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RESUMO

O bem-estar dos animais terrestres descreve as expectativas da sociedade em relacdo as condi¢cbes que
0s animais devem experimentar quando estdo sob controle humano. Esses principios incluem que os
animais devem estar livres de dor, les6es e doencas. A inflamacdo é um mecanismo de defesa do
hospedeiro contra infec¢des bacterianas ou virais, ou lesdes fisicas ou quimicas no hospedeiro. Os
metabdlitos secundarios de plantas sdo uma alternativa eficaz para o tratamento de doencas inflamatoérias.
O objetivo desta pesquisa foi avaliar a capacidade anti-inflamatéria de um extrato hidroalcodlico de folhas
de Salix babylonica (HESB) usando o modelo de edema atrial induzido por TPA em camundongos. O HESB
apresentou boa atividade anti-inflamatdria sem diferenca estatistica significativa com o medicamento de
referéncia, a indometacina. Por esse motivo, foi realizada uma biparticio do HESB, obtendo-se uma fragéo
aquosa (AFSB) com atividade farmacoldgica leve (30,64 + 3,03 %) e uma fracao organica (EAFSB) que
apresentou o melhor efeito anti-inflamatério (67,08 + 7,15 %). Anteriormente, identificamos os flavonoides
anti-inflamatérios luteolina e luteolosideo como os principais componentes da EAFSB, de modo que o efeito
anti-inflamatério da Salix babylonica pode ser atribuido a esses compostos. Além disso, a andlise
histopatolégica mostrou que as orelhas de camundongos tratados com Salix babylonica suprimiram a
infiltracdo de neutréfilos no local da inflamacéo. Esses resultados apoiam o0 uso ethomédico dessa planta
e fornecem evidéncias para o possivel uso da Salix babylonica no tratamento do processo inflamatério em
animais.

Palavras-chave: Salix babylonica, efeito anti-inflamatério, neutréfilos.

ABSTRACT
The wellbeing 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.

INTRODUCAO

Atualmente, ha uma preocupacao publica crescente com o tratamento de animais cativos
e domesticados, incluindo animais selvagens, de laboratério, de fazenda, de trabalho, de
zoologico e de companhia (Webb et al., 2019). O bem-estar animal é uma questédo
complexa e multifacetada com dimensdes cientificas, éticas, sociais, religiosas, culturais,
politicas e econdmicas. De acordo com o American College of Animal Welfare: "O bem-
estar animal refere-se ao estado do animal. A avaliacdo do bem-estar inclui a
consideracado da saude, do comportamento e da funcao biolégica do animal"; portanto,
qualquer coisa que contribua para o estado normal de um animal ou o deprecie afeta seu
bem-estar (Castle et al., 2016). Por outro lado, a saude se refere ao estado dos sistemas
do corpo que combatem patégenos, danos aos tecidos ou disturbios fisioldgicos; em
outras palavras, € o estado de um animal em relacdo as suas tentativas de enfrentar a
patologia. Como tal, € um componente importante do bem-estar animal (Broom, 2011).

O processo inflamatério € uma sindrome comum a varias situacdes patolégicas dos
mamiferos. Ele resulta na resposta local ou sistémica do organismo contra estimulos
externos prejudiciais de tipo microbiano, quimico ou fisico. O objetivo € eliminar o agente
causador, bem como reparar o tecido danificado e manter a homeostase. Esse processo
pode ser dividido em duas fases: aguda, caracterizada por vasodilatacdo local e aumento
da permeabilidade capilar; e crénica, caracterizada por uma maior resposta imunoldgica,
degeneracéo tecidual e fibrose (Kumawat et al., 2012). Durante a resposta inflamatoria,
mediadores pro e anti-inflamatorios sao sintetizados e secretados. Essas séo substancias
que tém efeito direto sobre as células inflamatérias e os vasos sanguineos ou que
intervém em reacdes que geram compostos que atuam nessas células. Entre os
mediadores inflamatérios e as vias celulares estéao as citocinas (por exemplo, interferons,
interleucinas e fator de necrose tumoral a), quimiocinas (por exemplo, proteina
guimioatraente de mondcitos 1), eicosanoides (por exemplo, prostaglandinas e
leucotrienos) e o potente fator de transcricdo modulador da inflamacéao fator nuclear kB
(Azab et al.,, 2016). A maioria dessas moléculas é derivada dos componentes
fosfolipidicos das membranas celulares, que s&o liberados como resultado de sua
destruicdo (Kumawat et al., 2012).
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Ao longo dos milénios, as plantas medicinais tém sido usadas para cuidar da saude
humana e animal, pois possuem uma grande diversidade de metabdlitos secundarios,
como terpenos, alcaloides e flavonoides, que tém varias propriedades biologicas (Mayer
et al., 2014; Miara et al., 2019; Starlin et al., 2019). Além disso, a preferéncia pelo uso de
plantas medicinais ou fitofarmacos obtidos a partir delas continua a aumentar, pois nao
apresentam efeitos colaterais ou estes sdo minimos (Mayer et al., 2014; Miara et al.,
2014; Starlin et al., 2019; Laudato & Capasso, 2013).

O género Salix, pertencente a familia Salicaceae, tem sido usado desde os tempos
antigos para o tratamento de febre, dor e inflamacgéo. Para esses fins, a casca de Salix
alba e Salix nigra; as flores de Salix caprea e as partes aéreas de Salix canariensis
demonstram uma resposta contra inflamatéria (Drummond et al., 2013; Gutiérrez et al.,
2017; Sharma et al., 2011; Gyawal et al., 2013; Ahmed et al., 2011).

A Salix babylonica, comumente conhecida como salgueiro-chordo, € a espécie mais
conhecida dos salgueiros, distribuida em algumas areas da Asia, Europa e América. Ela
tem sido usada como planta ornamental e medicinal (Gonzalez-Alamilla et al., 2019). Na
medicina tradicional, a ingestdo de uma infusédo de folhas de salgueiro-choréo permite o
alivio de dores, sejam elas reumaticas, musculares, de cabeca, de ouvido ou de dente,
entre outras (Waizel-Bucay, 2011). Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a
atividade anti-inflamatoéria in vivo de um extrato hidroalcodlico das folhas de Salix
babylonica e identificar os compostos responséveis por essa atividade.

MATERIAIS E METODOS

Consideracfes gerais

Os solventes foram eliminados com um evaporador rotativo Buchi (Flawil, Suica).
Acetona, acetato de etila, etanol, 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) e
indometacina foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA).

Material vegetal

As folhas de Salix babylonica foram coletadas durante o periodo de junho a agosto de
2018 em Tulancingo de Bravo, Hidalgo, México (20°50'09" N 98°21'48" W). Para a
identificagcéo da planta, o Herbario da UNAM (Universidad Nacional Autonoma de Mexico,
Cidade do México, México) foi consultado, e o espécime vegetal foi identificado como
Salix babylonica L. (IBUNAM: MEXU: 9744). O material vegetal foi seco no escuro, em
temperatura ambiente, por trés semanas. Em seguida, o material vegetal foi moido em
um liquidificador elétrico.
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Preparagéo do extrato

O material seco e moido (1,5 kg) foi extraido por macerac¢éo com etanol: agua (60:40 v/v)
por um periodo de 1 dia e foi repetido trés vezes. Todas as extracOes foram realizadas
usando proporces de 1:3 de material vegetal/solvente. O solvente foi eliminado por
destilacdo com presséo reduzida em um evaporador rotativo. O extrato foi armazenado
a 4 °C até seu uso.

Atividade anti-inflamatoéria

A atividade anti-inflamatoéria do extrato e das fragBes foi estudada pelo método de
inflamag&o aguda em orelhas de camundongos induzidos com TPA, conforme descrito
por Rivero-Pérez et al., (2016). Camundongos CD-1 machos adultos com peso corporal
de 20-25 g foram agrupados (cinco individuos por grupo). Os camundongos foram
mantidos em condi¢cBes laboratoriais padrdo a 22 °C + 3 °C, 70 % + 5 % de umidade,
ciclo claro/escuro de 12 horas e comida/agua ad-libitum. Os camundongos tiveram pelo
menos uma semana para se adaptar ao ambiente do laboratério antes de iniciar os
experimentos. Os experimentos foram realizados de acordo com a Norma Oficial
Mexicana NOM-062-ZO0-1999 Guidelines (Technical Specifications for the Production,
Care, and Use of Laboratory Animals), e o protocolo foi aprovado pelo Comité Institucional
de Diretrizes Eticas para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais da Universidad
Autonoma del Estado de Hidalgo (ICSa/CIECUAL/001/2018).

A inflamacao da orelha dos animais foi induzida com 2,5 ug de TPA dissolvidos em 20 pL
de acetona aplicados na superficie interna e externa da orelha direita para causar edema.
Doses de amostra de 3,2 e 1 mg/ouvido dos extratos e fragdes, respectivamente, foram
aplicadas topicamente. O medicamento anti-inflamatoério indometacina foi usado como
controle positivo e foi administrado a 0,5 mg/ouvido. O SBHE e o AFSB foram dissolvidos
em agua destilada, o AEFSB em EtOH:4gua (1:1 v/v) e a indometacina em acetona. Um
grupo de controle negativo recebeu acetona e outro EtOH:agua (1:1 v/v) como veiculo.
Todos os tratamentos foram aplicados topicamente na orelha direita imediatamente apos
a aplicacdo de TPA. Seis horas ap6s a aplicacdo das doses, os animais de cada
tratamento foram sacrificados por deslocamento cervical. Secdes circulares de 6 mm de
diametro foram retiradas das orelhas tratadas (t) e ndo tratadas (nt), que foram pesadas
para determinar a inflamacéo.

A porcentagem de inibicéo foi determinada usando a seguinte equacao:

tratamento
—) x100

Inibicdo % = (AW controle — Aw
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Onde Aw = wt - wnt, sendo wt 0 peso da sec¢éo da orelha tratada e wnt o peso da sec¢éo
da orelha nao tratada.

Andlise histoldgica

ApoOs a eutanasia dos camundongos, uma amostra circular foi retirada de cada orelha (6
mm) e fixada por imersdo em formaldeido a 3,8 %, em solucdo aquosa, tamponada com
fosfato, por 24 horas. Posteriormente, as amostras foram processadas pelo método de
inclusdo em parafina usando um processador de tecidos automatizado Microm, modelo
TP1020, cortadas em um micr6tomo Leica modelo 2125RT com 4 um de espessura e
coradas com a técnica de hematoxilina-eosina (HE) (Prophet et al., 1995). As
preparacoes histologicas resultantes foram observadas e analisadas em um microscoépio
composto de campo claro Olympus, modelo BX41l. Uma area representativa foi
selecionada e a gravidade da inflamacéo foi posteriormente avaliada qualitativamente
com base na infiltracdo de células inflamatorias. As imagens selecionadas foram
capturadas com uma camera digital MediaCybernetics, modelo Evolution VF, usando o
software Image-Pro Express 6.0 (MediaCybernetics), instalado em um computador da
marca Vaio com processador Pentium 4 e 1 GB de RAM.

Analise estatistica

Os resultados obtidos no teste farmacoldgico foram submetidos a andlise de variancia,
seguida do teste de Tukey, utilizando-se o programa SAS, versao 9.0 (SAS, 2006). P <
0,01 foi considerado significativamente diferente.

RESULTADOS
Atividade anti-inflamat6ria in vivo

A capacidade anti-inflamatoria do extrato hidroalcodlico das folhas de Salix babylonica
(HESB) e suas fracBes menos complexas AFSB e EAFSB foram avaliadas no modelo de
edema auricular induzido por TPA em camundongos na dose de 3,2 e 1 mg/oreia,
respectivamente. Todos os tratamentos foram significativamente diferentes (P <0,01) do
grupo de controle negativo, e a SBHE e a EAFSB nédo apresentaram diferenca estatistica
significativa com o medicamento de referéncia (indometacina) ou entre eles (Tabela 1).

Tabela 1. Atividade anti-inflamatéria de extratos e fragdes das folhas de Salix babylonica

Tratamento Dose (mg/oreia) % de inibicdo da inflamacao + EPM
Extrato hidroalcodlico das folhas de S. babylonica (SBHE) 3.2 66.92 +£3.20¢
Fracdo aquosa de SBHE (AFSB) 1 30.64 +3.03°
Fracado organica da SBHE (EAFSB) 1 67.08+7.15¢%
Indometacina 0.5 79.54£6.16 2
Controle negativo 0 o¢

Diferentes literais na coluna mostraram diferencgas significativas (P < 0,01) entre os compostos avaliados. EPM: erro padrdo da média
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Andlise histoldgica

A aplicacao topica de TPA por 6 horas induziu uma resposta inflamatéria aguda no nivel
da derme da orelha dos camundongos e foi observado um aumento acentuado na
populacao de neutrofilos (Figura 1). Nao foram observadas alteracdes na epiderme. Além
disso, quando apenas a acetona (veiculo do TPA) foi aplicada, essa reacdo néao foi
observada, mas manteve a aparéncia normal da derme, particularmente entre as fibras
de colageno e os fibrocitos/fibroblastos. Da mesma forma, a aplicacdo de indometacina,
do extrato hidroalcodlico de Salix babylonica (HESB) e da fracdo de acetato de etila
(EAFSB) obtida do HESB, inibiu uma resposta inflamatoéria aguda, evidenciada pela baixa
populacdo de células inflamatdérias, particularmente neutréfilos, associada a derme da
pele da orelha (Figura 2).

(@) (b)

Figura 1. Pele da orelha do camundongo. H-E. 100x (a) e 400x (b). Efeito do TPA, sem a adi¢cédo de
anti-inflamatério. HA um aumento acentuado de neutréfilos naderme (setas, representativas de pelo
menos 40 células no campo)

Figura 2. Pele da orelha do camundongo. H-E. 400x. Aplicacdo da fracdo organica do extrato
hidroalcodlico de S. babylonica. Como pode ser visto, a presenca de células inflamatdrias naderme
€ minima (seta)
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DISCUSSAO

De acordo com o Cadigo Terrestre da Organizacao Mundial de Saude Animal (OIE), bem-
estar animal significa o estado fisico e mental de um animal em relacdo as condi¢cdes em
que ele vive e morre. Os principios orientadores que informam o trabalho da OIE sobre o
bem-estar dos animais terrestres incluem as "Cinco Liberdades", que descrevem as
expectativas da sociedade em relacdo as condi¢cfes que os animais devem experimentar
guando estdo sob controle humano, a saber: auséncia de fome, desnutricdo e sede;
auséncia de medo e angustia; auséncia de estresse térmico ou desconforto fisico;
auséncia de dor, ferimentos e doencas; e auséncia de liberdade para expressar padrées
normais de comportamento (OIE, 2019).

A inflamacéo, a resposta de um organismo a uma irritagdo ou lesdo, € caracterizada por
vermelhiddo, calor, inchagco e dor. Os anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES) séo
usados para o tratamento de doencas inflamatérias. Esses compostos afetam a funcéo
ou a producdo de prostaglandinas. Na medicina veterinaria, os AINEs sao usados para
controlar, entre outras doencas, a dor e a inflamacéo associadas a osteoartrite em caes
e cavalos, bem como a dor pés-operatoria em cdes e gatos. Entretanto, ha riscos
potenciais associados ao uso de AINEs, como Ulceras/perfuracdes gastrointestinais e
toxicidade hepatica e renal (Mathews et al., 2014). Portanto, a busca de novos compostos
com reacao contra inflamatéria, sem os efeitos colaterais dos AINEs, é de vital
importancia para a manutencdo do bem-estar animal. O uso de plantas medicinais € uma
alternativa para o tratamento da dor e da inflamacdo em animais.

As plantas tém se mostrado fontes muito ricas de metabdlitos interessantes do ponto de
vista estrutural e biolégico. Menos de 10 % da biodiversidade mundial foi avaliada quanto
a potencial atividade biolégica, e muitos outros compostos lideres naturais Uteis
aguardam descoberta (Gyawali et al., 2013). Além disso, o interesse mundial em produtos
a base de plantas cresceu significativamente. Bovinos, equinos, ovinos, caprinos e suinos
representam cerca de 70 % dos animais tratados com remédios fitoterapicos, seguidos
por aves (9,1 %), cées (5,3 %) e coelhos (4,3 %) (Laudato & Capasso, 2013).

Com relacao ao uso de plantas para o tratamento do processo inflamatério em animais,
Geranium robertianum, Artemisia abrotanum, Brassica oleracea, Avena sativa, Anagallis
arvensis, Linum usitatissimum, Scrophularia canina, Hypericum perforatum, Achillea
millefolium e Buxus sempervirus sdo usados para tratar ou prevenir a mastite em bovinos
devido ao seu efeito anti-inflamatério (Mayer et al., 2014; Laudato & Capasso, 2013).
Além disso, a Aloe spp. tem sido usada para o tratamento de inflamacéo, dores e coceira
em Varios animais, enquanto o dente-de-ledo e a linhaca tém sido usados para o
tratamento de inflamacdo da glandula perianal em céaes (Laudato & Capasso, 2013).
Rosa canina, Matricaria chamomilla, Glycyrrhiza glabra, Aegle marmelos, Asparagus
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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 e Ziziphus jujuba Linn, sdo usados para o tratamento de diferentes doencas
inflamatdrias em ovinos, bovinos, caprinos, coelhos e aves (Miara et al., 2019; Laudato
& Capasso, 2013; Verma, 2014).

O género Salix tem sido usado no tratamento de artrite, dores menstruais, dentéarias e
nas costas, febres e inflamagdes. Os salgueiros pertencem a familia Salicaceae e os
registros de seu uso medicinal remontam a cerca de 6.000 anos (Drummond et al., 2013;
Gutiérrez et al., 2017; Gyawali et al., 2013). A Salix babylonica demonstrou atividade anti-
helmintica, antisséptica, analgésica, antipirética, antimalarica, antioxidante,
anticarcinogénica, adstringente, antifingica e antibacteriana (Gonzalez-Alamilla et al.,
2019; Abdel Wahab et al., 2018). Neste trabalho, a atividade anti-inflamatéria do extrato
hidroalcoolico das folhas de S. babylonica foi avaliada e descobrimos que ela inibiu a
inflamacédo em 66,92 + 3,20 %, sem diferencas estatisticas significativas em relacéo ao
medicamento de referéncia, a indometacina (Tabela 1).

Existem alguns relatos sobre o efeito anti-inflamatorio de extratos obtidos de outras
espécies de Salix; por exemplo, Gyawali et al. (2013) avaliaram a capacidade anti-
inflamatodria de um extrato metanolico da casca de Salix alba usando o modelo de edema
de pata induzido por formalina em ratos e encontraram uma inibi¢&do da inflamagé&o de 74
% em uma dose de 93,5 mg/Kg. Da mesma forma, um extrato aquoso de partes aéreas
de S. canarensis, obtido por infusdo, em uma dose de 105 mg/Kg, causou uma inibicao
de 78 % da inflamac¢do no mesmo modelo (Gutiérrez et al., 2017). Por outro lado, Ahmed
et al., (2011) avaliaram os efeitos anti-inflamatorios dos extratos metandlico e
hidroalcodlico de flores de S. caprea a 400 pug/mL, usando o método de estabilizacédo de
membrana de glébulos vermelhos humanos (HRCB), e descobriram que esse extrato
apresentou 66,78 e 60,49 % de protecdo de membrana, respectivamente. No entanto,
esses resultados ndo podem ser comparados diretamente com os obtidos neste trabalho
para o extrato hidroalcodlico de S. babylonica (HESB), porque os extratos avaliados sao
de polaridade diferente, obtidos por métodos diferentes e avaliados em modelos
farmacoldgicos diferentes.

A fim de identificar a natureza quimica dos compostos ativos no extrato hidroalcodlico
das folhas de S. babylonica, foi realizado um procedimento de biparticdo com solventes
de agua e acetato de etila. A fracdo aquosa da SBHE (AFSB) e a fracdo organica da
SBHE (EAFSB) foram avaliadas em sua capacidade de inibir a inflamacéao in vivo.
Conforme mostrado na Tabela 1, a EAFSB (66,92 + 3,20 % de inibicdo da inflamacao (%
I)) foi mais ativa do que a AFSB (30,64 + 3,03 % Il), sem diferenca estatistica significativa
com relacdo ao extrato SBHE, e a dose efetiva foi trés vezes menor. Além disso, o EAFSB
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ndo apresentou diferengas estatisticas significativas em relagdo ao medicamento de
referéncia Indometacina. Esses resultados nos sugeriram que 0Ss compostos anti-
inflamatorios da Salix babylonica estavam na fracédo organica.

Anteriormente, identificamos as flavonas luteolina (Figura 3a) e luteolosideo (luteolina 7-
O-glucosideo) (Figura 3b) como os principais componentes da fracdo de acetato de etila
obtida por biparticdo do extrato hidroalcoodlico das folhas de Salix babylonica (Gonzalez-
Alamilla et al., 2019).

Figura 3. Estrutura quimica dos flavonoides identificados como componentes principais da EAFSB.
(@) luteolina (3'4',5,7-tetrahidroxiflavona) e (b) luteolosideo (3'4',5,7tetrahidroxiflavona-7-O-
glucosideo)

A luteolina € uma 3',4',5,7-tetrahidroxiflavona, um tipo de flavonoide com uma ligacéo
dupla entre C2 e C3 e um grupo carboxila na posi¢éo 4 do anel C. A luteolina foi isolada
de vegetais, frutas e plantas medicinais. Ha relatos que evidenciam sua atividade
antioxidante,  antimicrobiana, antidiabética, = quimioprotetora, = quimioterapica,
neuroprotetora, antialérgica e anti-inflamatéria. Além disso, essa molécula é considerada
nao téxica (Gonzalez-Alamilla et al., 2019; Aziz et al., 2018; Zhang et al., 2018). Em
relacao as respostas anti-inflamatorias, a luteolina suprime a expressao de citocinas pro-
inflamatérias, incluindo interleucina (IL)-6, IL-13, IL-2, IL-8, IL-12, IL17, TNF-q, interferon
(INF)-B, fator estimulador de colénias de granuldcitos-macréfagos e aumenta o nivel de
citocina anti-inflamatéria IL-10. Ele também inibe a indu¢do de oxigénio nitrico sintase
(INOS) e sua expressao ativa, bem como a producao de NO, ROS e quimiocinas. Essas
auxiliam no controle da migracao e do posicionamento das células imunolégicas, como a
quimiocina (motivo C-X-C) ligante 2 (CXCL2), quimiocina (motivo C-C) ligante 2 (CCL2),
CXCL9 e CXCLS8 (IL-8). Além disso, ele também inibe a producdo e a liberacdo de
eicosanoides, prostaglandinas e leucotrienos, bem como moléculas de adeséo pro-
inflamatorias, como a proteina quimioatraente de mondcitos-1 (MCP-1), a molécula de
adesdao intercelular-1 (ICAM) e a molécula de adesao celular vascular-1 (VCAM). Da
mesma forma, evita a via NF--xB, a proteina quinase B (AKT) e a via da proteina quinase
ativada por mitdbgeno (MAPK); a atividade da hialuronidase e da elastase; a estabilizagéo
dos mastocitos; a reducdo da permeabilidade vascular; modulacdo da fluidez da
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membrana celular, enzimas antioxidantes ativas e impede que o trifosfato de adenosina
(ATP) se ligue a tirosina quinase do baco (Syk) ou a tirosina quinase proto-oncogene
(Aziz et al., 2018; Zhang et al., 2018; Li et al., 2019). Além disso, a luteolina 7-O-
glucosideo (luteolosideo) também possui atividade anti-inflamatoria, esse flavonoide
inibe a liberacdo de B-hexosaminidase (um marcador de desgranulacdo em mastocitos),
leucotrieno C4 (LTC4), producédo de NO e PGE2; bem como a atividade enzimatica de
COX-2 e INOS. Além disso, o luteolosideo € um inibidor potente da JNK3, uma proteina
quinase da familia MAPK que é ativada de forma potente por uma variedade de estresse
ambiental e citocinas pré-inflamatérias (Aziz et al., 2018).

Por outro lado, a aplicacéo topica de TPA em orelhas de camundongos produziu edema
com seus sintomas tipicos: inchaco, aumento da espessura e infiltracdo de células pré-
inflamatdrias, como neutréfilos, leucécitos e linfécitos. Essas células sdo os principais
componentes que se infiltram primeiro no local da inflamacao e promovem as fung¢des de
defesa do hospedeiro e sdo agregadas e ligadas as paredes dos vasos sanguineos no
intervalo de 4 a 6 horas apdés a aplicacdo do TPA (Hernandez-Valle et al., 2014; Mendes
et al., 2016; Silva et al., 2017). No presente estudo, as amostras para analise histoldgica
foram coletadas 6 h apds a estimulacdo com TPA, conforme mostrado na figura 1. O TPA
gerou edema, extravasamento de fluidos e aumento de neutréfilos na derme. Quando a
indometacina, uma droga anti-inflamatoria esteroidal amplamente usada como validacao
para o0 modo farmacolégico, foi aplicada, a inflamacéo local diminuiu; um resultado
semelhante foi observado em animais que receberam tratamento com extrato
hidroalcodlico SBHE ou EAFSB (fig. 2). Em outras palavras, o SBHE e o EAFSB
induziram a mesma resposta em comparacdo com o medicamento de controle. Em
conclusédo, a andlise histolégica das orelhas de camundongo coradas com H-E mostra
que a Salix babylonica suprime a infiltragcdo de células no local da inflamacao induzida
pelo TPA.

CONCLUSOES

O extrato hidroalcodlico SBHE das folhas de Salix babylonica e suas fracdes AFSB e
EAFSB apresentam atividade anti-inflamatoria, sendo a EAFSB a fracdo mais ativa.
Anteriormente, relatamos que a analise quimica da fragdo EAFSB por HPLC revelou a
presenca de flavonoides luteolina e luteolosideo (luteolina-7-O-glucosideo) como
compostos principais. Como consequéncia, o efeito anti-inflamatorio demonstrado pelas
folnas de S. babylonica pode ser atribuido a presengca desses compostos anti-
inflamatorios. A andlise histolégica das orelhas tratadas com S. babylonica sugere que
esses compostos regulam negativamente a migracédo de neutroéfilos patogénicos para o
local da inflamagé&o, diminuindo a producéo de citocinas inflamatoérias. Por fim, nossos
resultados mostram que a S. babylonica é capaz de diminuir a inflamacéo e pode servir

como uma alternativa valiosa para o tratamento de processos inflamatérios em animais.
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