentaram variacdo significativa
(dados néo apresentados). Por outro lado, 0 me&moaorreu em vinte quatro horas apos a
extracdo, onde a curva de calibracdo nao apresénéamidade. As amostras foram instaveis
considerando que houve variagéo significativa desltados obtidos em relacédo a anélise em
tempo inicial.

Os dados obtidos pelo testes de estabilidade depmpésssamento das amostras
demonstram que a amostra é estavel por muito telapois de extraida, e assim pode ser
extraida e ficar armazenadas no auto injetor pogds periodos sendo assim muito viavel

fazer uma extracdo em série e deixar as amostrasosio de espera no CLAE.

4.4.5 Estabilidade de curta duracao

Pelo teste de seis horas de exposi¢do a tempeeatiniante, ficou demonstrado que
as amostras se apresentaram estaveis apos estopdei tempo, indicando que podem ser

mantidas em temperatura ambiente para serem edraid

4.4.6. Teste de gelo e degelo

Foi realizado o teste de gelo e degelo, segundmatora da ANVISA e o FDA
[19,20]. Em nossos experimentos, o teste de gelegelo foi realizado apenas uma vez, ja
que nao houve necessidade de reutilizar a amogteanté a validacdo. Este teste se torna
importante, em caso do descongelamento de uma rammtias vezes para retirada de
aliquotas, podendo reduzir a estabilidade destsstamsendo assim este teste € de grande
importancia para a estabilidade. Os dados obtidete teste demonstraram que praticamente

nao houve perdas com este ciclo, sendo assim uodmaibusto e estavel neste quesito.
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5. CONCLUSOES

Avaliando os resultados, pode-se concluir que:

* O anetol pode ser identificado e determinado pdo e CG-MS, RMN e UV-
VIS.

* O metanol pode ser utilizado como solvente de g&tralo anetol em plasma.

* A CLAE é um método eficiente para analise do anetol

» O método proposto por apresentar eficacia em didagao, pode ser utilizado em

um estudo farmacocinético.
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1. OBJETIVOS

Demonstrar o estudo de farmacocinética do anetgllasma de rato.

2. METODOLOGIA PARA DETERMINACAO DO ANETOL EM
PLASMA DE RATO

O métododesenvolvido e validado por meio da CLAE foi usililtp para o estudo de

farmacocinético do anetol em plasma de rato.

2.1 Animais utilizados
Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, machosn peso entre 220-280

gramas (n=8) submetidos ao jejum de doze horas.

2.2 Estudo farmacocinético

Os ratos foram tratados por gavagem com anetolasa de 250 mg/kg. Foram
coletadas amostras de 300uL de sangue da caudairdal aos tempos de 0O minutos, 15
minutos, 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas &djol2 horas e 24 horas apds a
administracdo da substancia. Apos centrifugacaatengao do plasma, as amostras sofreram
0 procedimento de extracdo para recuperacdo dolanetposterior andlise por meio da
CLAE.

3. RESULTADOS

Os resultados apresentam o Cmax do anetol em tdenawma hora apds a
administrac@o da substancia, onde foi determinatmaoncentracdo meédia de 2,1 ug/mL de
anetol em plasma de rato, outro resultado tamb@earisio € que apos vinte quatro horas da

administracdo ndo se encontra mais anetol no plasnanimal (Tabela 1).
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Tempo ( horas) Concentragao plasmética ( ug/mL) DP %

0.0 0 0

0.25 0.525 0.09
0.5 1.622 0.05
1.0 2.137 0.07
2.0 1.48 0.05
4.0 1.085 0.07
8.0 0.505 0.09
12.0 0.194 0.09
24.0 0 0

Tabela 1: Relacao da concentracdo plasmatica del @ne plasma de rato com o tempo decorrido apés a
administracdo da substancia.

Concentragao plasmatica

2.5
2.137
, LA
1.602
48
1.5
-
£ 1.085
(1]
3
1
0,525 0.505
0.5 9
0.184
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T |_"
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Tempo (horas)

Fig 1. Grafico de apresentagdo da farmacocinéticanétol em plasma de rato, onde demonstra a coac&o

(ug/mL) encontrada em decorrer do tempo(Horas).
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4. CONCLUSOES

Os métodos de preparo de amostra e aoaliiizados para o estudo de farmacocinética
demonstraram ser eficientes para esta finalidaglejos assim foi possivel apresentar uma

curva de concentracdo plasmatica de anetol enticeke do decorrer do tempo.
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Article structure

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numégisections. Subsections should be
numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, eb@ &@bstract is not included in section
numbering). Use this numbering also for internaksrreferencing: do not just refer to "the
text". Any subsection may be given a brief headifach heading should appear on its own

separate line.

I ntroduction
State the objectives of the work and provide amjadte background, avoiding a detailed

literature survey or a summary of the results.
Material and methods

Provide sufficient detail to allow the work to produced. Methods already published

should be indicated by a reference: only relevasdifications should be described.
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Theory/calculation
A Theory section should extend, not repeat, thé&dpracind to the article already dealt with in
the Introduction and lay the foundation for furtlerk. In contrast, a Calculation section

represents a practical development from a thealdigsis.

Results

Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the resoftthe work, not repeat them. A combined
Results and Discussion section is often appropriateid extensive citations and discussion

of published literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be preseantadhort Conclusions section, which

may stand alone or form a subsection of a Discassmidresults and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they shoultibstified as A, B, etc. Formulae and
equations in appendices should be given separatbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; ina
subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Simifarlyables and figures: Table A.1; Fig.
A.1, etc.

Essential title page information

« Title. Concise and informative. Titles are often usedfarmation-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

» Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., aldou
name), please indicate this clearly. Present thieoesl affiliation addresses (where the actual
work was done) below the names. Indicate all atfins with a lower-case superscript letter
immediately after the author's name and in frorthefappropriate address. Provide the full
postal address of each affiliation, including tbhermtry name, and, if available, the e-mail

address of each author.
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« Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondencelbstages of
refereeing and publication, also post-publicatiBnsure that telephone and fax numbers
(with country and area code) are provided in additbn to the e-mail address and the
complete postal address.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work describederarticle
was done, or was visiting at the time, a "Presddtess"” (or "Permanent address") may be
indicated as a footnote to that author's name.atideess at which the author actually did the
work must be retained as the main, affiliation @ddr Superscript Arabic numerals are used

for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. Thérattsshould state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conchssién abstract is often presented separately
from the article, so it must be able to stand al®éie this reason, References should be
avoided, but if essential, then cite the autha(g) year(s). Also, non-standard or uncommon
abbreviations should be avoided, but if essertigy must be defined at their first mention in

the abstract itself.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximuifé keywords, using American spelling
and avoiding general and plural terms and multplecepts (avoid, for example, "and", "of").
Be sparing with abbreviations: only abbreviatioinsly established in the field may be

eligible. These keywords will be used for indexmgposes.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Suggbfions separately, not attached to the
figure. A caption should comprise a brief titteo{ on the figure itself) and a description of
the illustration. Keep text in the illustrationgthselves to a minimum but explain all symbols

and abbreviations used.
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Tables

Number tables consecutively in accordance withr tygpearance in the text. Place footnotes
to tables below the table body and indicate theth superscript lowercase letters. Avoid
vertical rules. Be sparing in the use of tablesemslre that the data presented in tables do

not duplicate results described elsewhere in thelar

Reference Style

Reference Style

Text: Indicate references by number(s) in squaaekats in line with the text. The actual
authors can be referred to, but the reference ni(s)baust always be given.
Example: "... as demonstrated [3,6]. Barnaby ame&gd @3] obtained a different

result ...."

List: Number the references (numbers in squarekbtagin the list in the order in which they
appear in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:

[1] J. van der Geer, J.A.J. Hanraads, R.A. Lupdosci. Commun. 163 (2000) 51.
Reference to a book:

[2] W. Strunk Jr., E.B. White, The Elements of 8tyWacmillan, New York, 3rd ed., 1979.
Reference to a chapter in an edited book:

[3] G.R. Mettam, L.B. Adams, in: B.S. Jones, R.&ith (Eds.),

Introduction to the Electronic Age, E-PublishinggWYork, 1994, p. 281.
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