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RESUMO

Syzygium cumini (L.) Skeels (familia Myrtaceae) é muito utilizada pela populacdo para o
tratamento do diabetes, inflamacdo, diarréia e para a perda de peso. Muitos estudos tem
comprovado sua acdo hipoglicemiante, anti-inflamatoria e antibiotica. Poucos tém mostrado
efeito hipolipemiante utilizando as sementes e nenhum relato avaliando seus efeitos em
animais obesos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do extrato hidroalcodlico (EH)
das folhas de S. cumini em ratos hiperlipidémicos e obesos. As folhas coletadas no campus do
Bacanga da Universidade Federal do Maranhé&o foram secas e utilizadas para a preparacéo do
EH. A hiperlipidemia foi induzida pela injegdo intraperitoneal (i.p) de Triton WR-1339 (0,3
o/kg) em ratos Wistar com 60 dias de vida. Apos o estimulo, os animais foram tratados
imediatamente, por via oral (v.0), com dose Unica de ciprofibrato (0,1 g/kg) ou EH nas doses
de 0,5 g/kg e 1,0 g/Kg ou NaCl 0,9% (0,1 mL/100g) (n=7 por grupo). Outros animais foram
injetados com NaCl 0,9% (0,1 mL/100 g; i.p) e receberam salina isotnica (v.0), formando o
grupo controle (CTR, n=7). Em seguida foi realizada a coleta seriada de sangue nos tempos 0,
24, 48 e 72 horas ap0s o tratamento, para a determinacéo da concetracdo sérica do colesterol
total (CT), triglicerideos (TG) e colesterol-HDL (HDL). No modelo experimental de
obesidade, filhotes de ratos Wistar foram tratados (s.c) com L-glutamato monossodico (MSG)
na dose de 4,0 g/kg, durante os 5 primeiros dias de vida, para inducdo da obesidade ou salina
equiosmolar (0,1mL/10g) para o grupo controle. Com 60 dias de vida os animais obesos
receberam diariamente (v.0), durante 8 semanas, solucdo de NaCl 0,9 % (MSG/CTR), EH nas
doses de 0,5 g/Kg (MSG/EH 0,5) ou 1,0 g/Kg (MSG/EH 1,0) e, os animais controle (CTR)
receberam NaCl 0,9 %, n=7 por grupo. O ganho ponderal e o consumo de racdo foram
acompanhados semanalmente durante todo tratamento e o Indice de Lee (IL) foi calculado
antes, durante e apds o tratamento, para a avaliacdo do desenvolvimento da obesidade. Ao
final das 8 semanas, também foram determinadas as concentracdes plasmaticas da glicose,
CT, TG, HDL e colesterol-LDL (LDL). Os depésitos adiposos retroperitoneal (RETRO) e
periepididimal (PERI) foram retirados e pesados, para avaliacdo do acUmulo de gordura.
Quando avaliado o efeito agudo do EH, o tratamento com as doses de 0,5 e 1,0 g/kg
promoveram reducbes nas concentracdes sericas dos lipideos nas 24 (22 e 16% - TG; 44 e
42% - CT) e 48 horas (60 e 63% - TG e 52 e 48% - CT), apresentando um efeito maior que a
dose do ciprofibrato. Na avaliacdo do efeito crénico do EH em ratos obesos-MSG, observou-
se que durante todo tratamento, ndo houve altera¢cdes no consumo de ragdo, embora o ganho
de peso tenha diminuido a partir da 4% semana (10 e 11%) até o final (14 e 16%) nos grupos
MSG/EH 0,5 e MSG/EH 1,0, respectivamente, em relagdo ao MSG/CTR. Condicdo essa que
foi acompanhada por reducdes do IL de 5 e 7% na 4% semana e 7 e 10% na 82 na qual
constatou-se, também, diminuic¢des das gorduras RETRO (36 e 42%) e PERI (35 e 44%) e dos
nives séricos de glicose (30 e 50%), CT (23 e 24%) e TG (46 e 43%) nos grupos tratados com
as doses de 0,5 e 1,0 g/kg, respectivamente. Dessa forma, o EH de S. cumini apresentou ac¢oes
hipolipemiantes importantes tanto de forma aguda como crénica, além de uma acdo anti-
obesidade e hipoglicemiante. Apresentando, assim, um grande potencial de se tornar um
fitoterapico de muita utilidade para desordens cronicas que afetam grande parte da populacéo.

Palavras-chave: Syzygium cumini. Obesidade. Hiperlipidemia.
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ABSTRACT

Syzygium cumini (L.) Skeels (Myrtaceae family) is very used by the population against the
diabetes, inflammation, diarrhea and weight loss. Many studies have proven its action
hypoglicemiant, anti-inflammatory and antibiotic. Few have shown hypolipidemic effect
using the seeds and no reports evaluating its effects in obese animals. This study aimed to
evaluate the effect of the hydroalcoholic extract (HE) of the leaves of Syzygium cumini in the
hyperlipidemics and obese rats. The leaves were collected on the campus of the Federal
University of Maranhdo to be dried and preparation of the HE. The hyperlipidemia was
induced by intraperitoneal (i.p) injection of Triton WR-1339 (0.3 g/kg) in rats with 60 days of
life. After stimulation, the animals were treated immediately, orally (v.0) with single dose of
ciprofibrate (0.1 g/kg) or HE at 0.5 g/kg and 1,0 g/kg or NaCl 0.9% (0.1 mL/100 g), n=7 by
group. Other animals were injected with NaCl 0.9% (0.1 mL/100 g, ip) and received isotonic
saline (v.0), forming the control group (CTR, n=7). Then began the continuous blood
sampling at 0, 24, 48 and 72 h after treatment for determination of serum total cholesterol
(TC), triglycerides (TG) and HDL-cholesterol (HDL). In another experimental model,
newborns Wistar rats were treated (s.c) with monosodium L-glutamate (MSG) at a dose of 4.0
o/kg during the first 5 days of life, for induction of obesity or equiosmolar saline (0.1 mL/10g
weight; control). With 60 days of life the obese animals received (v.0) daily for 8 weeks,
NaCl 0.9% (MSG/CTR), HE in doses of 0.5 g/kg (MSG/HE 0.5) or 1.0 g/kg (MSG/HE 1.0)
and control animals received 0.9% NaCl (CTR), n = 7 per group. Weight gain and feed intake
were monitored weekly throughout treatment and the Lee Index (LI) was calculated before,
during and after treatment to assess the development of obesity. At the end of 8 weeks, were
also determined plasma concentrations of glucose, TC, TG, HDL and LDL cholesterol (LDL).
The fatty deposit retroperitoneal (RETRO) and periepididymal (PERI) were removed and
weighed to evaluate the accumulation of fat. When assessed the acute effect of HE, the
treatment with doses of 0.5 and 1.0 g/kg promoted reductions in serum lipids in 24 (22 and
16% - TG; 44 and 42% - TC) and 48 hours (60 and 63% - TG; 52 and 48% - TC), showing a
greater effect than ciprofibrate. In evaluating the chronic effect of HE in MSG-obese rats, we
observed that during the entire treatment, no changes in feed intake, although weight gain has
decreased from fourth week (10 and 11%) by the end of treatment (14 and 16%) in both
MSG/HE 0.5 and 1.0, respectively, for the MSG/CTR. That condition was accompanied by
reductions of 5 and 7% of LI in fourth week and 7 and 10% in the 8th, which was found also
decreases the fat RETRO (36 and 42%) and PERI (35 and 44%) and serum glucose levels (30
and 50%), TC (23 and 24%) and TG (46 and 43%) in groups MSG/HE 0.5 and 1.0,
respectively. So, the HE of S. cumini showed significant lowering actions of both the acute
and chronic, as well as an action anti-obesity and hypoglycemic. Thus presenting a great
potential to become a very useful herbal medicine for chronic disorders that affect a large
population.

Keywords: Syzygium cumini. Obesity. Hyperlipidemia.
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1 INTRODUCAO

A obesidade é caracterizada por um maior acimulo de gordura corporal, que
deriva de um estilo de vida marcado por um balango energético positivo, associado ou nao a
fatores genéticos e alteragdes neuro — endocrinas, resultando em um maior ganho de peso
(MARTINEZ; FRUHBECK, 1996; Pl — SUNYER, 2002; BERNAL-PACHECO; ROMAN,
2007).

Dados epidemioldgicos mundiais revelam que ha mais de um bilhdo de adultos
com excesso de peso (indice de massa corporal — IMC > 25 kg/m?) e pelo menos 300 milhdes
destes sofrem de obesidade clinica (HILL et al., 2003). De acordo com algumas estimativas,
h& no mundo mais individuos obesos do que subnutridos, sendo mais alarmante o aumento do
namero de criangas obesas, que nas ultimas duas décadas triplicaram (CHAMPE; HAVERY;
FERRIER, 2009). No Brasil, segundo inquérito mais recente realizado pelo Ministério da
Saude (2009) nas vinte sete capitais brasileiras, 43,3% da populagdo estudada (> 18 anos)
apresentou IMC > 25 kg/m?, sendo 13% de obesos (IMC > 30 kg/m?).

Esses dados revelam um grave problema de salde publica, uma vez que a
obesidade esta associada a uma série de patologias crénicas como diabetes mellitus tipo 2,
dislipidemias, doencas cardiovasculares, entre outras, que afetam seriamente a qualidade de
vida das pessoas (PEREIRA et al., 2003). N&o obstante, origina problemas psicoldgicos que
podem reduzir a auto-estima de adultos e criangas, levando a um decréscimo de concentracao,
aprendizagem e de interrelacdes sociais (LULLMANN et al., 2008).

O estudo aprofundado da obesidade em humanos, provavelmente, responderia a
muitas dividas sobre esta patologia, no entanto, pesquisas mais detalhadas com humanos tém
Obvias limitagbes éticas e financeiras. Dessa forma, utiliza-se modelos experimentais de
obesidade em animais de laboratério, porque além de serem menos onerosos, permitem
grande quantidade de pesquisas e resultados. Nos ultimos anos, estes tém contribuido muito
para 0 aumento do conhecimento sobre os diversos fatores causais da obesidade, além de suas
conseqiiéncias enddcrinas e metabdlicas (PEREIRA et al., 2003; CESARETTI; KOHLMANN
Jr, 2006).

No modelo de obesidade induzida por L-glutamato monossodico (MSG), os
animais desenvolvem obesidade em decorréncia de lesdes hipotalamicas decorrentes da
administracdo subcutédnea de MSG, a qual interage com receptores especificos na regido

paraventricular do hipotalamo, mais especificamente no ndcleo arqueado e na eminéncia
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mediana. Nestas células, o MSG promove aumento do influxo de Ca*? que resulta em les&o
quimica de aproximadamente 80-90% dos neurdnios dessa regido (OLNEY, 1969;
HOLZWARTH-MCBRIDE et al., 1976). Dentre as consequéncias desta lesdo neuronal, estd a
intensa diminuicdo da sintese e secrecdo do horménio do crescimento (GH) com reducéo das
acOes lipoliticas e anabolicas caracteristicas deste hormonio. Desta forma, o animal MSG
adulto apresenta menor capacidade em mobilizar gorduras, o que contribui para 0 aumento do
tecido adiposo (ANTONI et al., 1982; REMKE et al., 1988; SILVA, 1995). Estas lesdes
também resultam em diminui¢6es no peso da hipdfise, gbnadas, Utero e prostata (BAKKE et
al., 1978).

Outra caracteristica desse e outros modelos experimentais de obesidade é o
desajuste do sistema nervoso autbnomo, com diminuicdo da atividade simpéatica e aumento da
parassimpatica em varios tecidos (ROHNER-JEANRENAUD, 1995). Como resultado, ha
diminuicdo do conteddo de catecolaminas adrenomedulares (MARTINS et al., 2001),
aumento da secrecdo de insulina, com aumento paralelo da resisténcia periférica a acdo da
mesma (BALBO et al., 2000), reducgéo da capacidade termogénica do tecido adiposo e menor
taxa metabolica basal, o0 que também favorece o acimulo de gordura, além de aumento dos
triglicerideos e da glicose plasmatica (OIDA, 1984; REMKE et al., 1988; SILVA, 1995;
IWASE, 1998; NAGATA, 2006). Todo esse grupo de caracteristicas exposto acima torna a
obesidade induzida pelo MSG um modelo bastante Gtil na investigagdo de novas alternativas
farmacoldgicas para o tratamento de doencas cronicas associadas a obesidade, tais como o
diabetes mellitus e a hipertrigliceridemia.

O tratamento da obesidade baseia-se em terapias comportamentais dirigidas a
modificacOes de habitos relacionados a alimentacéo e atividade fisica. A utilizacdo de agentes
farmacoldgicos é considerada adjunto a essa terapéutica basica, sendo sua farmacoterapia uma
area de muitas mudancas e desenvolvimento de novos medicamentos, uma vez que 0S
medicamentos anti-obesidade presentes no mercado, como 0s anorexigenos, produzem
frequentes efeitos adversos, o que limita bastante seu tempo de uso, sendo que muitos desses
farmacos ja foram retirados de circulagdo (MANCINI; HALPERN, 2002; LULLMANN et al.,
2008).

Os lipidios exercerem fungdes importantes no organismo como a formacdo das
membranas, dos hormdnios e reserva energetica. Entretanto, as dislipidemias, que sao
caracterizadas como desordens metabdlicas provenientes de disturbios no transporte lipidico,
tém aumentado significativamente em paises desenvolvidos e/ou em desenvolvimento,

causando entre outras consequéncias, o0 aumento dos gastos de saude publica, diminui¢do da
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qualidade e do tempo de vida (OLIVEIRA et al., 2001; RIQUE et al., 2002). No Brasil, 0
levantamento mais amplo ja realizado (1.239 pessoas) demonstrou que 21,6 % dos brasileiros
apresentam colesterol elevado (> 200 mg/dL) e 13,9 % estdo com os triglicerideos
aumentados (> 200 mg/dL) (SBC, 2006).

Ha in0meras evidéncias sobre a associacdo da hipercolesterolemia e
hipertrigliceridemia com a aterosclerose, a qual € uma doenca inflamatdria crénica que ocorre
em resposta a agressdo endotelial, podendo resultar na formacéo de placas de ateroma nos
vasos, 0 que representa um grande risco para o aparecimento de afec¢bes vasculares como o
infarto agudo do miocardio e acidente vascular cerebral, 0s quais sao no Brasil e no mundo as
princiapis causas de morbimortalidade entre adultos com idade produtiva (ROOS et al., 1989;
SANTOS, 2001; CORONELLI; MOURA, 2003).

Existem varios modelos experimentais para induzir hiperlipidemia em laboratorio,
como pela administracdo de uma sobrecarga de frutose (DAI; MCNEILL, 1995; KATAKAM
etal., 1998; KELLEY; ALLAN; AZHAR, 2004), da ingestéo cronica de etanol (SILVA et al.,
2001) ou pela administracdo parenteral aguda de Triton WR 1339 (Tyloxapol), o qual é um
detergente ndo - anidnico de estrutura polimérica que aumenta consideravelmente os niveis
séricos dos lipidios através da inibicdo da lipoproteina lipase (JAHROMI; RAY, 1993;
NAGEM et al., 1994; NAGEM et al., 1995; LEVINE; SALTZMAN, 2007).

A terapéutica das dislipidemias ja estd bem definida através de diretrizes sobre
valores de referéncia dos lipidios séricos que estdo associados diretamente ao maior ou menor
risco de injdrias vasculares, direcionando os profissionais de salde a estabelecerem medidas
comportamentais e nutricionais. Com o maior risco do desenvolvimento da aterosclerose faz-
se necessario a adesdo a tratamento medicamentoso, o qual, também, estd bem determinado
na literatura, relacionando cada distarbio lipidico a um ou associagdes de farmacos.
Entretanto, a aquisicdo desses é onerosa, além de apresentarem efeitos colaterais ndo tdo raros
como miosites e hepatites, evidenciados pelas elevacGes da creatino-fosfoquinase e
transaminases, respectivamente, quando do uso das estatinas. Ndo obstante o tratamento com
resinas de troca pode causar disturbios gastro-intestinais como ma absor¢cdo de vitaminas
lipossolUveis e constipagdo e o uso de fibratos pode resultar na diminuigéo da libido, erupgdes
cuténeas, prurido, cefaléia e pertubacdes no sono (SPOSITO et al., 2007).

As plantas representaram, durante séculos, a Unica fonte de compostos
terapéuticos para 0 homem. No inicio do XIX, com o desenvolvimento da quimica, as plantas

passaram a representar a primeira fonte de matéria prima para o desenvolvimento de
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medicamentos, sejam eles naturais ou sintéticos (HOSTETTMANN et al., 2003; ZARONI et
al., 2004; ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006).

Com o reconhecimento da obesidade como epidemia mundial e das dislipidemias
como um dos principais fatores de risco para doengas vasculares, emerge a necessidade de
melhorar a qualidade e a eficacia dos tratamentos farmacoldgicos disponiveis, visto que 0s
disponiveis sdo onerosos e apresentam muitos efeitos adversos (JAMES et al., 2001,
MANCINI; HALPERN, 2002). Nesse contexto, a pesquisa de novos farmacos a partir de
plantas medicinais representa uma alternativa para a diminuicdo da prevaléncia desses
disturbios metabolicos.

Muitas espécies vegetais tém sido usadas popularmente no tratamento da
obesidade, algumas com comprovacdo experimental como Nelumbo nucifera (ONO et al.,
2006), Citrus aurantium (CALAPAI et al., 1999) e Hibiscus sabdariffa, cujo efeito foi
demonstrado em camundongos obesos induzidos pelo MSG (ALARCON — AGUILAR et al.,
2007). Moro e Basile (2000), em artigo de revisdo sobre obesidade e plantas medicinais,
reuniram varias espécies com comprovada acdo anti—obesidade, destacando os principios
ativos responsaveis pelo efeito, assim como seus mecanismos de acdo, que podem ser por
estimulacdo do metabolismo ou modulacdo do apetite.

Estudos pré-clinicos tém constatado efeito hipolipemiante de muitas espécies
vegetais como Camellia sinensis (cha verde) que também promove reducdo do peso corporal
(FREITAS; NAVARRO, 2007), Gardenia jasminoides (LEE et al., 2005), Rhus verniciflua
(OH et al., 2006), Ananas comosus L. (XIE et al., 2007) e Pleurospermum kamtschaticum
(JUNG et al.,, 2007), sendo que na maioria desses estudos foi utilizado o modelo de
hiperlipidemia induzida pelo Triton WR-1339.

Syzygium cumini (L.) Skeels é uma Angiospermae da familia Myrtaceae,
originaria da Asia Tropical, principalmente da india, Malésia e China, e cultivada em varios
paises, inclusive no Brasil. E uma arvore de grande porte (até 10 metros de altura), com folhas
simples e frutos de cor roxo—escura, com uma Unica semente coberta de polpa comestivel,
mucilaginosa, doce, mas adstringente. As principais sinonimias sdo Syzygium jambolanum
(Lam.) D.C., Eugenia jambolana Lam., Eugenia cumini (L.) Druce, Myrtus cumini L. e
Calyptranthes oneillii Lundell, sendo conhecido popularmente como jambolédo, cereja,
azeitona, jameldo, jaldo, jambol, jambu, jambul, azeitona—do—nordeste, murta e ameixa roxa
(LORENZI; MATOS, 2008).

A casca, fruto, semente e folha dessa planta, s&o utilizados pela populagéo,

principalmente, no tratamento do diabetes mellitus e administrados na forma de diferentes
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preparados como extrato aquoso ou decocgdo, extrato etanolico ou o suco da planta crua
(PEPATO et al., 2001). E muito freqilente no litoral do estado do Maranhdo, onde é
empregado no controle da hipertensao, diarréia e para reducdo do colesterol, assim como no
tratamento do diabetes (LAINETTI; BRITO, 1979; PIO CORREA, 1984; REGO, 1995).

A planta em estudo apresenta uma grande diversidade fitoquimica, que varia de
acordo com a parte analisada. Nas sementes sdo encontrados taninos hidrolisaveis (acido
gélico, elégico, corilagico), quercetina, antimelina, 6leos essenciais (a- e B-pineno, canfeno,
mirceno, limoneno, cis-ocineno, trans-ocineno, y-terpineno, acetato de bornila, a-copaeno, o-
humuleno e candineno), materiais resinosos e glicose (AHMAD; BEG, 2001; DAMASCENO
et al., 2002). Nas cascas foram encontrados &cido acetil-oleandlico, triterpendides, acido
elagico, isoquercetina, quercetina, canferol e miricetina (MIGLIATO et al., 2006). Nas folhas
foram encontrados acido galico, metilgalato, canferol, miricetina, &cido elagico, acido
clorogénico, quercetina e nilocitina, os frutos possuem antocianidinas e nas flores acido
oleandlico (ALBERTON et al., 2001; MAHMOUD et al., 2001; TIMBOLA et al., 2002).

Muitos estudos in vivo tém constatado o efeito hipoglicemiante de S. cumini, tanto
em extratos alcoolicos e aquosos das sementes (MAHAPATRA et al., 1985; INDIRA;
MOHAN RAM 1992; PRINCE et al., 1998), quanto em aquosos das folhas (COIMBRA et
al., 1992; TEIXEIRA et al., 1997; SOARES et al., 2000). O efeito anti-hiperglicemiante foi
observado no extrato metandlico da casca (VILLASENOR; LAMADRID, 2006). Além disso,
Anandharajan e colaboradores (2006) demonstraram in vitro que o extrato metandlico de S.
cumini é capaz de aumentar a captacdo de glicose em células musculares L6 por aumentar as
expressdes do transportador de glicose (GLUT—-4), do receptor ativado por proliferadores de
peroxissoma gama (PPARY) e da fosfatidil-inositol 3-quinase (Pl 3—quinase).

Do extrato das folhas do jamboldo foram comprovadas atividades hipotensora e
diurético (CIRQUEIRA; ALVES, 2005), leishmanicida (BEZERRA, 2006), anti-alérgica
(BRITO et al., 2007), anti-oxidante (RUAN et al., 2008) e anti-sepse (MACIEL et al., 2008).
As sementes, folhas e a casca demonstraram efeito anti-inflamatorio, até mesmo em modelo
de artrite em ratos (CHAUDHUEI et al., 1990; SLOWING et al., 1994; MURUGANANDAN
et al., 2001; KUMAR et al.,, 2008). Extratos das sementes apresentaram atividades anti-
pirética (GHOSH et al., 1985), anti-HIV (KUSUMOTO et al., 1995), anti-oxidante (RAVI,
RAMACHANDRAN; SUBRAMANIAN, 2004), anti-bacteriana e anti-fangica
(CHANDRASEKARAN; VENKATESALU, 2004) e anti-ulcerogénica (CHATURVEDI et
al., 2009).
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Quando avaliado o efeito toxico do extrato hidroetanolico (EH) das folhas dessa
espécie em camundongos, ndo foi observado sinais de toxicidade aguda por via oral, embora
por via intraperitoneal determinou-se a dose letal mediana (DLsp) de 0,489 g/kg, sendo que
ndo foi possivel determina-la em ratos Wistar por nenhuma das vias de administracéo
expostas acima. Também ndo foram observadas alteracfes toxicas em cortes histologicos de
varios 0rgéos e sobre parametros bioquimicos e hematoldgicos quando os ratos foram tratados
com o mesmo EH por 180 dias (SILVA, 2006).

O efeito hipolipemiante de S. cumini tem sido analisado em poucos trabalhos,
como o constatado por Silva (2006) em ratos Wistar normais ap06s 180 dias de tratamento com
0 EH das folhas dessa espécie, principalmente na dose de 0,25 g/kg. Em outros, 0 modelo
experimental mais utilizado é a inducdo de diabetes por aloxana ou estreptozotocina, ndo se
constituindo efetivamente em um modelo de hiperlipidemia, sendo que os efeitos observados
foram obtidos com o emprego de extratos hidroalcodlicos e ricos em flavonoides oriundos
apenas das sementes (SHARMA et al., 2003; PRINCE et al., 2004; RAVI et al., 2005;
SHARMA et al., 2008).

Espécies da familia Myrtaceae, como Myrtus communis L. (EVEREST;
OSTURK, 2005) e Eugenia uniflora (FERRO et al., 1988) sdo utilizados popularmente no
combate a obesidade na Turkia e no Paraguai, respectivamente. Ndo obstante, Dickel e
colaboradores (2007), realizaram um estudo de reviséo das plantas utilizadas pela populagéo
da regido sul do Brasil no tratamento do aumento de peso, dentre as quais se destaca a espécie
S. cumini. Sendo que o tratamento (0,25 g/kg), por via oral, com o extrato hidroetandlico das
folhas de S. cumini em ratos machos Wistar promoveu diminui¢do do ganho de peso da 152
até a 25% semana de tratamento, ndo interferindo no consumo alimentar desses animais
(SILVA, 2006). Entretanto, ndo existem estudos avaliando o efeito desse vegetal em nenhum
modelo experimental de obesidade.

O Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, através do Ministério
da Saude, lancou em fevereiro de 2009 a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse
ao SUS (RENISUS), com o intuito de estimular a pesquisa e subsidiar a cadeia produtiva de
varias espécies vegetais com potencial de gerar produtos de interesse ao SUS (BRASIL,
2009). A grande ocorréncia e 0 amplo uso popular de S. cumini como planta medicinal, aliado
a presenca de estudos prévios de validacdo e a necessidade de mais dados cientificos que
confirmem suas varias atividades farmacoldgicas, fez com que a mesma figurasse na referida

relacao.
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Nesse sentido, com o presente trabalho procurou-se contribuir para o maior
aprofundamento de estudos e investigacdes que validem a eficacia do uso de S. cumini no
combate a desordens crénicas como a obesidade, hiperlipidemia e diabetes mellitus. Assim,
essa pesquisa teve a finalidade de fornecer bases cientificas importantes ao estudo da espécie
S. cumini, a qual apresenta um grande potencial em se tornar um fitoterapico de grande

utilidade para a populagéo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o efeito farmacoldgico do extrato hidroalcodlico das folhas de Syzygium

cumini (L.) Skeels em ratos obesos e hiperlipidémicos.

2.2 Especificos

e Avaliar o efeito da administracdo aguda do extrato hidroalcodlico das folhas de S. cumini
sobre as concentragdes séricas de lipideos em ratos hiperlipidémicos;

e Avaliar o efeito da administracdo crénica do extrato hidroalcoo6lico das folhas de S. cumini
sobre o consumo de racdo, peso corporal, indice de Lee e acumulo das gorduras
retroperitoneal e periepididimal de ratos obesos induzidos pelo L—glutamato mossodico
(MSG);

e Auvaliar o efeito da administracdo crénica do extrato hidroalcodlico das folhas de S. cumini

sobre as concentracOes séricas de lipideos e glicose de ratos obesos — MSG;
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3 CAPITULO |

Hypolipidemic and anti-obesity effects of leaves of Syzygium cumini in
hyperlipidemic and MSG - obese rats

Franca, L. M.?, Borges, A. C. R.®*
®Laboratory of Pharmacology, Department of Physiological Sciences, Federal University of
Maranh&o, Sao Luis, Maranhao, Brazil.

Abstract

Syzygium cumini (L.) Skeels is a species of the Myrtaceae family with high occurrence in
Brazil and around the world and widely used by the population against diabetes,
inflammation, diarrhea and weight loss. This study aimed to evaluate the effect of the
hydroalcoholic extract (HE) of the leaves of Syzygium cumini in the hyperlipidemics and
obese rats. Wistar rats with 60 days of life received single administration of Triton WR-1339
(0.3 g/kg) to become hyperlipidemics. These animals received treatment (single dose, Vv.0)
with 0.1 g/kg ciprofibrate, HE (0.5 g/kg and 1.0 g/kg) and 0.9% NaCl (0,1 ml/100 g). The
continuous blood sampling at 0, 24, 48 and 72 h after treatment for determination of serum
total cholesterol, triglycerides and HDL-cholesterol. In another experimental model, MSG rats
with 60 days of life received (v.0) daily for 8 weeks, NaCl 0.9% (MSG/CTR), HE in doses of
0.5 g/kg or 1.0 g/kg and control animals received 0.9% NaCl. Weight gain, feed intake, Lee
Index (L1I), fat deposits and biochemical parameters were evaluated in these animals. The HE
demonstrated hypolipemiante acute effect in Triton WR-1339 animals. In rats MSG-obese,
the of S. cumini promoted reductions in weight gain, LI, fat accumulation and glucose. In
addition to also demonstrate a lipid-lowering action. The HE showed significant
hypolipemiant actions of both chronic and acute treatment, as well as an action anti-obesity
and hypoglycemic, which agrees with the popular use. Thus presenting a great potential to
become a very useful herbal medicine for chronic disorders that affect a large population.

Keywords: Syzygium cumini, obesity, hyperlipidemia.

Artigo sera submetido ao Journal of Ethnopharmacology

3.1 Introducéo

A obesidade é caracterizada por um maior acumulo de gordura corporal, que
deriva de um estilo de vida marcado por um balango energético positivo, associado ou ndo a
fatores geneticos (Pi — Sunyer, 2002; Bernal-Pacheco e Roman, 2007). Isso se torna um grave
problema de salde publica, uma vez que ela esta associada a uma série de patologias crénicas
que afetam seriamente a qualidade de vida dos individuos, como diabetes mellitus tipo 2,
hiperlipidemia e doengas cardiovasculares (Pereira et al., 2003), causando entre outras
conseqiiéncias, 0 aumento dos gastos com saude publica e diminui¢do da qualidade e do
tempo de vida do individuo (Oliveira et al., 2001; Rique et al., 2002).

Muitas espécies vegetais tem sido usadas na pratica popular no tratamento da
obesidade e algumas com comprovacgdo experimental como Nelumbo nucifera (Ono et al.,
2006), Citrus aurantium (Calapai et al., 1999) e Hibiscus sabdariffa, cujo efeito foi
demonstrado em camundongos obesos induzidos pelo L-glutamato monossodico (MSG)
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(Alarcon — Aguilar et al., 2007). Além destes estudos, avaliacdes pré—clinicas tém constatado
efeito hipolipemiante de muitas espécies vegetais como Camellia sinensis (cha verde) que
também promove reducdo do peso corporal (Freitas e Navarro, 2007), Gardenia jasminoides
(Lee et al., 2005), Rhus verniciflua (Oh et al., 2006), Ananas comosus L. (Xie et al., 2007) e
Pleurospermum kamtschaticum (Jung et al., 2007).

Syzygium cumini (L.) Skeels (sinonimia: Syzygium jambolanum D.C., Eugenia
jambolana Lam.) é uma Angiospermae da familia Myrtaceae, originéria da Asia tropical,
principalmente da india, Malésia e China, e cultivada em varios paises, inclusive no Brasil,
onde é conhecida popularmente como jamboldo, jameldo entre outos nomes. E utilizado
popularmente para diversas enfermidades como infecbes, diarréias, inflamacbes e
principalmente no combate ao diabetes mellitus (Migliato et al., 2006; Lorenzi e Matos,
2008).

Recentemente, o Ministério da Sadde incluiu esta espécie na Relagdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), reconhecendo o papel do Syzygium
cumini no contexto etnofarmacoldgico brasileiro. Muitos estudos in vivo e in vitro de diversas
partes da planta ttm comprovado seu efeito hipoglicemiante (Coimbra et al., 1992; Teixeira et
al., 1997; Prince et al., 2004; Anandharajan et al., 2006; Villasefior e Lamadrid, 2006).
Todavia, poucos demonstraram uma acdo hipolipemiante, que foi observada apenas em
modelos experimentais de diabetes e utilizando extratos das sementes (Sharma et al.,2003;
Ravi et al., 2005; Sharma et al., 2008). Além disso, ndo ha estudos controlados que tenham
avaliado essa espécie vegetal em nenhum modelo experimental de obesidade, embora a
mesma tenha cido citada em um levantamento das plantas utilizadas pela populacéo da regido
sul do Brasil no tratamento do aumento de peso (Dickel et al., 2007).

Dessa forma, com o intuito de ratificar e demonstrar outras atividades biologicas
dessa espécie vegetal, este trabalho teve a finalidade de avaliar os efeitos farmacolégicos do
extrato hidroalcoolico das folhas de Syzygium cumini em ratos obesos e ratos hiperlipidémicos
induzidos experimentalmente.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Material boténico e obtengéo do extrato hidroalcodlico (EH) de S. cumini

As folhas de Syzygium cumini (L.) Skeels (Apéndice A) foram coletadas no Campus
do Bacanga da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), em janeiro de 2008, na cidade de
Sdo Luis no estado do Maranhdo, Brasil. A exsicata da espécie vegetal esta registrada no
Herbario Atico Seabra da UFMA sob n° 1079.

Apos a coleta, o material foi seco em estufa de circulacdo de ar (40°C) e
pulverizado em moinho elétrico. Utilizou-se 500 g de p6 das folhas que foram maceradas em
solucdo hidroalcoolica (etanol 70%), na concentracdo de 25% (p/v), durante nove dias com
agitacdo a cada 6 horas e renovacéo do solvente a cada trés dias.

O material extraido foi filtrado e concentrado a teperatura de 45°C em
rotaevaporador a pressdo reduzida. O extrato concentrado final obtido foi denominado de
extrato hidroalcéolico de Syzygium cumini (EH), o qual foi liofilizado. O peso seco do EH foi
de 66,4 g (22% de rendimento), que foi ressuspenso, no momento do uso, em agua destilada
para administragdo nos animais experimentais.
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3.2.2 Animais experimentais

Ratos machos da espécie Rattus norvegicus Wistar, provenientes do Biotério
Central da UFMA foram confinados em gaiolas no biotério setorial do Laboratério de
Pesquisa e Pos-Graduacdo em Farmacologia (LPPF) em sala com temperatura controlada (23
+ 2°C) e periodo ciclico de luminosidade de 12h, com &gua e racdo ad libitum. Todo
procedimento envolvendo animais foi realizado de acordo com Comite de Etica e
Experimentagdo Animal da Universidade Estadual do Maranhdo, e esta protocolado sob o n°
001/09.

3.2.3 Inducao da hiperlipidemia e tratamento agudo com EH de S. cumini

Ratos machos pesando de 243 + 10,4 g foram randomizados e receberam pela via
intraperitoneal (i.p) Triton WR-1339 (Sigma Chemical Co.), na dose de 0,3 g/Kg, para
inducdo da hiperlipidemia (Mathur et al., 1964; Silva et al., 2001), ou NaCl 0,9 % (0,1
mL/100g), grupo controle. Em seguida, os animais injetados com Titron WR-1339 foram
distribuidos em grupos e receberam por via oral (v.0) em uma Unica administracdo: 0,1 g/kg
de ciprofibrato, (Cipro), EH nas doses de 0,5 g/kg (EH 0,5) ou 1,0 g/Kg (EH 1,0), e NaCl 0,9
% (0,1 mL/100g; grupo Triton) ou salina isotdnica naqueles injetados com NaCl 0,9 %
(CTR). O nimero experimental de aniamais de cada grupo foi de 7.

Para quantificacdo dos parametros lipidicos, foram coletadas amostras de sangue
periférico, diretamente do plexo venoso ocular, antes (valor basal) e apds 24, 48 e 72 horas
dos tratamentos. As amostras foram processadas em centrifuga com rotacdo de 3500 rpm
durante cinco minutos e o0s soros separados para determinacdo das concentracdes séricas de
triglicerideos, colesterol total e colesterol-HDL atravées de métodos enzimaticos
colorimétricos (Pérez et al, 1999).

3.2.4 Inducao da obesidade e tratamento crénico com EH de S. cumini

Durante os cinco primeiros dias de vida, filhotes machos de ratos foram injetados
por via subcutanea (s.c), na regido dorso-cervical, com solucdo de L-glutamato monossédico
(MSG) na dose de 4,0 g/Kg/dia, para inducédo da obesidade. Os animais controle receberam
uma injecéo de solucéo salina equiosmolar (0,1mL/10g de peso) (Dolnikoff et al., 1988).

Apos 21 dias de vida foi realizado o desmame dos animais que foram distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos (MSG/CTR; MSG/EH 0,5; MSG/EH 1,0 e CTR) com 7
ratos cada. O desenvolvimento da obesidade foi avaliado, antes, durante e apds o tratamento,
pelo célculo do indice de Lee (Bernardis e Patterson, 1968) (Fig. 1).

\/peso corporal (g)

. x 1000
comprimento naso — anal (cm)

Fig. 1. Formula do indice de Lee
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Com 60 dias de vida os animais obesos-MSG (Apéndice B) receberam por via
oral, diariamente, durante 8 semanas, solucdo de NaCl 0,9 % (grupo MSG/CTR), EH nas
doses de 0,5 g/Kg (MSG/EH 0,5) ou 1,0 g/Kg (MSG/EH 1,0). Os animais nao-obesos
receberam NaCl 0,9 % (CTR). Durante todo o periodo de tratamento, o consumo de racao e a
avaliacdo do desenvolvimento ponderal foram realizados trés vezes por semana. Ao final do
tratamento, os depositos adiposos periepididimal e retroperitoneal foram retirados e avaliados
de forma relativa ao peso dos animais e expressos como grama de gordura por 100 g de peso
do animal (g%), para a analise do acimulo de gordura.

3.2.5 Avaliacdo da glicemia e do perfil lipidico dos animais obesos — MSG

Ao final do tratamento, os animais foram submetidos a uma restricdo alimentar de
12 h para coleta de sangue pela veia abdominal. Apds coagulacdo, o sangue foi centrifugado a
3500 rpm por 5 min para obtencdo do soro, que foi utilizado para a determinacdo das
concentracOes de glicose, triglicerideos (TG), colesterol total (CT) e colesterol — HDL (c-
HDL) por métodos enzimaticos colorimétricos. O colesterol — LDL (c-LDL) foi calculado
pela férmula de Friedwald (Friedwald et al., 1972): c-LDL= CT — (c-HDL + TG/5).

3.2.6 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo das médias (e.p.m) e 0s
grupos comparados entre si pelo teste ANOVA, utilizando o Newman — Keuls como poés-
teste. As diferencas foram significativas quando p<0,05. As andlises foram realizadas
utilizando o programa estatistico GraphPad Prism versao 5.0.

3.3 Resultados

3.3.1 Efeito do tratamento agudo com EH de S. cumini sobre a hiperlipidemia induzida por
Triton WR-1339

A administracdo intraperitoneal de Triton WR-1339 (0,3 g/kg) promoveu marcada
elevacdo dos niveis séricos de triglicerideos (TG) e colesterol total (CT) em todos 0s gupos
estimulados, quando comparados ao grupo tratado apenas com veiculo (CTR). A
administracdo aguda de EH, nas doses de 0,5 ou 1,0 g/kg, tanto reduziu o pico
trigliceridémico maximo em 24 horas (de 4078 + 194 mg/dL — Triton, para 3164 + 197 mg/dL
e 3411 + 146 mg/dL nos grupos EH 0,5 e 1,0, respectivamente), quanto aumentou a eficiéncia
metabolica do animal ao intensificar a queda dos nives séricos nas 48 horas, de 2151 + 66
mg/dL (Triton), para 857 + 260 mg/dL (EH 0,5) e 798 £ 170 mg/dL (EH 1,0) (Fig. 2A). Além
disso, o efeito do EH em ambas as doses foi maoior que o do ciprofibrato (0,1 g/kg). Ao final
da avaliacdo (72h), ndo houve diferenca dos niveis de TG entre os grupos, voltando todos a
valores basais (Fig. 2A). Efeitos semelhantes foram observados quando analisadas as
concentragOes séricas de CT. Novamente, o EH demonstrou uma maior agdo hipolipemiante
que o ciprofibrato tanto em diminuir a concentragdo em pico (496 + 9,5 mg/dL — Triton; 276
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+ 34 mg/dL — EH 0,5; 287 + 20 mg/dL — EH 1,0), quanto em acelerar a reducdo de tais
concentragdes (375 + 6,1 mg/dL — Triton; 179 £ 40 mg/dL — EH 0,5; 194 + 26 mg/dL — EH
1,0) (Fig. 2B).
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Fig. 2. Efeito hipolipemiante agudo do extrato hidroalcodlico (EH) das folhas de Syzygium cumini em ratos
hiperlipidémicos induzidos por Triton WR — 1339. Apds administracdo com Triton WR — 1339 (i.p. — 0,3 g/kg),
para induzir hiperlipidemia, ratos Wistar receberam administracéo Unica (v.0) do EH de S. cumini nas doses de
0,5 g/kg (EH 0,5) e 1,0 g/kg (EH 1,0), de ciprofibrato (0,1 g/kg; grupo Cipro) ou salina isotdnica (grupo Triton)
para avaliacdo dos niveis séricos dos triglicerideos e colesterol total durante 72 h. O grupo CTR € composto por
ratos ndo-obesos que receberam salina isoténica (v.0). Em cada tempo os valores sdo expressos como média +
e.p.m., n=7. Em (A): ?p<0,01 e "p<0,0001 diferenca versus Triton; “p<0,05 diferenca versus Cipro 0,1g/kg. Em
(B): ?p<0,0001 e °p<0,01 diferenca versus Triton; “p<0,0001 diferenca versus Cipro 0,1g/kg.

3.3.2 Efeitos do tratamento cronico com EH de S. cumini sobre o desenvolvimento da
obesidade em ratos obesos—MSG

Para avaliacdo dos efeitos crénicos do EH de S. cumini sobre o desenvolvimento
da obesidade e metabolismo de lipidios empregou-se 0 modelo de obesidade induzida pela
injecdo neonatal de glutamato monossodico (MSG). A inducdo da obesidade se confirmou
pelo aumento significativo do indice de Lee (IL) dos animais MSG (338 + 1,5 g*%.cm™)
comparados aos controles ndo-obesos (306 + 4,7 g*%.cm™). Os animais MSG foram, ent&o,
dividos em trés grupos aos quais foi administrado o EH de S. cumini nas doses de 0,5 g/kg e
1,0 g/kg, cujos IL por grupo foram de 3382 + 1,3 g®.cm™ e 3348 + 32 g*’.cm?,
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resgpectivamente. O terceiro grupo recebeu apenas veiculo como tratamento (IL = 340 £ 2,7
g*°.cm™). Como mostrado na figura 3, os efeitos do EH sobre a distribuicdo corpérea de
gordura puderam ser observados j& na quarta semana de tratamento, quando o EH de S.
cumini, reduziu o IL em 5,0 e 7,0 %, para as doses de 0,5 e 1,0 g/kg, respectivamente. Esta
condic&o se intensificou ao final do tratamento, quando as reducdes foram de 7% e 10%, para
as mesmas doses, respectivamente (Fig. 3).

Bl CTR
400- B3 MSG/CTR
. E3 MSG/EH 0,5
o 350- S abap EAP.p ¢ N MSG/EH 10
Yo 300 \ \ N
85 1 N\ N \
© o 250 \ \ \
S350 N N BEEN
ERCERTE
£ § o § = \
0. N N ZISIN

Antes 42Semana 8%*Semana

Fig. 3. Reducdo do indice de Lee (IL) de ratos obesos — MSG apds tratamento crdnico com o extrato
hidroalcodlico (EH) das folhas de Syzygium cumini. Ratos obesos—MSG com 60 dias de vida receberam
administracdo (v.0) diaria de salina isotdnica (MSG/CTR) ou EH de S. cumini nas doses de 0,5 g/kg (MSG/EH
0,5) e 1,0 g/kg (MSG/EH 1,0) durante 8 semanas. O grupo CTR é composto por ratos ndo-obesos que receberam
salina isot6nica (v.0). Os valores do IL foram avaliados antes e apds a 4* e 8* semana de tratamento, sendo
expressos como média + e.p.m., n=7. %p<0,0001 diferenca versus CTR; ’p<0,0001 diferenca versus MSG/CTR,;
‘p<0,05 diferenca versus MSG/EH 0,5 g/kg.

Em relacdo ao acompanhamento do peso corporal, os animais obesos tratados com
MSG (MSG/CTR) apresentaram evolucdo ponderal significativamente menor que a observada
no grupo controle (Fig. 4A). Quando analisados os animais obesos MSG, a administragéo oral
do EH de S. cumini, pelo periodo de 8 semanas, reduziu o ganho de peso em ambos 0s grupos
tratados com 0,5 ou 1,0 g/kg, efeito este evidenciado a partir da quarta semana de tratamento
guando os animais dos grupos MSG/EH 0,5 e 1,0 apresentaram reduc¢des de 10 % do ganho
de peso em relacdo ao grupo MSG/CTR (Fig. 4A). Quanto a avaliacdo do consumo de racéo,
ndo houve diferenca entre 0s grupos obesos-MSG, embora estes demonstraram uma
hiperfagia, quando comparados aos animais CTR (Fig. 4B).
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Fig. 4. (A): reducdo do ganho de peso de ratos obesos — MSG durante tratamento crénico com o extrato
hidroalcoolico (EH) das folhas de Syzygium cumini. (B): efeito do tratamento crénico com o EH das folhas de
Syzygium cumini no consumo de racdo de ratos obesos — MSG. Ratos obesos—MSG com 60 dias de vida
receberam administracdo (v.0) didria de salina isotdnica (MSG/CTR) ou EH de S. cumini nas doses de 0,5 g/kg
(MSG/EH 0,5) e 1,0 g/kg (MSG/EH 1,0) durante 8 semanas. O grupo CTR é composto por ratos ndo-obesos que
receberam salina isotonica (v.0). Em cada semana os valores sdo expressos como média £ e.p.m., n=7. Em (A):
*diferenca versus MSG/CTR (p<0,05) e “diferenca versus CTR (p<0,05). Em (B): “diferenca versus CTR
(p<0,01).

Na avaliagdo dos depositos das gorduras retroperitoneal (RETRO) e
periepididimal (PERI), verificou-se um aumento de pelo menos trés vezes do acimulo de
gordura dos animais do grupo MSG/CTR (RETRO: 3,1 + 0,30 g% e PERI: 2,3 = 0,18 g%),
guando comparado aos depdsitos dos animais do grupos CTR (RETRO: 0,61 + 0,06 g% e
PERI: 0,68 + 0,03 g%). Entretanto, o tratamento com EH de S. cumini promoveu redugdes
expressivas das gorduras nos grupos MSG/EH 0,5 (RETRO: 36%; PERI: 35%) e MSG/EH
1,0 (RETRO: 42%; PERI: 44%), em relacdo ao grupo MSG/CTR. N&o houve diferenca entre
0s grupos tratados com o EH (Fig. 5).
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Fig. 5. Reducdo do tecido adiposo retroperitoneal (RETRO) e periepididimal (PERI) de ratos obesos — MSG
apos tratamento cronico com o extrato hidroalcodlico (EH) das folhas de Syzygium cumini. Ratos obesos—MSG
com 60 dias de vida receberam administracéo (v.o) diaria de salina isoténica (MSG/CTR) ou EH de S. cumini
nas doses de 0,5 g/kg (MSG/EH 0,5) e 1,0 g/kg (MSG/EH 1,0) durante 8 semanas. O grupo CTR é composto por
ratos ndo-obesos que receberam salina isotonica (v.0). Os valores das gorduras foram avaliados ap6s a 8% semana
de tratamento, sendo expressos como média + e.p.m., n=7. %p<0,0001 e °p<0,01 diferenga versus CTR;
®4p<0,0001 diferenca versus MSG/CTR.

3.3.3 Efeito hipoglicemiante e hipolipemiante do EH de S. cumini em ratos obesos—MSG

A concentracao sérica de glicose em jejum e triglicerideos foi maior nos animais
MSG/CTR do que nos CTR. Entre os grupos MSG constatou-se reducdo da glicemia nas
doses de 0,5 g/kg e 1,0 g/kg, em relacdo ao MSG/CTR, sendo que nos animais tratados com a
maior dose a diminuigéo foi mais significativa, atingindo valores estatisticamente iguais ao do
grupo CTR (Tabela 1).

Tabela 1
Efeito hipoglicemiante e hipolipemiante do tratamento crénico com o extrato hidroalcodlico (EH) das
folhas de Syzygium cumini em ratos obesos—-MSG

Parametros Grupos

CTR MSG/CTR MSG/EH 0,5 MSG/EH 1,0
Glicose (mg/dL) 69,4 +4,2° 1431+59° 100,4 + 7,6° 72,3 +8,1%*°
Triglicerideos (mg/dL) 921+6,7%° 1219+6,2° 65,6 + 9,3%° 70,0 + 8,5%°
Colesterol total (mg/dL)  64,6+3,1% 69,4 +5,2° 53,2+ 2,2 52,8+ 1,5
Colesterol-HDL (mg/dL) 37,8+1,6° 29,6 +4,4° 31,7+5,2° 29,0+2,9°
Colesterol-LDL (mg/dL) 144+15* 151+15° 16,1 +1,8° 15,3 +1,8°

Ratos obesos—MSG foram tratados (v.0) diariamente, durante 8 semanas, com salina isoténica (MSG/CTR)
ou EH de S. cumini nas doses de 0,5g/kg (MSG/EH 0,5) e 1,0 g/kg (MSG/EH 1,0). O grupo CTR é
composto por ratos nao-obesos que receberam salina isotdnica (v.0). Os valores representam média +
e.p.m., n=7. Em cada linha, valores com a mesma letra ndo apresentam diferenca significativa (p<0,05).
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O efeito do tratamento de 8 semanas com o EH de S. cumini em rato obesos—MSG
resultou em diminui¢des dos niveis plasmaticos de colesterol total tanto na dose de 0,5 g/kg
como na de 1,0 g/kg, quando comparados com o grupo MSG/CTR. Néo houve diferenca entre
0s grupos tratados com o EH. Em relacdo aos niveis séricos de triglicerideos o EH de S.
cumini mostrou também uma acéo hipotrigliceridemiante tanto no grupo MSG/EH 0,5 como
naquele tratado com a maior dose, quando comparados com os animais MSG/CTR. Nao
ocorreram alteracOes entre 0s grupos tratados com o EH. Sobre os outros pardmetros do
lipidograma (colesterol do LDL e HDL), o tratamento com EH de S. cumini ndo provocou
nenhuma alteragdo nas concentragds desses constituintes, nos animais obesos — MSG (Tabela
1).

3.4 Discussao

As doencas cardiovasculares representam a principal causa de morbi-mortalidade
global sendo responsaveis por 17 milhdes de mortes anualmente, 0 que corresponde a um
terco do total de 6bitos no mundo em 2001 (Cosentino et al., 2007). A dislipidemia é um dos
fatores de risco modificAveis mais importantes para a doenca cardiovascular, sendo
caracterizado pelo aumento das concentracfes séricas de colesterol total, LDL—colesterol e
triglicerideos e pela diminuicdo dos niveis do colesterol-HDL (Franca e Alves, 2006).

No modelo experimental de hiperlipidemia induzida por Triton WR-1339 o
extrato hidroalcoolico das folhas (EH) de S. cumini mostrou uma ag&o hipotrigliceridemiante
aguda, que foi até melhor que a do controle positivo (ciprofibrato) nas 48 hs ap6s a inducéo,
considerando as doses empregadas. Esse farmaco hipolipemiante produz seu efeito por uma
maior expressdo génica da lipoproteina lipase (LPL). Assim, o mecanismo de acdo do EH de
S. cumini pode ser por uma acao semelhante a do ciprofibrato e/ou maior ativacdo da LPL,
por ser a enzima responsavel pela hidrolise dos triglicerideos (TG) do plasma, a qual se
encontra inibida pela agdo do Triton WR-1339 (Bhatnagar, 1998).

Da mesma forma que nos TG, o tratamento com EH nas duas doses e com o
ciprofibrato reduziram os niveis séricos de colesterol total (CT) nas 24 hs ap6s indugdo com
Triton WR-1339, sendo que nas 48 hs as redu¢des se mantiveram com uma maior diminui¢édo
nos animais administrados com EH do que naqueles tratados com o controle positivo. O efeito
hipocolesterolemiante observado pela queda dos nives de CT pode indicar uma inibicdo da
sintese enddégena de colesterol. Sintese que é determinada principalmente pela atividade da
HMGCoA-redutase, sugerindo-se uma acdo semelhante as estatinas, que se da por inibicéo
irreversivel dessa enzima (Jorge et al., 2005).

Essas acOes hipolipemiantes podem ser mais respaldadas pela grande presenga de
flavonoides encontrados no EH de S. cumini (Bezerra et al., 2006), uma vez que varios
estudos ja comprovaram os efeitos desses compostos no metabolismo lipidico, como
demonstrado por Sharma e colaboradores (2008), que utilizaram um extrato rico de
flavonoides obtidos das sementes de S. cumini, porém, ainda ndo ha relato na literatura
utilizando as folhas dessa espécie. Efeitos que podem ser devido a mecanismos ja
demonstrados por muitos compostos dessa classe fitoquimica, como inibigdo da HMGCoA-
redutase, aumento dos receptores da liproproteina de baixa densidade (LDL) e elevagédo da
atividade do sistema microssomal hepatico (Kirk et al., 1998; Havsteen, 2002; Oliveira et al.,
2002).

O HDL é a lipoproteina responsavel pelo transporte reverso do colesterol,
promovendo a transferéncia do colesterol dos tecidos perifericos para o figado, sendo assim,
importante na prevencdo de doengas coronarianas (Lima e Couto, 2006). Na avaliagdo do
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efeito agudo do EH em ratos hiperlipidémicos, ndo foi observada diferenca das concentracoes
do colesterol-HDL entre os grupos, durante as 72 hs de avaliacdo (dados ndo mostrados).

De acordo com Campfield e colaboradores (1998), a eficdcia dos novos
tratamentos da obesidade pode ser avaliada por seus efeitos no peso corporal. Dessa forma, o
tratamento com o EH de S. cumini nos animas obesos—MSG mostrou-se favoravel no combate
a obesidade, nesse modelo experimental, uma vez que reduziu o ganho de peso desses animais
a partir da quarta semana até o final do tratamento, nas duas doses utilizadas. Condicéo
também constatada a partir da 15% semana em ratos ndo obesos tratados de forma crénica com
EH de S.cumini na dose de 0,25 g/kg (Silva, 2006).

Segundo a descricdo classica do modelo de obesidade induzida por injecédo
neonatal com solugéo de MSG, os animais obesos-MSG apresentam menor evolugéo ponderal
em decorréncia da deficiéncia na sintese/secrecdo do horménio do crescimento (GH) (Antoni,
et al.,, 1982). Entretanto, na fase adulta, esses animais apresentam um actimulo de tecido
adiposo hipertréfico por aumento da lipogénese e reduzida mobilizacdo de gordura
principalmente no retroperitonio e testiculos, como demonstrado nos ratos obesos-MSG deste
estudo (Nascimento Curi et al., 1991). Essa adiposidade excessiva se deve a um mecanismo
ainda pouco esclarecido de hiperatividade do sistema nervoso autbnomo parassimpatico com
conseqiente hipersecrecdo de insulina. Este horménio é capaz de inibir a lipolise, induzir a
lipogénese e ainda aumentar a entrada de glicose nos adipdcitos, promovendo dessa forma,
seu crescimento volumeétrico (Rohner-Jeanrenaud, 1995; Okuda, 2003).

O Indice de Lee (IL) é um parametro biométrico que apresenta excelente
correlagdo com o acimulo gordura corporal tanto na fase adulta, quanto na fase de desmame,
nos animais com obesidade, devido a lesdo hipotalamica, assim, ele representa para 0s
animais MSG o mesmo que o indice de massa corporal (IMC) para os seres humanos
(Bernardis e Patterson, 1968; Stephens, 1980). Os animais MSG/EH 0,5 e 1,0 apresentaram
uma reducdo bastante significativa do IL durante e ao final do tratamento, a qual foi
acompanhada por diminuicdo do acumulo das gorduras retroperitoneal e periepididimal.
Constatando-se um evidente efeito anti-obesidade do EH das folhas de S. cumini, o que
corrobora com os dados etnofarmacoldgicos relatados por Dickel et al (2007), onde cita a
utilizacdo popular da planta em estudo no combate a obesidade. Mecanismo esse, que pode
ser devido a uma maior estimulacdo do metabolismo lipidico ou menor sintese de lipidios,
uma vez que ndo foi observada alteracdo no consumo de racdo durante todo tratamento.

A hiperglicemia verificada nos animais MSG/CTR ja era esperada, visto que
Hirata e colaboradores (1997), utilizando o teste de tolerancia intravenoso de glicose e a
técnica do clamp, constataram em ratos obesos, que receberam no periodo neonatal injecdes
de MSG (4mg/kg/dia), niveis significativamente maiores de insulina e de glicemia quando
comparados com seus controles, manifestando insulino-resisténcia a captacdo periférica de
glicose. Além do mais, Papa e colaboradores (2002) comprovaram que 0s transportadores de
glicose (GLUT-4) encontram-se em menor quantidade em tecidos sensiveis a insulina dos
ratos obesos—MSG. Sendo que o efeito hipoglicemiante apresentado pelo EH pode ser devido
a uma maior sensibilizacdo dos receptores de insulina, levando a uma maior expressao do
GLUT-4 através da ativagdo do PI3—quinase, tendo como conseqiiencia maior captacdo de
glicose, como comprovado por Anandharajan e colaboradores (2006) com o extrato
metandlico de S. cumini.

Silva (2006) observou reducdes nas concentraces séricas de colesterol total e
triglicerideos resultantes do tratamento crénico por 180 dias com o EH da espécie vegetal em
estudo em ratos ndo obesos. Neste estudo, o grupo MSG/CTR apresentou apenas uma
hipertrigliceridemia, fato também constatado por Oida e colaboradores (1984) em ratos
Wistar. As atividades hipocolesterolémica e hipotrigliceridémica do EH de S. cumini aliada a
manutencdo da concentracdo do HDL, ap0s o tratamento, pode ser de grande importancia na
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prevencdo da formacdo de placas de ateroma, pois a hiperlipidemia est4d diretamente
relacionado ao processo de aterosclerose (Nakaya, 2002; Siqueira et al., 2006).

Esse trabalho € pioneiro por avaliar o efeito do Syzygium cumini em modelos
experimentais de hiperlipidemia e obesidade, revelando que as folhas dessa espécie vegetal
apresentam efeitos benéficos no metabolismo tanto em animais hiperlipidémicos induzidos
por Triton WR-1339, promovendo redugbes das concentracdes seéricas de triglicerideos e
colesterol total, como em ratos obesos—MSG, levando a diminui¢des de peso, depdsito de
gorduras, lipidemia e glicemia. Apresentando, dessa forma, um grande potencial para a
prevencdo e tratamento de patologias cronicas e muito freqiientes na populacdo como a
obesidade, diabetes mellitus e hiperlipidemia. Embora, estudos complementares devam ser
realizados no intuito de ratificar seus efeitos benéficos e avaliar possiveis toxicidades.
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CONSIDERACOES FINAIS

O tratamento com o extrato hidroalcoolico (EH) das folhas de Syzygium cumini em
ratos hiperlipidémicos induzidos por Triton WR — 1339 promoveu efeito hipolipemiante sobre
0s niveis séricos de trigliceridios e colesterol total.

A administragdo oral do EH em ratos obesos — MSG durante oito semanas resultou
em:

e Efeito anti — obesidade com reducdes do ganho de peso, indice de Lee e das gorduras
retroperitoneal e periepididimal;

e Efeito hipoglicemiante, o qual foi maior na dose de 1,0 g/kg;

¢ Reducdo das concentra¢des plasmaticas de colesterol total e trigliceridios;

e Nao alteracdo das concetracGes séricas do colesterol-HDL e colesterol-LDL.
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The Editors and Editorial Board have developed the "Rules of 5" for publishing in JEP. We
have produced five clear criteria that each author needs to think about before submitting a
manuscript and setting the whole process of editing and reviewing at work. Click here.
Types of paper

The Journal of Ethnopharmacology will accept the following contributions:

1.  Original research articles - whose length is not limited and should include Title,
Abstract, Methods and Materials, Results, Discussion, Conclusions, Acknowledgements and
2.  References. As a guideline, a full length paper normally occupies no more than 10
printed pages of the journal, including tables and illustrations.

3. Ethnopharmacological communications (formerly Short Communications) - whose
average length is not more than 4 pages in print (approx. 2000-2300 words, including abstract
and references). A maximum of 2 illustrations (figures or tables) is allowed. See paragraph
below for description and format.

4.  Letters to the Editors.

Reviews - Authors intending to write review articles should consult and send an outline to the
Reviews Editor (see inside front cover for contact information) before preparing their
manuscripts. The organization and subdivision of review articles can be arranged at the
author's discretion. Authors should keep in mind that a good review sets the trend and
direction of future research on the subject matter being reviewed. Tables, figures and
references are to be arranged in the same way as research articles in the journal. Reviews on
topics that address cutting-edge problems are particularly welcome.

5. Book reviews - Books for review should be sent to the Reviews Editor.

6. Commentaries - invited, peer-reviewed, critical discussion about crucial aspects of the
field but most importantly methodological and conceptual-theoretical developments in the
field and should also provide a standard, for example, for pharmacological methods to be used
in papers in the Journal of Ethnopharmacology. The scientific dialogue differs greatly in the
social / cultural and natural sciences, the discussions about the common foundations of the
field are ongoing and the papers published should contribute to a transdisciplinary and
multidisciplinary discussion. The length should be a maximum of 2-3 printed pages or 2500
words. Please contact the Reviews Editor j.ethnopharmacol@pharmacy.ac.uk with an outline.

7. Conference announcements and news.
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BEFORE YOU BEGIN

Ethics in Publishing

For information on Ethics in Publishing and Ethical guidelines for journal publication see
http://www.elsevier.com/publishingethics and =+http://www.elsevier.com/ethicalguidelines.
Policy and ethics

In the covering letter, the author must also declare that the study was performed according to
the international, national and institutional rules considering animal experiments, clinical
studies and biodiversity rights. See below for further information. The ethnopharmacological
importance of the study must also be explained in the cover letter.

Animal and clinical studies - Investigations using experimental animals must state in the
Methods section that the research was conducted in accordance with the internationally
accepted principles for laboratory animal use and care as found in for example the European
Community guidelines (EEC Directive of 1986; 86/609/EEC) or the US guidelines (NIH
publication #85-23, revised in 1985). Investigations with human subjects must state in the
Methods section that the research followed guidelines of the Declaration of Helsinki and
Tokyo for humans, and was approved by the institutional human experimentation committee
or equivalent, and that informed consent was obtained. The Editors will reject papers if there
is any doubt about the suitability of the animal or human procedures used.

Biodiversity rights - Each country has its own rights on its biodiversity. Consequently for
studying plants one needs to follow the international, national and institutional rules
concerning the biodiversity rights.

Conflict of interest

All authors are requested to disclose any actual or potential conflict of interest including any
financial, personal or other relationships with other people or organizations within three years
of beginning the submitted work that could inappropriately influence, or be perceived to
influence, their work. See also http://www.elsevier.com/conflictsofinterest.

Submission declaration

Submission of an article implies that the work described has not been published previously
(except in the form of an abstract or as part of a published lecture or academic thesis), that it
is not under consideration for publication elsewhere, that its publication is approved by all
authors and tacitly or explicitly by the responsible authorities where the work was carried out,
and that, if accepted, it will not be published elsewhere in the same form, in English or in any

other language, without the written consent of the copyright-holder.
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Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing
Agreement' (for more information on this and copyright see
http://www.elsevier.com/copyright). Acceptance of the agreement will ensure the widest
possible dissemination of information. An e-mail will be sent to the corresponding author
confirming receipt of the manuscript together with a '‘Journal Publishing Agreement’ form or a
link to the online version of this agreement. Subscribers may reproduce tables of contents or
prepare lists of articles including abstracts for internal circulation within their institutions.
Permission of the Publisher is required for resale or distribution outside the institution and for
all other derivative works, including compilations and translations (please consult
http://www.elsevier.com/permissions). If excerpts from other copyrighted works are included,
the author(s) must obtain written permission from the copyright owners and credit the
source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases: please
consult http://www.elsevier.com/permissions.

Retained author rights

As an author you (or your employer or institution) retain certain rights; for details you are
referred to: http://www.elsevier.com/authorsrights.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research
and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in
study design; in the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report;
and in the decision to submit the paper for publication. If the funding source(s) had no such
involvement then this should be stated. Please see http://www.elsevier.com/funding.
Funding body agreements and policies

Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors whose articles
appear in journals published by Elsevier, to comply with potential manuscript archiving
requirements as specified as conditions of their grant awards. To learn more about existing
agreements and policies please visit http://www.elsevier.com/fundingbodies.

Language Services

Authors who require information about language editing and copyediting services pre- and
post-submission please visit http://www.elsevier.com/languagepolishing or our customer
support site at http://epsupport.elsevier.com/ for more information. Please note Elsevier

neither endorses nor takes responsibility for any products, goods or services offered by
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outside vendors through our services or in any advertising. For more information please refer
to our Terms & Conditions: http://www.elsevier.com/termsandconditions.

Submission

Submission to this journal proceeds totally online. Use the following guidelines to prepare
your article. Via the homepage of this journal (http://www.elsevier.com/journals) you will be
guided stepwise through the creation and uploading of the various files. The system
automatically converts source files to a single Adobe Acrobat PDF version of the article,
which is used in the peer-review process. Please note that even though manuscript source files
are converted to PDF at submission for the review process, these source files are needed for
further processing after acceptance. All correspondence, including notification of the Editor's
decision and requests for revision, takes place by e-mail and via the author's homepage,
removing the need for a hard-copy paper trail.

Additional information

Authors who want to submit a manuscript should consult and peruse carefully recent issues of
the journal for format and style. Authors must include the following contact details on the title
page of their submitted manuscript: full postal address; fax; e-mail. All manuscripts submitted
are subject to peer review. The minimum requirements for a manuscript to qualify for peer
review are that it has been prepared by strictly following the format and style of the journal as
mentioned, that it is written in good English, and that it is complete. Manuscripts that have not
fulfilled these requirements will be returned to the author(s).

In addition, you are recommended to adhere to the research standards described in the
following articles:

Cos P, Vlietinck AJ, Berghe DV, et al. Anti-infective potential of natural products: how to
develop a stronger in vitro 'proof-of-concept'. J Ethnopharmacol 2006, 106: 290-302.
Matteucci, E., Giampietro, O. Proposal open for discussion: defining agreed diagnostic
procedures in experimental diabetes research. J Ethnopharmacol 2008,115: 163-172.
T.SA. Froede and Y.S. Medeiros Animal models to test drugs with potential antidiabetic
activity. J Ethnopharmacol 2008, 115: 173-183.

PREPARATION

Language

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a
mixture of these). Use decimal points (not decimal commas); use a space for thousands (10
000 and above).

Use of wordprocessing software
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It is important that the file be saved in the native format of the wordprocessor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most
formatting codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not
use the wordprocessor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold
face, italics, subscripts, superscripts etc. Do not embed "graphically designed” equations or
tables, but prepare these using the wordprocessor's facility. When preparing tables, if you are
using a table grid, use only one grid for each individual table and not a grid for each row. If
no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns. The electronic text should be prepared
in a way very similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing
with Elsevier: z:http://www.elsevier.com/guidepublication). Do not import the figures into
the text file but, instead, indicate their approximate locations directly in the electronic text and
on the manuscript. See also the section on Electronic illustrations. To avoid unnecessary
errors you are strongly advised to use the "spell-check™ and "grammar-check” functions of
your wordprocessor.

Article structure

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be
numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ..), 1.2, etc. (the abstract is not included in section
numbering). Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to "the
text". Any subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on its own
separate line.

Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed
literature survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published
should be indicated by a reference: only relevant modifications should be described.
Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in
the Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section
represents a practical development from a theoretical basis.

Results

Results should be clear and concise.
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Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined
Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion
of published literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which
may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.
Glossary

Please supply, as a separate list, the definitions of field-specific terms used in your article.
Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and
equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a
subsequent appendix, Eg. (B.1) and so on.

Essential title page information

Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

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

Corresponding author. Clearly indicate who is willing to handle correspondence at all stages
of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that telephone and fax
numbers (with country and area code) are provided in addition to the e-mail address
and the complete postal address.

Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article
was done, or was visiting at the time, a "Present address™ (or "Permanent address™) may be
indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the
work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used
for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the

research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately
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from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be
avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon
abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in
the abstract itself.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling
and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, "and", "of").
Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be
eligible. These keywords will be used for indexing purposes.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references
and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise.
List here those individuals who provided help during the research (e.g., providing language
help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Math formulae

Present simple formulae in the line of normal text where possible and use the solidus (/)
instead of a horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to
be presented in italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number
consecutively any equations that have to be displayed separately from the text (if referred to
explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article, using
superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into the text, and this
feature may be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text
and present the footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include
footnotes in the Reference list.

Table footnotes

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Electronic artwork

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Save text in illustrations as "graphics" or enclose the font.

* Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Helvetica, Times, Symbol.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.
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* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

* Produce images near to the desired size of the printed version.

» Submit each figure as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given
here.

Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised, please "save as"
or convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for
line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below): EPS: Vector drawings.
Embed the font or save the text as "graphics”. TIFF: color or grayscale photographs
(halftones): always use a minimum of 300 dpi. TIFF: Bitmapped line drawings: use a
minimum of 1000 dpi. TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a
minimum of 500 dpi is required. DOC, XLS or PPT: If your electronic artwork is created in
any of these Microsoft Office applications please supply "as is"

Please do not:

* Supply embedded graphics in your wordprocessor (spreadsheet, presentation) document;

* Supply files that are optimised for screen use (like GIF, BMP, PICT, WPQ); the resolution
is too low;

* Supply files that are too low in resolution;

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Please note that figures and tables should be embedded in the text as close as possible to
where they are initially cited. It is also mandatory to upload separate graphic and table files as
these will be required if your manuscript is accepted for publication.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF, EPS or MS Office files)
and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit usable
color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear
in color on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these
illustrations are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you
will receive information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted

article. Please indicate your preference for color in print or on the Web only. For further
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information  on  the  preparation of  electronic  artwork, please  see
http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Please note: Because of technical complications
which can arise by converting color figures to "gray scale" (for the printed version should you
not opt for color in print) please submit in addition usable black and white versions of all the
color illustrations.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the
figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of
the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols
and abbreviations used.

Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes
to tables below the table body and indicate them with superscript lowercase letters. Avoid
vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do
not duplicate results described elsewhere in the article.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and
vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and
personal communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in
the text. If these references are included in the reference list they should follow the standard
reference style of the journal and should include a substitution of the publication date with
either "Unpublished results" or "Personal communication” Citation of a reference as "in
press” implies that the item has been accepted for publication.

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by "et al." and the year of publication.
Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first
alphabetically, then chronologically.

Examples: "as demonstrated (Allan, 1996a, 1996b, 1999; Allan and Jones, 1995). Kramer et

al. (2000) have recently shown ...."
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List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted
chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the same
year must be identified by the letters "a", "b", "c", etc., placed after the year of publication.
Please use full journal names.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2000. The art of writing a scientific article.
Journal of Scientific Communication. 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 1979. The Elements of Style, third ed. Macmillan, New York.
Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 1999. How to prepare an electronic version of your article, in:
Jones, B.S., Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New
York, pp. 281-304.

Supplementary material

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific
research. Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting
applications, movies, animation sequences, high-resolution images, background datasets,
sound clips and more. Supplementary files supplied will be published online alongside the
electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect:
http://www.sciencedirect.com/. In order to ensure that your submitted material is directly
usable, please ensure that data are provided in one of our recommended file formats. Authors
should submit the material in electronic format together with the article and supply a concise
and descriptive caption for each file. Video files: please supply 'stills' with your files: you can
choose any frame from the video or make a separate image. These will be used instead of
standard icons and will personalize the link to your supplementary information. For more
detailed instructions please visit our artwork instruction pages
athttp://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Submission checklist

It is hoped that this list will be useful during the final checking of an article prior to sending it
to the journal's Editor for review. Please consult this Guide for Authors for further details of

any item.
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Ensure that the following items are present:

One Author designated as corresponding Author:

* E-mail address

* Full postal address

* Telephone and fax numbers

All necessary files have been uploaded

» Keywords

* All figure captions

« All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

* Manuscript has been "spellchecked" and "grammar-checked"

* References are in the correct format for this journal

« All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including
the Web)

* color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free of
charge) and in print or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in black-
and-white in print If only color on the Web is required, black and white versions of the
figures are also supplied for printing purposes For any further information please visit our
customer support site at http://epsupport.elsevier.com/.

AFTER ACCEPTANCE

Use of the Digital Object Identifier

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. The
DOI consists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to a document by
the publisher upon the initial electronic publication. The assigned DOI never changes.
Therefore, it is an ideal medium for citing a document, particularly 'Articles in press' because
they have not yet received their full bibliographic information. The correct format for citing a
DOI is shown as follows (example taken from a document in the journal Physics Letters B):
doi:10.1016/j.physletb.2003.10.071

When you use the DOI to create URL hyperlinks to documents on the web, they are
guaranteed never to change.

Proofs

One set of page proofs in PDF format will be sent by e-mail to the corresponding author (if

we do not have an e-mail address then paper proofs will be sent by post). Elsevier now sends
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PDF proofs which can be annotated; for this you will need to download Adobe Reader version
7 (or higher) available free from =:http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html.
Instructions on how to annotate PDF files will accompany the proofs. The exact system
requirements are given at the Adobe site:
http://www.adobe.com/products/acrobat/acrrsystemreqs.html#70win.

If you do not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections
(including replies to the Query Form) and return to Elsevier in an e-mail. Please list your
corrections quoting line number. If, for any reason, this is not possible, then mark the
corrections and any other comments (including replies to the Query Form) on a printout of
your proof and return by fax, or scan the pages and e-mail, or by post. Please use this proof
only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and
figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered
at this stage with permission from the Editor. We will do everything possible to get your
article published quickly and accurately. Therefore, it is important to ensure that all of your
corrections are sent back to us in one communication: please check carefully before replying,
as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your
responsibility. Note that Elsevier may proceed with the publication of your article if no
response is received.

Offprints

The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article via e-
mail. The PDF file is a watermarked version of the published article and includes a cover
sheet with the journal cover image and a disclaimer outlining the terms and conditions of use.
Additional paper offprints can be ordered by the authors. An order form with prices will be
ent to the corresponding author.

AUTHOR INQUIRIES

For inquiries relating to the submission of articles (including electronic submission where
available) please visit this journal's homepage. You can track accepted articles at
http://www.elsevier.com/trackarticle and set up e-mail alerts to inform you of when an
article's status has changed. Also accessible from here is information on copyright, frequently
asked questions and more. Contact details for questions arising after acceptance of an article,

especially those relating to proofs, will be provided by the publisher.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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