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RESUMEN

El bienestar de los animales terrestres describe las expectativas de la sociedad sobre las condiciones que
los animales deberian experimentar cuando estan bajo el control humano. Estos principios incluyen que
los animales deben estar libres de dolor, lesiones y enfermedades. La inflamacién es el mecanismo de
defensa de un huésped contra una infeccién bacteriana o viral, 0 una lesion fisica o quimica al huésped.
Los metabolitos secundarios de las plantas son una alternativa eficaz para el tratamiento de enfermedades
inflamatorias. El propésito de esta investigacion fue evaluar la capacidad antiinflamatoria de un extracto
hidroalcohdlico de hojas de Salix babylonica (HESB) empleando el modelo de edema auricular inducido
por TPA en ratones. EIl HESB mostr6 una buena actividad antiinflamatoria sin diferencia estadistica
significativa con el farmaco de referencia, indometacina. Por este motivo, se realizd una biparticion de
HESB, obteniendo una fraccién acuosa (AFSB) con actividad farmacoldgica leve (30.64 + 3.03 %) y una
fraccion organica (EAFSB) que mostrd el mejor efecto antiinflamatorio (67.08 £ 7.15 %). Anteriormente,
identificamos los flavonoides antiinflamatorios luteolina y luteolosido como los componentes principales de
EAFSB, por lo que el efecto antiinflamatorio de Salix babylonica puede ser atribuido a estos compuestos.
Ademas, el analisis histopatoldégico mostré que las orejas de los ratones tratados con Salix babylonica
suprimieron la infiltracion de neutréfilos en el sitio de inflamacién. Estos resultados apoyan el uso
etnomédico de esta planta y evidencian el posible uso de Salix babylonica en el tratamiento del proceso
inflamatorio en animales.

Palabras clave: Salix babylonica, efecto antiinflamatorio, neutréfilos.

ABSTRACT
The well-being of terrestrial animals describes society’s expectations for the conditions animals should
experience when under human control. These principles include that animals must be free from pain, injury
and disease. Inflammation is a host’s defensive mechanism against bacterial or viral infection and physical
or chemical stimulus to the host. Metabolites from plants are an efficient alternative for treatment of
inflammatory diseases. The purpose of this research was to evaluate the anti-inflammatory capacity of a
hydro-alcoholic extract from Salix babylonica leaves (HESB) employing the auricular edema induced by the
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TPA model in mice. The HESB showed good anti-inflammatory activity without significant difference from
the reference drug, indomethacin. For this reason, a bipartition of HESB was conducted, obtaining an
aqueous fraction (AFSB) with slight activity (30.64 + 3.03 %) and an organic fraction (EAFSB), which showed
the best anti-inflammatory effect (67.08 + 7.15 %). Previously, we identified anti-inflammatory flavonoids
luteolin and luteoloside as the major components of EAFSB. In addition, histopathological analysis showed
that mouse ears treated with Salix babylonica suppressed neutrophil infiltration into the inflammation site.
These results support the ethno-medical use of this plant and evidenced that Salix babylonica’s applicability
and value as an anti-inflammatory treatment for animals.

Keywords: Salix babylonica, anti-inflamammatory effect, neutrophils.

INTRODUCCION

En la actualidad, existe una creciente preocupacion publica por el trato que reciben los
animales cautivos y domesticados, incluidos los salvajes, de laboratorio, de granja, de
trabajo, de zooldgico y de compafiia (Webb et al., 2019). El bienestar animal es una
cuestion compleja y polifacética con dimensiones cientificas, éticas, sociales, religiosas,
culturales, politicas y econdmicas. Segun el American College of Animal Welfare: "El
bienestar animal se refiere al estado del animal. La evaluacidon del bienestar incluye la
consideracion de la salud, el comportamiento y la funcion biologica del animal®; por lo
tanto, cualquier cosa que contribuya o demerite el estado normal de un animal afecta su
bienestar (Castle et al., 2016). Por otro lado, la salud se refiere al estado de los sistemas
del cuerpo que combaten los patdgenos, el dafio tisular o los trastornos fisiol6gicos; en
otras palabras, es el estado de un animal en relacion con sus intentos de hacer frente a
la patologia. Como tal, es un componente importante del bienestar animal (Broom, 2011).

El proceso inflamatorio es un sindrome comuin a humerosas situaciones patoldgicas de
los mamiferos. Da lugar a la respuesta local o sistémica del organismo frente a estimulos
externos nocivos de tipo microbiano, quimico o fisico. La finalidad es eliminar el agente
causante, asi como, reparar el tejido dafiado y mantener la homeostasis. Este proceso
puede dividirse en dos fases: aguda, caracterizada por vasodilatacion local y aumento de
la permeabilidad capilar; y crénica, caracterizada por una mayor respuesta inmunitaria,
degeneracion tisular y fibrosis (Kumawat et al., 2012). Durante la respuesta inflamatoria,
se sintetizan y secretan mediadores pro y antiinflamatorios. Se trata de sustancias que
tienen un efecto directo sobre las células inflamatorias y los vasos sanguineos o que
intervienen en reacciones que generan compuestos que actlan sobre estas células.
Entre los mediadores inflamatorios y las vias celulares se encuentran las citocinas (por
ejemplo, los interferones, las interleucinas y el factor de necrosis tumoral a), las
quimiocinas (por ejemplo, la proteina 1 quimio-atrayente de monocitos), los eicosanoides
(por ejemplo, las prostaglandinas y los leucotrienos) y el potente factor de transcripcion
KB que modula la inflamacion (Azab et al., 2016). La mayoria de estas moléculas se
derivan de los componentes fosfolipidos de las membranas celulares, que se liberan
como resultado de su destruccion (Kumawat et al., 2012).
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A lo largo de los milenios, las plantas medicinales han sido utilizadas para el cuidado de
la salud humana y animal, debido a que poseen una gran diversidad de metabolitos
secundarios como terpenos, alcaloides y flavonoides que poseen diversas propiedades
biologicas (Mayer et al., 2014; Miara et al., 2019; Starlin et al., 2019). Ademas, la
preferencia por el uso de plantas medicinales o fitofarmacos obtenidos a partir de ellas,
sigue aumentando debido a que carecen de efectos secundarios 0 estos son minimos
(Mayer et al., 2014; Miara et al., 2014; Starlin et al., 2019; Laudato & Capasso, 2013).

El género Salix, perteneciente a la familia de las Salicaceas, se ha utilizado desde la
antigledad para el tratamiento de la fiebre, el dolor y la inflamacién. Para estos fines, la
corteza de Salix alba y Salix nigra; las flores de Salix caprea y las partes aéreas de Salix
canariensis, demuestran una respuesta antiinflamatoria (Drummond et al., 2013;
Gutiérrez et al., 2017; Sharma et al., 2011; Gyawal et al., 2013; Ahmed et al., 2011).

Salix babylonica, comunmente conocido como sauce lloron, es la especie mas
reconocida de los sauces, distribuida en algunas zonas de Asia, Europa y América. Se
ha utilizado como planta ornamental y medicinal (Gonzalez-Alamilla et al., 2019). En la
medicina tradicional, la ingesta de una infusion de hojas de sauce lloron permite aliviar el
dolor, ya sea reumatico, muscular, de cabeza, de oidos, de muelas, entre otros (Waizel-
Bucay, 2011). Asi, el objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad antiinflamatoria
in vivo de un extracto hidroalcohdlico de hojas de Salix babylonica e identificar los
compuestos responsables de esta actividad.

MATERIALES Y METODOS

Consideraciones generales

Los disolventes se eliminaron con un evaporador rotativo Bulichi (Flawil, Suiza). La
acetona, el acetato de etilo, el etanol, el 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) y la
indometacina se adquirieron en Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EE.UU.).

Material vegetal

Las hojas de Salix babylonica fueron recolectadas durante el periodo de junio-agosto de
2018 en Tulancingo de Bravo, Hidalgo, México (20°50'09" N 98°21'48" O). Para la
identificacion de las plantas se consulté el Herbario de la UNAM (Universidad Nacional
Auténoma de México, Ciudad de México, México) y el espécimen vegetal se identificd
como Salix babylonica L. (IBUNAM: MEXU: 9744). El material vegetal se secd en
condiciones de oscuridad a temperatura ambiente durante tres semanas. Posteriormente,
el material vegetal se molio en una licuadora eléctrica.
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Preparacién del extracto

El material seco y molido (1.5 kg) se extrajo por maceracion con etanol: agua (60:40 v/v)
por un periodo de 1 d y se repitid tres veces. Todas las extracciones se realizaron
utilizando proporciones 1:3 de material vegetal/disolvente. El disolvente se elimino
mediante destilacion a presion reducida con un rotavapor. El extracto se almacen¢ a 4°
C, hasta su utilizacion.

Actividad antiinflamatoria

La actividad antiinflamatoria del extracto y las fracciones se estudié por el método de
inflamacion aguda en orejas de raton inducida con TPA segun lo descrito por Rivero-
Pérez et al., (2016). Se agruparon ratones CD-1 machos adultos con un peso corporal de
20-25 g (cinco individuos por grupo). Los ratones se mantuvieron en condiciones estandar
de laboratorio a 22 °C =+ 3 °C, 70 % + 5 % de humedad, ciclo de luz/oscuridad de 12 h'y
comida/agua ad-libitum. Se permiti6 que los ratones se adaptaran al entorno del
laboratorio durante al menos 1 semana antes de iniciar los experimentos. Los
experimentos se realizaron de acuerdo con los Lineamientos de la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999 (Especificaciones Técnicas para la Produccién, Cuidado
y Uso de Animales de Laboratorio), y el protocolo fue aprobado por el Comité Institucional
de Lineamientos Eticos para el Cuidado y Uso de Animales de Experimentacion de la
Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo (ICSa/CIECUAL/001/2018).

La inflamacién de la oido de los animales se indujo con 2.5 ug de TPA disueltos en 20 pL
de acetona aplicados en la superficie interna y externa del oido derecho para provocar
edema. Se aplicaron tépicamente dosis de muestra de 3,2 y 1 mg/oreja de los extractos
y fracciones, respectivamente. El farmaco antiinflamatorio Indometacina se utiliz6 como
control positivo y se administrd a 0,5 mg/oreja. EIl SBHE y el AFSB se disolvieron en agua
destilada, el AEFSB en EtOH:agua (1:1 v/v) y la Indometacina en acetona. Un grupo de
control negativo recibié acetona, y otro EtOH:agua (1:1 v/v) como vehiculo. Todos los
tratamientos se aplicaron por via topica en la oreja derecha inmediatamente después de
la aplicacion de TPA. Seis horas después de la aplicacion de las dosis, los animales de
cada tratamiento fueron sacrificados por dislocacién cervical. Se tomaron secciones
circulares de 6 mm de diametro tanto de las orejas tratadas (t) como de las no tratadas
(nt), que se pesaron para determinar la inflamacion.

El porcentaje de inhibicién se determind mediante la siguiente ecuacioén:

tratamientO)

Inhibicion % = (AW control — Aw x100

Donde Aw = wt - wnt, siendo wt el peso de la seccion de la oreja tratada y wnt el peso
de la seccién de la oreja no tratada.
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Andlisis histologico

Tras la eutanasia de los ratones, se tomé una muestra circular de cada oreja (6 mm) y se
fijaron por inmersion en formaldehido al 3,8 %, en solucién acuosa, tamponada con
fosfato, durante 24 horas. Posteriormente, las muestras se procesaron por el método de
inclusion en parafina utilizando un procesador de tejidos Microm automatizado, modelo
TP1020, se cortaron en un micrétomo Leica modelo 2125RT a 4 yum de grosor y se
colorearon con la técnica de hematoxilina-eosina (HE) (Prophet et al., 1995). Las
preparaciones histologicas resultantes se observaron y analizaron con un microscopio
compuesto de campo claro Olympus, modelo BX41l. Se seleccion6 una zona
representativa y posteriormente se evaluo cualitativamente la gravedad de la inflamacion
en funcion de la infiltracién de células inflamatorias. Las imagenes seleccionadas se
capturaron con una camara digital MediaCybernetics, modelo Evolution VF, utilizando el
software Image-Pro Express 6.0 (MediaCybernetics), instalado en un ordenador de la
marca Vaio con procesador Pentium 4y 1 GB de RAM.

Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos de la prueba farmacoldgica se sometieron a analisis de la
varianza, seguidos de pruebas de Tukey, utilizando el programa SAS, version 9.0 (SAS,
2006). P < 0,01 se considero significativamente diferente.

RESULTADOS
Actividad antiinflamatoria in vivo

Se evalud la capacidad antiinflamatoria del extracto hidroalcohdlico de hojas de Salix
babylonica (HESB), y de sus fracciones menos complejas AFSB y EAFSB en el modelo
de edema auricular inducido por TPA en ratones a dosis de 3,2 y 1 mg/oreja,
respectivamente. Todos los tratamientos fueron significativamente diferentes (P <0,01)
con el grupo control negativo, y la HESB y la EAFSB no mostraron diferencias
estadisticas significativas con el farmaco de referencia (indometacina) ni entre ellos
(Tabla 1).

Tabla 1. Actividad antiinflamatoria de los extractos y fracciones de las hojas de Salix babylonica

Tratamiento Dosis (mg/oreja) % de inhibicién de la inflamacién [
Extracto hidroalcohdlico de la hojas de S. babylonica (SBHE) 3.2 66.92Ei'\g.20 a
Fraccion acuosa de SBHE (AFSB) 1 30.64 +3.03°
Fraccioén organica de from SBHE (EAFSB) 1 67.08+7.152
Indometacina 0.5 79.54£6.16 2
Control negativo 0 (O

Diferentes literales en la columna muestran diferencias significativas (P < 0,01) entre los compuestos evaluados. EEM: error estandar
de la media.
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Andlisis histologico

La aplicacién tépica de TPA durante 6 horas, indujo una respuesta inflamatoria aguda a
nivel de la dermis de la oreja de los ratones y se observé un marcado aumento de la
poblacién de neutrdfilos (Figura 1). No se observaron cambios en la epidermis. Ademas,
cuando solo se aplicé acetona (vehiculo del TPA), no se observé esta reaccion, sino que
se mantuvo el aspecto normal de la dermis, especialmente entre las fibras de colageno y
los fibrocitos/fibroblastos. Del mismo modo, la aplicacion de indometacina, extracto
hidroalcohdlico de Salix babylonica (HESB) y fraccidon de acetato de etilo (EAFSB)
obtenida de HESB, inhibié una respuesta inflamatoria aguda, evidenciada por la escasa
poblacion de células inflamatorias, particularmente neutréfilos, asociadas a la dermis de
la piel de la oreja (Figura 2).

@) (b)

Figura 1. Piel de la oreja de raton. H-E. 100x (a) y 400x (b). Efecto del TPA, sin adicién de
antiinflamatorios. Hay un marcado aumento de neutréfilos en la dermis (flechas, representativas de
al menos 40 células en el campo)

Figura 2. Piel de la oreja de ratén. H-E. 400x. Aplicacion de la fraccion orgénica del extracto
hidroalcohdlico de S. babylonica. Como puede observarse, la presencia de células inflamatorias en
la dermis es minima (flecha)
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DISCUSION

Segun el Codigo Terrestre de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE), por
bienestar animal se entiende el estado fisico y mental de un animal en relacion con las
condiciones en que vive y muere. Los principios rectores que informan el trabajo de la
OIE sobre el bienestar de los animales terrestres incluyen las "Cinco Libertades"; que
describen las expectativas de la sociedad respecto a las condiciones que deben
experimentar los animales cuando estan bajo control humano, a saber: libres de hambre,
desnutricion y sed; libres de miedo y angustia; libres de estrés térmico o incomodidad
fisica; libres de dolor, lesiones y enfermedades; y libres de expresar patrones normales
de comportamiento (OIE, 2019).

La inflamacién, respuesta de un organismo a una irritacion o lesion, se caracteriza por
enrojecimiento, calor, hinchazon y dolor. Los antiinflamatorios no esteroideos (AINE) se
utilizan para el tratamiento de enfermedades inflamatorias. Estos compuestos afectan a
la funcién o produccion de prostaglandinas. En medicina veterinaria, los AINE se utilizan
para controlar, entre otras dolencias, el dolor y la inflamacion asociados a la artrosis en
perros y caballos; asi como, para el dolor postoperatorio en perros y gatos. Sin embargo,
existen riesgos potenciales asociados al uso de AINE, como Ulceras/perforaciones
gastrointestinales y toxicidad hepatica y renal (Mathews et al., 2014). Por lo tanto, la
bdsqueda de nuevos compuestos con una reaccion antiinflamatoria, sin los efectos
secundarios de los AINE, es de vital importancia para el mantenimiento del bienestar
animal. El uso de plantas medicinales es una alternativa para el tratamiento del dolor y la
inflamacion en animales.

Se ha demostrado que las plantas son fuentes muy ricas de metabolitos de interés
estructural y biolégico. Se ha evaluado la actividad bioldgica potencial de menos del 10%
de la biodiversidad mundial, y muchos mas compuestos lideres naturales Gtiles esperan
ser descubiertos (Gyawali et al., 2013). Ademas, el interés mundial por los productos a
base de plantas ha crecido considerablemente. El ganado vacuno, los caballos, las
ovejas, las cabras y los cerdos representan alrededor del 70 % de los animales tratados
con remedios a base de plantas, seguidos de las aves de corral (9,1 %), los perros (5,3
%) y los conejos (4,3 %) (Laudato & Capasso, 2013).

En cuanto al uso de plantas para el tratamiento del proceso inflamatorio en animales,
Geranium robertianum, Artemisia abrotanum, Brassica oleracea, Avena sativa, Anagallis
arvensis, Linum usitatissimum, Scrophularia canina, Hypericum perforatum, Achillea
millefolium y Buxus sempervirus se utilizan para tratar o prevenir la mastitis en el ganado
vacuno debido a su efecto antiinflamatorio (Mayer et al., 2014; Laudato & Capasso, 2013).
Ademas, el Aloe spp. se ha utilizado para el tratamiento de la inflamacion, los dolores y
el picor en varios animales; mientras que el diente de ledn y las semillas de lino se han


mailto:abanicoveterinario@gmail.com
https://abanicoacademico.mx/revistasabanico-version-nueva/index.php/abanico-veterinario
https://www.oie.int/en/animal-welfare
https://doi.org/10.1111/jsap.12200
https://www.ijpba.info/ijpba/index.php/ijpba/article/view/1129
https://doi.org/10.13172/2052-7845-1-1-327
https://doi.org/10.1159/000370216
https://doi.org/10.13172/2052-7845-1-1-327

ABANICO VETERINARIO E-ISSN 2448-6132 abanicoveterinario@gmail.com
https://abanicoacademico.mx/revistasabanico-version-nueva/index.php/abanico-veterinario Y

Creative Commons (CC BY-NC 4.0)

empleado para el tratamiento de la inflamacién de las glandulas perianales en perros
(Laudato & Capasso, 2013). Rosa canina, Matricaria chamomilla, Glycyrrhiza glabra,
Aegle marmelos, Asparagus racemosus Wild, Argemone mexicana Linn, Datura metal
Linn, Eclipta prostrata Linn, Moringa oleifera Lamk, Syzygium cumini, Allium cepa, Nerium
oleander L, Anayclus davatus, Mentha pulegium L, Lawsonia inemis L, Olea europaea L,
Ziziphus lotus L, Ruta graveolens y Ziziphus jujuba Linn, se utilizan para el tratamiento
de diferentes enfermedades inflamatorias en ovinos, bovinos, caprinos, conejos y aves
de corral (Miara et al., 2019; Laudato & Capasso, 2013; Verma, 2014).

El género Salix se ha utilizado en el tratamiento de la artritis; dolores menstruales,
dentales y de espalda; fiebres e inflamaciones. Los sauces pertenecen a la familia
Salicaceae y los registros de su uso medicinal se remontan a unos 6.000 afios
(Drummond et al., 2013; Gutiérrez et al., 2017; Gyawali et al., 2013). Salix babylonica ha
demostrado actividad antihelmintica, antiséptica, analgésica, antipirética, antipaltdica,
antioxidante, anticancerigena, astringente, antifungica y antibacteriana (Gonzalez-
Alamilla et al., 2019; Abdel Wahab et al., 2018). En este trabajo se evalud la actividad
antiinflamatoria del extracto hidroalcohdlico de hojas de S. babylonica y se encontr6 que
inhibié la inflamacién en un 66,92 + 3,20 %, sin diferencias estadisticas significativas con
respecto al farmaco de referencia, indometacina (Tabla 1).

Existen algunos reportes respecto al efecto antiinflamatorio de extractos obtenidos de
otras especies de Salix; por ejemplo, Gyawali et al. (2013), que evaluaron la capacidad
antiinflamatoria de un extracto metandlico de corteza de Salix alba utilizando el modelo
de edema de pata inducido por formalina en ratas, y encontraron una inhibicion de la
inflamacion del 74 % a una dosis de 93,5 mg/Kg. Asimismo, un extracto acuoso de partes
aéreas de S. canarensis, obtenido por infusion, a una dosis de 105 mg/Kg, provocé una
inhibicién de la inflamacion del 78% en el mismo modelo (Gutiérrez et al., 2017). Por otro
lado, Ahmed et al., (2011) evaluaron los efectos antiinflamatorios de los extractos
metandlico e hidroalcohdlico de flores de S. caprea a 400 pug/mL, utilizando el método de
estabilizacion de membranas de glébulos rojos humanos (HRCB), y encontraron que este
extracto mostr6 un 66,78 y 60,49 % de proteccion de membranas, respectivamente. Sin
embargo, estos resultados no pueden ser comparados directamente con los obtenidos
en este trabajo para el extracto hidroalcohdlico de S. babylonica (HESB), debido a que
los extractos evaluados son de diferente polaridad, obtenidos por diferentes métodos y
evaluados en diferentes modelos farmacoldgicos.

Para identificar la naturaleza quimica de los compuestos activos en el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de S. babylonica, se realizé un procedimiento de biparticion
con los disolventes agua y acetato de etilo. Se evalud la capacidad de la fraccion acuosa
de SBHE (AFSB) y la fraccion organica de SBHE (EAFSB) para inhibir la inflamacion in
vivo. Como se muestra en la Tabla 1, EAFSB (66,92 + 3,20 % de inhibicion de la
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inflamacion (% 1)) fue mas activa que AFSB (30,64 + 3,03 %ll), sin diferencia estadistica
significativa con respecto al extracto SBHE, y la dosis efectiva fue tres veces menor.
Ademas, EAFSB no presento diferencias estadisticas significativas con el farmaco de
referencia Indometacina. Estos resultados nos sugirieron que los compuestos
antiinflamatorios de Salix babylonica se encontraban en la fraccion organica.

Previamente, identificamos las flavonas luteolina (Figura 3a) y luteolésido (luteolina 7-O-
glucésido) (Figura 3b) como los principales componentes de la fraccion de acetato de
etilo obtenida por biparticién a partir del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Salix
babylonica (Gonzalez-Alamilla et al., 2019).

Figura 3. Estructura quimica de los flavonoides identificados como componentes principales de la
EAFSB. (a) luteolina (3',4',5,7-tetrahidroxiflavona) y (b) luteoldsido (3',4',5,7tetrahidroxiflavona-7-O-
glucésido)

La luteolina es una 3',4',5,7-tetrahidroxiflavona, un tipo de flavonoide con un doble enlace
entre C2 y C3, y un grupo carboxilo en la posicion 4 del anillo C. La luteolina se ha aislado
de verduras, frutas y plantas medicinales. Existen informes que evidencian su actividad
antioxidante, antimicrobiana, antidiabética, quimioprotectora, quimioterapéutica,
neuroprotectora, antialérgica y antiinflamatoria. Ademas, esta molécula se considera no
toxica (Gonzéalez-Alamilla et al., 2019; Aziz et al., 2018; Zhang et al., 2018). En cuanto a
las respuestas antiinflamatorias, la luteolina suprime la expresion de citocinas
proinflamatorias, incluyendo la interleucina (IL)-6, IL-1p, IL-2, IL-8, IL-12, IL17, TNF-q,
interferén (INF)-B, factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos y aumenta
el nivel de la citocina antiinflamatoria IL-10. También inhibe la induccién de la sintasa de
oxigeno nitrico (INOS) y su expresion activa, asi como la produccién de NO, ROS y
quimiocinas. Estas ayudan a controlar la migracion y el posicionamiento de las células
inmunitarias, como la quimioquina (motivo C-X-C) ligando 2 (CXCL2), la quimioquina
(motivo C-C) ligando 2 (CCL2), CXCL9 y CXCL8 (IL-8). Ademas, también inhibe la
produccion y liberacion de eicosanoides, prostaglandinas y leucotrienos, asi como de
moléculas de adhesion proinflamatorias como la proteina-1 quimioatrayente de
monocitos (MCP-1), la molécula-1 de adhesion intercelular (ICAM) y la molécula-1 de
adhesion de células vasculares (VCAM). Del mismo modo, previene la via NF--kB, la
proteina quinasa B (AKT) y la via de la proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK);
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la actividad de la hialuronidasa y la elastasa; la estabilizacion de los mastocitos; la
reduccion de la permeabilidad vascular; modulacion de la fluidez de la membrana celular,
enzimas antioxidantes activas e impide que el adenosin trifosfato (ATP) se una a la
tirosina quinasa del bazo (Syk) o al proto-oncogén tirosina-proteina quinasa (Aziz et al.,
2018; Zhang et al., 2018; Li et al., 2019). Ademas, luteolina 7-O-glucoésido (luteoloside)
posee actividad antiinflamatoria también, este flavonoide inhibe la liberacion de (-
hexosaminidasa (un marcador de degranulacién en mastocitos), leucotrieno C4 (LTC4),
producciéon de NO y PGEZ2; asi como, la actividad enzimética de COX-2 e iINOS. Ademas,
el luteoloside es un potente inhibidor de JNK3, una proteina quinasa de la familia MAPK
que se activa potentemente por una variedad de estrés ambiental y citoquinas
proinflamatorias (Aziz et al., 2018).

Por otro lado, la aplicacion tépica de TPA en las orejas de ratones produjo edema con
sus sintomas tipicos: hinchazén, aumento del grosor e infiltracion de células
proinflamatorias como neutroéfilos, leucocitos y linfocitos. Estas células son los
componentes clave que se infiltran primero en el sitio de la inflamacién y promueven las
funciones de defensa del huésped y se agregan y se unen a las paredes de los vasos
sanguineos en el rango de 4 a 6 h después de la aplicacion de TPA (Hernandez-Valle et
al., 2014; Mendes et al., 2016; Silva et al., 2017). En el presente estudio, las muestras
para el analisis histologico se recogieron 6 h después de la estimulacion con TPA, como
se muestra en la figura 1. El TPA gener6 edema, extravasacion de fluidos y aumento de
neutréfilos en la dermis. Cuando se aplicé indometacina, un farmaco antiinflamatorio
esteroideo ampliamente utilizado como validacion del modo farmacolégico, la inflamacion
local disminuyd; se observd un resultado similar en los animales que recibieron
tratamiento con extracto hidroalcohdlico SBHE o EAFSB (fig. 2). En otras palabras, SBHE
y EAFSB indujeron la misma respuesta en comparacion con el farmaco de control. En
conclusién, el andlisis histolégico de las orejas de raton tefiidas con H-E muestra que
Salix babylonica suprime la infiltracién de células en el lugar de la inflamacion inducida
por TPA.

CONCLUSIONES

El extracto hidroalcohdlico SBHE de hojas de Salix babylonica y sus fracciones AFSB y
EAFSB muestran actividad antiinflamatoria, siendo EAFSB la fraccion mas activa.
Anteriormente, informamos de que el analisis quimico de la fraccion EAFSB mediante
HPLC reveld la presencia de los flavonoides luteolina y luteolésido (luteolina-7-O-
glucosido) como compuestos principales. En consecuencia, el efecto antiinflamatorio
mostrado por las hojas de S. babylonica podria atribuirse a la presencia de esos
compuestos antiinflamatorios. El analisis histologico de las orejas tratadas con S.
babylonica sugiere que éstas regulan a la baja la migracion de neutrdfilos patégenos
hacia el lugar de la inflamacion, disminuyendo la produccién de citoquinas inflamatorias.
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Finalmente, nuestros resultados muestran que S. babylonica son capaces de disminuir la
inflamacion y podrian servir como una valiosa alternativa para el tratamiento de procesos
inflamatorios en animales.
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