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RESUMO: Syzygium jambos (L.) Alston, Myrtaceae, ¢ empregado na medicina popular como
digestivo e antiinflamatoério. A triagem fitoquimica da droga pulverizada (folhas) indicou a
presenca de flavondides, taninos e 6leo volatil. O extrato hidroetandlico a 70% das folhas de S.
jambos foi preparado por percolagao e liofilizado. O conteudo de taninos das folhas e do extrato
foi calculado, respectivamente, em 21,9% ¢ 43,3%. O teor de flavondides foi de 0,6% (folhas)
e 1,2% (extrato). A administragdo oral prévia do extrato (400 mg/kg) a ratos Wistar reduziu
significativamente as lesdes gastricas induzidas por etanol acidificado. No modelo de ulcera
subcronica, com indugdo de lesdo gastrica utilizando acido acético a 30%, o tratamento com o
extrato (400 mg/kg) ndo apresentou resultado significativo. A atividade antioxidante do extrato
foi avaliada através dos modelos de lipoperoxidagao e de medida de capacidade seqiiestrante de
radicais DPPH. Os valores obtidos de Q,, (MDA) e CE, (DPPH) foram, respectivamente, 0,17
pg/mL e 5,68 pg/mL.
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Unitermos: Syzygium jambos, Myrtaceae, atividade antitlcera, atividade antioxidante.

ABSTRACT: “Antiulcerogenic and antioxidant activities of leaf extract of Syzygium jambos
(L.) Alston (Myrtaceae)”. Syzygium jambos (L.) Alston, Myrtaceae, is commonly employed
in folk medicine as digestive and anti-inflammatory. Phytochemical screening of the powdered
dried leaves indicates the presence of flavonoids, tannins and essential oil. Hydroethanol extracts
(70%) were prepared by percolation and freeze-drying. The tannin content of dried leaves and
extract was, respectively, 21.9% and 43.3%. The flavonoid content was 0.6% (dried leaves) and
1.2% (extract). Previous oral administration of S. jambos leaves extract (400 mg/kg) to rats
reduced significantly gastric injury induced by HCl/ethanol. At the subcronic ulcer model by
induction with 30% acetic acid the results were not significant. /n vitro antioxidant activity of S.
jambos extract was evaluated by malondialdehyde (MDA) and DPPH free radical method. The
Q,,, for MDA assay was 0.17 pg/mL and the EC, for DPPH assay was 5.68 ug/mL.

Keywords: Syzygium jambos, Myrtaceae, antiulcerogenic activity, antioxidant activity.

INTRODUCAO

A tlcera péptica constitui desordem do trato
gastrintestinal que afeta milhdes de pessoas em todo o
mundo, e tém sido, ha bastante tempo, uma das causas
mais importantes de morbidade e mortalidade (Birdane
etal., 2007).

A etiologia da ulcera gastrica ainda ndo esta
totalmente elucidada. Fato conhecido ¢ que ocorre um
desequilibrio entre os fatores agressivos (secre¢do de
acido e pepsina) e os fatores citoprotetores da mucosa
gastrica (secregdo de bicarbonato, secrecdo de muco e
producdo de prostaglandinas) (Borrelli & 1zzo, 2000).
A infeccdo por Helicobacter pylori, o largo uso de
antiinflamatorios nao-esterdides, o consumo de cigarros
e bebidas alcodlicas contribuem para a formagdo das
ulceras gastricas (Brunton, 1996).
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Os medicamentos utilizados atualmente no
tratamento de Ulceras gastricas sd@o os antiacidos, os
anticolinérgicos, os inibidores da bomba de prétons
¢ os antagonistas de receptor H, (Rang et al., 2004).
No entanto, estes fadrmacos podem ocasionar reagdes
adversas graves, como trombocitopenia (Zlabek &
Anderson, 2002), nefrite intersticial aguda (Ra & Tobe,
2004), nefrotoxicidade e hepatotoxicidade (Fisher & Le
Couteur, 2001), reacdes anafilaticas (Gonzalez et al.,
2002), ginecomastia e impoténcia (Sabesin, 1993).

Além disso, no Brasil, o tratamento de
ulceras gastricas ¢ bastante caro, ndo sendo acessivel
a grande parte da populacdo (Hiruma-Lima et al.,
2006). O tratamento das ulceras pépticas, dessa forma,
constitui ainda um grande desafio e torna-se necessario
o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos mais
eficazes, menos toxicos e de custo mais baixo.
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Diversas substancias de origem vegetal, entre
elas flavondides, taninos e terpendides, tém apresentado
atividade antitlcera bastante significativa (Borrelli &
1zzo, 2000; Rodriguez et al., 2004 Marques et al., 2006),
demonstrando o grande potencial das plantas medicinais
como fontes alternativas para o tratamento de ulceras
gastricas.

A familia Myrtaceae compreende cerca de 100
géneros e 3.500 espécies distribuidas predominantemente
em regides tropicais e subtropicais (Barroso, 1984),
incluindo espécies frutiferas e medicinais (Agra et
al., 2007, 2008). As folhas sdao largamente utilizadas
como antiiflamatdrias, cicatrizantes, anti-sépticas e,
especialmente, como antidiarreicas (Di Stasi & Hiruma-
Lima, 2002; Lorenzi & Abreu Matos, 2002).

Pertencente a familia Myrtaceae, Syzygium
jambos (L.) Alston ¢ arvore de origem asiatica, nativa
da India e Malésia. Seus frutos sio édulos, muito
apreciados pelo aroma agradavel (Pio Correa, 1969),
e empregados como diuréticos, digestivos e antifebris
(Cravo, 1994). As folhas sdo empregadas na medicina
popular como digestivas e antiinflamatorias (Slowing et
al., 1996).

Das folhas de S. jambos foram isolados dois
glicosideos flavonoidicos (miricetina e quercetina
3-O-B-D-xilopiranosil (1-2) a-L-ramnopiranosideos),
que apresentaram atividade antiinflamatéria mais
significativa que os farmacos empregados como
referéncia (fenilbutazona e indometacina) em modelo de
edema de pata em camundongos (Slowing et al., 1996).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
antiulcerogénica do extrato hidroetanolico a 70% obtido
das folhas de S. jambos através dos modelos de indugao
por etanol acidificado e por acido acético, além de
determinar sua agdo antioxidante através da medida da
capacidade seqiiestrante de radicais DPPH e da inibi¢ao
da lipoperoxidagdo espontanea de homogeneizado de
cérebro de ratos in vitro.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

As folhas de Syzygium jambos (L.) Alston
foram coletadas durante a flora¢do, na Escola Superior
de Agricultura Luiz de Queiroz - ESALQ - USP, em
Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil. Uma exsicata, identificada
por Fiorella Fernanda Mazine, foi depositada no herbario
da mesma Escola sob n® ESA 84432.

Preparacio do extrato

As folhas de S. jambos foram secas em estufa
com circulag@o de ar for¢ada, a 40 °C por 48 horas, ¢
pulverizadas em moinho de facas e martelos passando
por tamis de 1 mm. O extrato foi preparado através de
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percolagdo, sendo empregado como solvente etanol a
70%. Apos a extragdo, o etanol foi evaporado a pressdo
reduzida e o extrato aquoso remanescente foi liofilizado.

Estudos fitoquimicos

As folhas pulverizadas de S. jambos foram
testadas quanto a presenga de alcaldides, flavonoides,
saponinas, derivados antracénicos, esteroides e taninos
(Matos, 1988). O teor de taninos na droga pulverizada
e no extrato foi avaliado de acordo com a European
Pharmacopoeia (1996) e o teor de flavonoides foi
determinado conforme descrito por Wichtl (1971),
através de reagdo com cloreto de aluminio e leitura em
espectrofotdmetro a 425 nm.

Animais

Os animais utilizados nos ensaios
farmacolégicos foram provenientes do Biotério da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de
Sao Paulo. Foram mantidos durante 5 dias em adaptagdo
ao ambiente do ensaio, em gaiolas apropriadas, com
ciclo de claro-escuro regulado para 12/12 h. Para a
avaliacdo da atividade antiulcera, foram utilizados ratos
Wistar fémeas (150 a 180 g). No teste de atividade
antioxidante, foram utilizados ratos Wistar machos
(aproximadamente 300 g). Os experimentos foram
aprovados pela Comissio de Etica em Experimentagio
Animal da FCF/USP (Protocolo CEEA n° 127).

Ulcera aguda - inducdo por etanol/HC1

A avaliacdo da atividade antitilcera aguda do
extrato hidroetandlico a 70% liofilizado de folhas de S.
jambos (EHEL) foi realizada em ratos Wistar fémeas,
conforme descrito por Mizui & Doteuchi (1983). Os
animais foram divididos em 5 grupos, ¢ mantidos em
jejum por 12 horas antes da administragdo oral de extrato
(100, 200 e 400 mg/kg), lansoprazol (30 mg/kg) e agua
(1 mL/100 g). Trinta minutos apds o tratamento, todos os
animais receberam, por via oral, solugao 0,3M HCI/60%
EtOH (1 mL/100 g). Os animais foram mortos ap6s uma
hora da administragdo do indutor. Os estdmagos foram
retirados, abertos pela grande curvatura e as ulceragdes
foram avaliadas.

Ulcera subcrdnica - inducio por acido acético a 30%

A atividade antitlcera subcronica do EHEL
de S. jambos foi avaliada de acordo com Takagi et al.
(1969). Fémeas Wistar foram divididas em 3 grupos,
mantidas em jejum por 12 h antes da indugdo de ulcera
gastrica. Nos animais anestesiados, foi realizada uma
incisdo epigastrica e, com o estdmago parcialmente
exposto, foram injetados 0,05 mL de solugdo de acido
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acético a 30% na camada subserosa da por¢do glandular
da parede anterior. No segundo dia apos a indugdo, os
animais foram tratados com doses diarias do extrato
(400 mg/kg), cimetidina (100 mg/kg) e agua (1 mL/100
g). Os animais foram mortos ap6s 12 dias de tratamento;
os estomagos foram retirados, abertos através da grande
curvatura ¢ as ulceragdes foram avaliadas.

Atividade antioxidante - medida de MDA

A atividade antioxidante do EHEL foi avaliada
in vitro de acordo com método proposto por Stocks
et al. (1974), baseado na inibicdo da lipoperoxidacao
espontdnea de homogeneizado de cérebro de ratos,
quando incubado em condigdes controladas de
temperatura e oxigenacdo. Malonildialdeido (MDA)
foi empregado como parametro para avaliagdo
da lipoperoxidagdo. Ratos Wistar machos foram
anestesiados e o cérebro foi perfundido através da veia
cava superior com solucdo tampao 140 mM NacCl, 40
mM potassio, pH 7,4, removido e homogeneizado com
a mesma solucdo tampao (1:4 p/v). Este homogeneizado
foi centrifugado por 15 minutos a 3000 rpm a 4 °C. O
sobrenadante foi diluido em trés vezes seu volume
de solucdo tampdo fosfato-salina. Por¢des (3 mL) do
homogeneizado diluido foram transferidas para uma
série de erlenmeyers. Foram adicionadas aliquotas (50
pL) de diferentes concentragdes do EHEL de S. jambos
em solug@o hidroetanolica a 35%, em triplicata. Foram
retiradas imediatamente aliquotas para medida de MDA
em tempo-zero. Os erlenmeyers foram transferidos para
banho de 4agua a 37 °C e permaneceram em incubacio
por exatamente 1 h. As concentragdes de MDA no
tempo-zero e ap6s 1 h de incubagdo foram medidas
através de reacdo com acido tiobarbitirico (TBA). A 4
mL do homogeneizado foi adicionado 1 mL de acido
tricloroacético a 5%; as proteinas precipitadas foram
removidas por centrifugacdo. O sobrenadante (1 mL)
foi aquecido com 1 mL de solucdo aquosa de acido
tiobarbiturico a 0,67 % por 20 min a 100 °C. Apods
20 min em banho de gelo e 20 min em temperatura
ambiente, a absorbancia foi medida a 535 nm. O calculo
da capacidade antioxidante foi baseado na seguinte
equacao:

% CAOx = 1 - T (amostra) - T (amostra) x 100
T (controle) - T (controle)

Onde: T, = leitura espectrofotométrica do tempo 1hora
(incubadas)
T, = leitura espectrofotométrica do tempo zero

Capacidade seqiiestrante de radicais DPPH
A capacidade seqiiestrante de radicais DPPH

(1,1-difenil-2-picril-hidrazila) foi realizada de acordo
com Mensor et al. (2001). Por¢des de solugao-estoque

do EHEL (100 pg/mL) foram diluidas em etanol, até
concentragdes finais de 25, 10, 6.25, 3.125 e 2 pg/mL.
Solugdo etanolicade DPPH 0,3 mM (1 mL) foiadicionada
a 2,5 mL das solugdes de diferentes concentragdes e as
misturas reagiram em temperatura ambiente. Apos 30
min a absorbancia foi medida a 518 nm e convertida em
porcentagem de capacidade antioxidante (AA) usando a
seguinte formula:

AA% =100 —(Abs . —Abs,

EHE branco

Abs

) x 100

controle

Etanol (1.0 mL) adicionado a solugdo de
extrato (2.5 mL) foi usado como branco. Solugdo de
DPPH (1.0 mL; 0.3 mM) adicionada a etanol (2.5 mL)
foi usada como controle negativo. Os controles positivos
foram os mesmos utilizados como solu¢des-padrao. Os
valores médios da capacidade antioxidante (EC, ) foram
calculados através da regressdao linear, plotando-se a
porcentagem de atividade antioxidante em funcgdo de
diferentes concentragdes de extrato, determinados em
triplicata e em trés testes diferentes.

Analise estatistica

Os valores foram expressos como média +
erro padrdo. A avaliacdo da atividade antiulcerogénica
foi calculada usando andlise de varidancia (ANOVA).
A porcentagem da area relativa de lesdo foi calculada
por transformacdo em arco-seno e teste t-Student.
Diferengas significativas foram consideradas para p <
0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre as diversas doencas de grande
incidéncia entre a populacdo, as ulceras gastricas e
duodenais representam uma das mais importantes, pois
afetam um numero consideravel de pessoas em todo o
mundo, sendo citadas, por alguns autores, como “a nova
praga do século 21” (Hiruma-Lima et al., 2006).

Recentemente, muitos estudos tém sido
feitos para explorar novos agentes antitlcera de fontes
naturais, e a atividade antiulcera de diversos compostos
quimicos isolados de vegetais tem sido determinada
(Borrelli & Izzo, 2000; Lewis & Hanson, 1991).

No Brasil, diversos extratos vegetais sao
utilizados na medicina popular para o tratamento
de desordens digestivas, incluindo tulceras gastricas
(Albiero et al., 2002; Gonzalez et al., 2001; Gonzalez &
Di Stasi, 2002; Mota et al., 2008; Silvério et al., 2008).

Inimeros fatores, como o aumento da
permeabilidade vascular, da motilidade intestinal,
da atividade vagal, a diminuicdo do fluxo sanguineo
gastrico e dos niveis de prostaglandinas, exercem
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importante papel na patogénese das ulceras gastricas
(Birdane et al., 2007). Dessa forma, varios modelos
experimentais podem ser utilizados na tentativa de
elucidar o mecanismo de acdo de extratos vegetais.

O modelo de indug@o por etanol acidificado
avalia, entre outras, a atividade de substancias
citoprotetoras. O etanol produz lesdes necrdticas na
mucosa gastrica ¢ a presenga de acido cloridrico acelera
e agrava esse processo (Mizui & Doteuchi, 1983). As
ulceragdes induzidas por etanol ndo sdo inibidas por
substancias que interferem na secre¢do de acido, como a
cimetidina, mas sao inibidas por agentes que aumentam
os fatores de defesa da mucosa, como, por exemplo, as
prostaglandinas (Robert, 1979).

O mecanismo da lesdo induzida por etanol
¢ bastante variado, incluindo a redugdo da secregdo de
bicarbonato e da producdo de muco (Marhuenda et al.,
1993), danos ao fluxo sangiiineo gastrico e lesao de células
da mucosa (Birdane et al., 2007). As lesdes gastricas
induzidas por etanol sdo também associadas a produgao
excessiva de radicais livres, que atacam constituintes
celulares essenciais como acidos nucléicos, proteinas e
lipideos (La Casa et al., 2000). O aumento do conteudo
de peroxidos lipidicos e radicais livres derivados de
oxigénio resulta em alteragdes significativas em nivel
celular e causa danos as membranas, morte celular,
esfoliacdo e erosdo epitelial (Birdane et al., 2007).

No modelo de inducdo de ulcera gastrica
por etanol/HCl, o EHEL de S. jambos apresentou
atividade dose-dependente, sendo que a dose de 400
mg/kg apresentou, em relagdo ao grupo controle,
resultados extremamente significativos (p < 0,001) na
Area Total de Lesdo (ATL - mm?) (58,88 + 28,20 EHEL
x 320,70 + 36,86 controle) e Area Relativa de Lesdo
(ARL - %) (9,11 £ 2,33 EHEL x 26,11 *+ 1,69 controle).
Nessa dose, o EHEL foi inclusive mais eficaz do que o
farmaco empregado como referéncia (lansoprazol), que

apresentou ATL e ARL de, respectivamente, 126,45 +
39,70 ¢ 15,31 £2,15 (p < 0,01 em comparagao ao grupo
controle) (Tabela 1).

As lesoes cronicas induzidas por acido acético
sdo mais semelhantes a ulcera humana, tanto no aspecto
macroscopico como microscopico. O acido acético
induz lesdes gastricas que envolvem a camada muscular
do estdmago, ¢ que ndo curam com o tempo. Neste
modelo, resultados significativos foram obtidos com o
emprego de substancias que estimulam a proliferacéo de
células do epitélio gastrico (Takagi et al., 1969). Além
disto, existem indicios de que os radicais livres gerados
pelos neutrofilos podem representar importante fator no
retardo da cura de lesdes gastricas induzidas por acido
acético (Lima et al., 2006).

O EHEL de S. jambos nao apresentou, neste
modelo, resultados significativos em comparagdo ao
grupo controle (Tabela 2).

A presenga de flavondides e taninos,
verificada na triagem fitoquimica da droga, pode ser
responsavel pela ag¢@o antitilcera do extrato. O teor de
taninos verificado na droga pulverizada foi de 21,9%
e, no extrato, de 43,3%. A quantificagdo de flavonoides
totais, calculados como quercetina, indicou presenca de
0,6% de flavonoides totais na droga vegetal e 1,2% no
extrato.

Os taninos possuem a propriedade de formar
complexos com macromoléculas, como proteinas e
polissacarideos. Provavelmente essa complexacao
leve a formacdo de uma camada protetora na mucosa
do estdomago, tornando-a menos permeavel e mais
resistente a agressdes quimicas ou mecanicas (Mello
& Santos, 2004). Isto pode explicar, em parte, a
atividade antitilcera preventiva do extrato. Aos
flavonoides atribuem-se o aumento do conteudo local de
prostaglandinas, a diminuicao da secre¢@o de histamina,
a inibicdo da bomba de protons e a inibigdo do H. pylori

Tabela 1. Efeito do extrato de folhas de Syzygium jambos e de lansoprazol em lesdes gastricas induzidas por etanol/HCI em ratos.

Area total de lesdo (mm>)

Area relativa de lesdo (%)

Tratamento (p.o.) Dose (mg/kg) n

Controle - 7 320,70 + 36,86 26,11 £ 1,69
Lansoprazol 30 7 126,45 £ 39,70 ** 15,31 £ 2,15 **
Extrato 100 7 217,42 £ 27,62 20,94 + 1,57
Extrato 200 7 146,19 + 38,76 * 16,90 £2,15 *
Extrato 400 7 58,88 £ 28,20 *** 9,11 £ 2,33 ***

Resultados expressos em média + erro padrdo. ANOVA: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
n corresponde ao numero de animais em cada grupo experimental.

Tabela 2. Efeito do extrato de folhas de Syzygium jambos e da cimetidina em lesdes gastricas induzidas por acido acético a 30% em ratos.

Tratamento (p.o.) Dose (mg/kg) n Area total de lesdo (mm?) Area relativa de lesio (%)
Controle - 10 60,24 £ 5,59 12,63 £0,48

Cimetidina 100 10 20,67 £ 1,77 *** 7,53 £0,29 ***

Extrato 400 10 57,00 + 6,13 12,08 £ 0,75

Resultados expressos em media + erro padrao. ANOVA: *** p < 0,001.
n corresponde ao numero de animais em cada grupo experimental.
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(Borreli & 1zzo, 2000).

Outro possivel mecanismo envolve a
atividade antioxidante atribuida aos flavonodides e
taninos, uma vez que os radicais livres representam um
fator importante na formacdo de lesdes ulcerativas e
erosivas do trato gastrintestinal (Borrelli & 1zzo, 2000;
Carbonezi et al., 2007). As lesdes gastricas induzidas
por etanol sdo resultantes de danos diretos as células
da mucosa, decorrentes da hiperoxidacdo de lipideos
(Puurunen et al., 1980) ¢ da formagdo de radicais
livres que atacam moléculas como enzimas, proteinas
ou receptores (Pihan et al., 1987). Desta forma,
compostos antioxidantes podem ser ativos neste modelo
experimental, produzindo atividade antiulcerogénica.

A medida da atividade antioxidante in vitro
do EHEL das folhas de S. jambos foi realizada segundo
método preconizado por Stocks et al. (1974), que
avalia a inibi¢do da lipoperoxidagdo espontanea de
homogeneizado de cérebro de rato, quando incubado em
condi¢des controladas de temperatura e oxigenagdo. O
malonildialdeido (MDA) ¢ um dos produtos de oxidagao
de 4acidos graxos polinsaturados, que reage com o
acido tiobarbiturico (TBA), formando um complexo
de coloragdo rosa, que tem um maximo de absor¢do no
comprimento de onda 535 nm. Neste modelo, o EHEL
de S. jambos apresentou Q, , (concentragdo necessaria
para atingir 50% da capacidade antioxidante) de 0,17
pg/mL, indicando capacidade antioxidante superior
a de extratos considerados promissores, como os de
Pothomorphe umbellata (raiz - 4,4 pg/mL, caule - 19,3
pg/mL, folhas - 38,5 ng/mL) (Barros et al., 1996), e de
extratos hidroalcodlicos de folhas de outras espécies
de Myrtaceae (Eugenia uniflora - 0,578 npg/mL,
Campomanesia xanthocarpa - 0,29 ng/mL) (Auricchio,
2001; Markman, 2002), entre outras (Iha et al., 2008).

DPPH ¢ um radical livre estavel em
temperatura ambiente, que produz uma solugdo violeta
em etanol. E reduzido na presenga de substincias
antioxidantes, ocasionando a descolora¢do dessas
solugdes etanodlicas (Mensor et al., 2001). Na avalia¢ao
da capacidade seqiiestrante de radicais DPPH, o extrato
apresentou EC, de 5,68 pg/mL, sendo esta atividade
superior a do extrato de Ginkgo biloba (EC,, = 44,72
pug/mL) e da propria rutina (EC,, = 14,16 ug/mL),
substancia reconhecida por sua agdo antioxidante,
ambos avaliados por Mensor et al. (2001) através do
mesmo método.

Concluimos que o extrato hidroetandlico
a 70% de folhas de Syzygium jambos, na dose de 400
mg/kg, apresenta um excelente efeito preventivo de
lesdes gastricas no modelo de indugdo aguda em ratos.
O mecanismo desta atividade provavelmente esta
relacionado a fatores citoprotetores e a forte atividade
antioxidante apresentada pelo extrato. Sdo necessarios
outros modelos experimentais de ulceragdo para a
compreensdo do mecanismo de acdo da atividade
antiulcera desta espécie, no entanto pode-se descartar

uma possivel agao trofica da gastrina, como por exemplo,
a estimulacdo da proliferagdo das células da mucosa
gastrica, ja que o extrato ndo apresentou atividade no
modelo de tlcera induzida por acido acético.
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