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1.1 NOMENCLATURA BOTANICA

Salix alba L

1.2 SINONIMIA BOTANICA

A busca por sindnimos foi realizada nas bases de dados Flora do Brasil,
Trépicos e International Plant Names Index (IPNI), porém néo foram identificadas
sinonimias botanicas para a espécie Salix alba."

1.3 FAMILIA

Salicaceae.

1.4 FOTO DA PLANTA

Figura 1 - Arvore’® e ramos de Salixalba L.}

1.5 NOMENCLATURA POPULAR

Salgueiro-branco.’

n
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1.6 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

Salix alba é uma espécie nativa da regido central e sul da Europa, da Asia
Central e do nordeste da Africa. Ela foi levada aos Estados Unidos nos anos de
1700 por imigrantes europeus e se disseminou em diversas partes da América.”*

As espécies de Salix estdao localizadas preferencialmente em regides
temperadas do hemisfério Norte, e crescem preferencialmente em regides umidas.®

Figura 2 — Mapa da distribuicao geografica da espécie vegetal®

References

| B

1.7 OUTRAS ESPECIES CORRELATAS DO GENERO,
NATIVAS OU EXOTICAS ADAPTADAS

O género Salix contempla mais de 400 espécies, distribuidas principalmente
na América do Norte, Europa e China. As espécies do género nao sao comumente
encontradas em regides tropicais, havendo apenas trés espécies nativas das
Américas Central e do Sul®

Outras espécies correlatas ao género e também utilizadas com fim medicinal
sao Salix daphnoides, Salix fragilis e Salix purpurea.”*'* Estudos filogenéticos indicam
que a S. fragilis é derivada dos progenitores de S. alba, o que pode ser indicado
pela semelhanca genética entre as espécies.”
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As espécies de Salix sdo caracterizadas por drvores de até 25 metros com folhas
deciduas, normalmente pecioladas, simples, lineares a ovaladas com margens
inteiras a serradas. As inflorescéncias sao pequenas e podem emergir antes, ao
mesmo tempo ou apods as folhas. Ja as flores sao individuais e nao apresentam
pétalas. Possui frutos capsulados com muitas sementes.’

Salix alba caracteriza-se por ser uma arvore grande com tronco curto, com
ramos de coloracao marrom-amarelado, folhas elipticas e lanceoladas, acuminadas
e serradas, com pelos sericios e coloracao acinzentada. Os frutos sdo capsulados e
possuem inimeras sementes.

2.1 PARTE UTILIZADA / ORGAO VEGETAL

A parte utilizada como droga vegetal é a casca obtida dos ramos jovens.*

2.2 DESCRICAO MACROSCOPICA DA PARTE DA PLANTA UTILIZADA

Segundo a Farmacopeia Brasileira, a parte da planta utilizada com fins
medicinais constitui-se da casca inteira ou fragmentada (1 a 2 cm de espessura),
obtida de ramos jovens, com dois a trés anos. Macroscopicamente, os fragmentos
caracterizam-se por serem irregulares coriaceos, flexiveis, alongados e levemente
acanalados, de comprimento, largura e espessura variados. Sua superficie externa
é reluzente e lustrosa, lisa ou estriada de coloracao castanho-escura. Ja a superficie
interna é finamente estriada longitudinalmente, fibrosa e parda.*’*

2.3 DESCRICAO MICROSCOPICA DA PARTE DA PLANTA UTILIZADA

Segundo a Farmacopeia Brasileira, a casca tem coloracao castanho-escura e
é amarelada em algumas porcées quando vista frontalmente. As células do suber
apresentamdiferentesformas,geralmente poligonais, de paredesretilineas e muitas
vezes alongadas. O colénquima possui células achatadas e de paredes espessadas.
Em seccdo transversal, o cortex possui cuticula extremamente espessada e a
porcdo externa da casca pode apresentar diferentes organizacdes estruturais:
1) primeira camada epidérmica, uniestratificada, com células quadrangulares
pequenas, de paredes espessas, sequida por cinco a seis camadas de colénquima
tabular, de células alongadas, dispostas tangencialmente, de paredes espessas e

15
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com cloroplastidios, sequido por parénquima com células de variadas formas e de
paredes espessas; 2) camada epidérmica externa, com as mesmas caracteristicas da
descrita anteriormente, seguida pelo colénquima formado por células pequenas,
arredondadas e de paredes espessas, seguido por parénquima com células
também arredondadas e de paredes espessas; 3) revestimento externo formado por
periderme, abrangendo diferente nimero de camadas, seguidas por parénquima
com células arredondadas e de paredes espessas. O parénquima cortical externo
é sempre formado por varias camadas de células, normalmente quadrangulares a
retangulares, ou poligonais a arredondadas, de paredes espessadas, com poucos
espacos intercelulares, muitos cloroplastidios e muitos cristais de oxalato de calcio
do tipo drusas, raros monocristais e cristais prismaticos. Agrupamentos de células
pétreas sao pouco comuns neste tecido, raras sao essas células isoladas e as
contendo compostos fendlicos. O parénquima cortical interno possui células de
diferentes formas, maiores espacos intercelulares e menor quantidade de cristais
e de cloroplastidios. Mais internamente, as células mostram maior irreqularidade
de forma, maiores espacos intercelulares, paredes muito espessadas, pontoadas
e mais retilineas. Agrupamentos geralmente circulares, de fibras lignificadas sao
abundantes e estao distribuidos aleatoriamente neste parénquima, no qual, muito
raramente, ocorrem agrupamentos de células pétreas. O cambio é formado por
poucas camadas celulares, com células de pequenas dimensdes e achatadas
tangencialmente, tanto as fusiformes quanto as radiais. O tecido adjacente
internamente ao cambio contém grande quantidade de graos de amido. Raios
parenquimaticos sao formados por células de diferentes formas, alongadas
verticalmente, de paredes espessas e contendo cloroplastidios. Entre esses raios,
ocorrem células parenquimaticas de forma irregular, de paredes espessadas, sem
cloroplastidios e de maior volume do que aquelas distribuidas junto ao cambio.
Células floematicas pequenas, ricas em compostos fendlicos, séo acompanhadas
por agrupamentos de fibras lignificadas, alinhados horizontalmente e por
células parenquimaticas, de paredes espessas, com cloroplastidios e dispostas
tangencialmente. Idioblastos contendo compostos fendlicos sao comuns
junto ao cambio interno. Este tecido delimita internamente a casca, é formado
por células de paredes delgadas e reduzido nimero de camadas. Geralmente
é de dificil observacdo devido a suas caracteristicas e sua posicao limitrofe. Em
seccao longitudinal, as caracteristicas do suber e da regido cortical externa sao
similares as descritas para a seccao transversal. A regiao cortical interna mostra
raios parenquimaticos muitas vezes alargados, fibras e células parenquimaticas de
paredes espessas (Figura 2).*



2.3.1 Descri¢ao microscopica do po

Sao caracteristicas do p6 da casca de Salix alba a coloracao castanho-palida;
a presenca de fragmentos de suber, em vista frontal; fragmentos de parénquima,
com células de paredes espessadas, em vista frontal; fibras isoladas ou porcoes de
seus agrupamentos, em seccao longitudinal; fragmentos de parénquima cortical
com células de forma poligonal e de paredes espessas, com cristais do tipo drusas,
em seccao transversal, porcdo de fibras associadas a idioblastos cristaliferos,
em seccdo longitudinal; fragmentos de parénquima com células de paredes
espessadas, com distribuicao radial e com porcdes de cambio; fragmentos de
cambio, em seccao transversal; cristais de oxalato de calcio dos tipos monocristais,
cristais prismaticos e drusas, isolados.*
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Figura 3 — Aspectos macroscopicos e microscopicos da
Salix alba L conforme Farmacopeia Brasileira*

g T,
Z=E e
=l e

A) Aspecto geral de porcao da superficie externa da casca, em vista frontal. B) Aspecto geral de porcéao da
superficie interna da casca, em vista frontal. C) Detalhe do suber, na regido de coloragao marrom, em vista
frontal. D) Detalhe do suber, na regido de coloracdo amarelada, em vista frontal. E) Por¢do de colénquima em
seccao transversal; cloroplastidio (clo). F) Detalhe de por¢ao do parénquima, mostrando idioblastos cristaliferos
com monocristais, cristais prismaticos e drusas, e com compostos fenélicos, em secgao transversal; idioblasto
contendo compostos fendlicos (icf); cloroplastidio (clo); idioblasto cristalifero (ic). G) Detalhe de por¢édo do
parénquima, mostrando agrupamento de células pétreas, em seccao transversal; cloroplastidio (clo); célula
pétrea (cp); idioblasto cristalifero(ic); pontoacao (pto). H) Detalhe de porcao do cortéx, em seccao longitudinal;
cloroplastidio (clo); fibra (fb); idioblasto cristalifero (ic); parénquima (p). I) Detalhe de porcao do cortex,
mostrando o parénquima e células pétreas em seccdo longitudinal; cloroplastidio (clo); célula pétrea (cp);
idioblasto cristalifero (ic); parénquima (p); pontoacao (pto).
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2.4 INFORMACOES SOBRE POSSIVEIS ESPECIES VEGETAIS SIMILARES QUE POSSAM
SER UTILIZADAS COMO ADULTERANTES

Diferentemente da Farmacopeia Brasileira,na Farmacopeia Europeia a descricao
da casca de Salix utilizada como droga vegetal consiste em mais de uma espécie
do género, contemplando também S. purpurea L., S. daphnoides Vill. e S. fragilis L, as
quais sao caracterizadas por possuirem pelo menos 1,5% de derivados salicilicos
totais em sua composicdo.”’* A Farmacopeia Brasileira recomenda a identificacdo
da espécie vegetal por meio de cromatografia em camada delgada utilizando
silica-gel

19



INFORMAGOES
DE CONTROLE
DE QUALIDADE




Informacoes Sistemat

3.1 ESPECIE VEGETAL/DROGA VEGETAL

3.1.1 Caracteres organolépticos

Adroga vegetal éinodora com sabor adstringente e marcadamente amargo.*’

3.1.2 Requisitos de pureza

3.1.2.1 Perfil de contaminantes comuns

Segundo a Farmacopeia Brasileira e a monografia da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), a droga vegetal deve possuir no maximo 3% de ramos com diametro
superior a 10 mm e no maximo 2% de outros materiais estranhos.*’

3.1.2.2 Microbioldgico

Ndo ha descricdo de controle microbiolégico especifico para Salix alba na
Farmacopeia Brasileira ou na Farmacopeia Europeia.** No entanto, na monografia
da OMS para o salgueiro ha referéncia aos limites de contaminagao microbiolégica
determinados pelo guia da OMS para controle de qualidade de plantas
medicinais.”™

De acordo com o guia da OMS, é natural a presenca de fungos e bactérias no
material vegetal, principalmente devido a fonte, a colheita e ao manejo. A presenca
de Escherichia coli e Salmonella spp. indica baixa qualidade de producao e colheita,
0 que pode ser evitado implantando-se boas praticas de cultivo.

Mais recentemente, um estudo de Parthik e colaboradores analisou os guias
da OMS e os contaminantes potencialmente perigosos em plantas medicinais;
em relacao ao controle microbiolégico, os autores descrevem o limite de material
microbiolégico de acordo com o material vegetal utilizado e o diferencia em
extrato bruto, material que foi pré-tratado ou para uso tépico e material para uso
interno.”

O livro Latest Research into Quality Control possui um capitulo destinado ao
controle microbiolégico em plantas medicinais, no qualhd um quadro comparativo
entre os limites de agentes microbioldgicos determinados pelas Farmacopeias
brasileira, americana, europeia e guia da OMS. A tabela comparativa foi adaptada
e estd apresentada a sequir.'®

21



22

MINISTERIO
DA SAUD

Tabela 1 - Limites microbioldgicos recomendados para plantas medicinais'

Farmacopeia  Farmacopeia = Farmacopeia

L . . Guia OMS
Brasileira Americana Europeia
Bactérias 107 108 107 NI
aerdbicas
Fungos 10 103 10° 10°

Enterobactérias
e outras bactérias 104 103 NI NI
Gram-negativas

E. coli Auséncia Auséncia 104 104

Salmonella Auséncia Auséncia NI NI

Nota: Farmacopeia Brasileira: valor representa droga vegetal na qual serd adicionada dgua fervente antes
do uso. Farmacopeia Americana: valor representa droga vegetal seca ou em p6 na qual serd adicionada agua
fervente antes do uso; Farmacopeia Europeia: produto comum a uma ou mais de uma droga vegetal (inteira,
rasurada ou em po) na qual sera adicionada agua fervente antes do uso. Guia OMS: valor representa matéria
vegetal bruta a ser processada. NI: Limites ndo informados. Valores descritos em Unidades Formadoras de
Coldnia (UFC)/g.

3.1.2.3 Teor de umidade

Segundo a Farmacopeia Brasileira o teor de umidade maximo para Salix alba
é de 11%. De acordo com a fFarmacopeia Europeia, essa porcentagem deve ser
determinada em 1.000 g de pd da planta por secagem em forno a 100°C por duas
horas.*?

3.1.2.4 Metal pesado

A Farmacopeia Brasileira ndo determina valores minimos de metais, tampouco
a Farmacopeia Europeia ou a monografia da OMS para a espécie vegetal, neste
ultimo ha referéncia ao guia da OMS para determinacao dos limites maximos de
metais em plantas medicinais.*”*

O guia da OMS, por sua vez, determina que o limite maximo de metais
toxicos deve ser calculado em concordancia com o limite maximo tolerado para
ingestao didria, e este deve ser estabelecido com base regional ou nacional. A
recomendacao da OMS para chumbo e cadmio, por exemplo, é de no maximo 10
e 0,3 mg/kg, respectivamente.”

Kalny e colaboradores determinaram o conteudo de microelementos e
metais toxicos em plantas medicinais e fitoterdpicos comercializados na Poldnia,
entre eles a casca do salgueiro e encontrou alta concentracao de cadmio (1,0 mg/
kg) na droga vegetal.”
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3.1.2.5 Residuos quimicos

Ndo ha descricao especifica na Farmacopeia Brasileira sobre residuos quimicos,
ja amonografia da OMS para a casca de Salix possui recomendacao de nao exceder
o limite maximo de aldrin e dieldrin em 0,05 mg/kg. Para outros praguicidas ha a
indicacao de consultar os limites descritos no guia da OMS.*7#

3.1.2.6 C(Cinzas

A proporcao maxima de cinzas descritas tanto na Farmacopeia Brasileira
quanto na europeia e na monografia da OMS é de 10%."7*

3.1.3 Granulometria

A granulometria para a espécie Salix alba nao esta descrita na Farmacopeia
Brasileira, na Farmacopeia Furopeia ou na monografia da OMS para a espécie
vegetal*”" Entretanto, ha uma descricao genérica no guia da OMS para plantas
medicinais que define o pd de acordo com o tamis pelo qual ele passa por
completo, variando entre grosso e muito fino."

3.1.4 Prospeccao fitoquimica

A espécie possui salicina, sua principal caracteristica, além de ser rica em
glicosideos fendlicos, flavonoides e macroelementos, como K, Ca e Mg.”*™

3.1.5 Testes fisico-quimicos

Ndo hd descricao de testes fisico-quimicos especificos para a espécie na
literatura utilizada.

3.1.6 Testes de identificacao

A Farmacopeia Brasileira define como proceder a identificacdo de Salix
alba e define o método de cromatografia em camada delgada (CCD) como de
escolha. Para isso, utiliza-se silica-gel GF254, com espessura de 250 um, como fase
estacionaria e mistura de acetato de etila, metanol e dgua (77:13:10) como fase
movel. Aplica-se, separadamente, em forma de banda, 10 uL de cada uma das
solucdes (1), (2) e (3), preparadas recentemente, como descrito a seguir.

Solugédo (1): aquecer 0,5 g da amostra pulverizada (500 um), com 10 mL
de metanol, em banho-maria, sob refluxo, a aproximadamente 50°C por 10
minutos. Esfriar e filtrar. Solucao (2): adicionar a 5 mL da solucao (1), T mL da
solucdo de carbonato de sédio anidro 50 mg/mL. Aquecer em banho-maria
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a aproximadamente 60°C, sob refluxo, por 10 minutos. Esfriar e filtrar. Solucdo
(3): dissolver 2 mg de salicina em 1 mL de metanol. Desenvolve-se, entdo, o
cromatograma. Remove-se a placa e deixa-se secar ao ar. Em seguida, nebulizar a
placa com solucao de &cido sulfdrico 5% (v/v) em metanol e deixar em estufa entre
100°C e 105°C, durante 10 a 15 minutos. O cromatograma obtido com a solucao
(3) apresenta, no terco médio, uma mancha violeta-avermelhada correspondente
a salicina (Rf aproximadamente 0,40). No cromatograma obtido com a solucgao (1),
a mancha de salicina aparece com intensidade fraca a média. No cromatograma
obtido comasolucao (2) a mancha correspondente a salicina aparece mais intensa
e, sobre ela, aparece uma mancha (salicortina) e, as vezes, duas manchas fracas
(tremulacina), de cor violeta-avermelhada. Nos cromatogramas das solucdes (1) e
(2) podem aparecer outras manchas de cores azul, amarelo e marrom.*

3.1.7 Testes de quantificacao

Segundoa FarmacopeiaBrasileira,0 doseamento da salicina para a espécie Salix
alba deve ser realizado por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (Clae).
Para isso, recomenda-se utilizar cromatodgrafo provido de detector ultravioleta a
270 nm; pré-coluna empacotada com silica octadecil silanizada, coluna de 150
mm de comprimento e 3,9 mm de diametro interno, empacotada com silica
octadecilsilanizada (4 um), mantida a temperatura ambiente; fluxo da fase movel
de 1T mL/minuto. Fase movel: mistura de acetonitrila, dgua e acido trifluoracético
(3:97:0,05).Solucaoamostra: pesarexatamente 0,3 gdadroga secae moida (355 um),
juntar 25 mL de metanol e aquecer sob refluxo, durante 30 minutos. Esfriar e filtrar.
Retomar o residuo com 25 mL de metanol e tratar como descrito anteriormente.
Reunir os filtrados e evaporar sob vacuo até secura. Retomar o residuo com 2 mL de
metanol, adicionar 2 mL de hidréxido de sédio 0,1 M e aquecer em banho-maria,
sob refluxo, durante 1 hora a 60°C, aproximadamente, com agitacao frequente.
Esfriar, adicionar 0,25 mL de 4cido cloridrico M e completar a 5 mL com mistura de
metanol e dgua (50:50). Solucdo padrédo: dissolver 10 mg de salicina em 10 mL de
acetonitrila. Solugdes para curva analitica: diluir aliquotas de 40, 45, 50, 55 e 60 ulL
da solucao padrao a 100 plL, com fase movel, de modo a obter concentragdes de
0,40 mg/mL, 0,45 mg/mL, 0,50 mg/mL, 0,55 mg/mL e 0,60 mg/mL.

Procedimento: injetar, separadamente, 10 ul das solucdes para curva analitica
e da solucao amostra. Registrar os cromatogramas e medir as areas sob os picos.
O tempo de retencao é de aproximadamente 6 minutos para a salicina. Calcular o
teor de salicina na amostra a partir da equacao da reta obtida com a curva analitica.
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O resultado é expresso pela média das determinacdes em gramas de salicina por
100 gramas da droga (%), considerando o teor de dgua.’

3.1.7.1 Componentes quimicos e suas concentragoes: descritos e majoritdrios, ativos ou ndo

A Farmacopeia Brasileira descreve apenas a salicina como componentes
quimicos majoritarios presentes no salgueiro-branco, o qual consiste no
composto ativo e estd presente na proporcao de 0,5% a 1,5%. Ja a monografia
da OMS para o salgueiro relata outros glicosideos fendélicos, como a salicortina,
a fragilina, a populina e, além dos seguintes compostos: triandrina, vimalina,
flavonoides e taninos. As estruturas salicina, salicortina e fragilina estdo
apresentadas na Figura 4.*7

Figura 4 - Estrutura quimica dos componentes quimicos
majoritarios presentes na espécie Salix alba’

H'_..'D OH
HO
0 O\é HO o Salicorting
OH R=H
0
HO 0 (4]
OH OH
HQ
Salicina R=H a
u -
Fragilina R =CO-CHy R

3.2 DERIVADO VEGETAL

3.2.1 Descricao

Ndo ha monografias para os derivados vegetais de Salix alba nos compéndios
oficiais, dessa forma, podem ser empregados os métodos utilizados para a droga
vegetal ou os métodos descritos em trabalhos cientificos, que, no geral, utilizaram
0s mesmos critérios empregados para droga vegetal, os quais sao utilizados nesta
monografia.

3.2.2 Método de obtencao

Foram estudados 25 artigos cientificos que descreveram a utilizacdo de
derivado vegetal de Salix alba, descreveram os derivados como extrato alcodlico,
extrato aquoso, extrato metandlico, extrato seco, extrato bruto, extratos utilizando
acetona, cloroférmio e hexano como solventes.
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Em 1972, Toman e colaboradores relataram o isolamento de galactanas a
partir da casca de Salix alba com sucesso mediante a extracdo com benzeno-
etanol (1:3) por 30 horas e posterior deslignificacdo com 80% de etanol (18). Em
1975, 0 mesmo grupo utilizou 600 g da casca de Salix alba obtida a partir de ramos
jovens para o isolamento de pectina, a qual foi extraida com dgua a temperatura
ambiente.”

Para avaliar a presenca de polifendis e sua relacdo com atividade
antimicrobiana, Raiciu e colaboradores utilizaram matéria vegetal fresca triturada,
a qual sofreu maceracao por 4-5 dias em frascos ambar com etanol 90%. Em
seguida, foi adicionada uma mistura de dgua e glicerina para que o volume final
fosse 20 vezes a massa inicial da planta. A maceracao continuou com a solucao de
alcool e glicerol por mais trés semanas.”

A atividade antimicrobiana, junto as atividades antioxidante e citotdxica
presentes nos compostos fendlicos de Salix alba, foi analisada pelo grupo de
Sulaiman, o qual utilizou o pd da casca e extracdo com etanol fervente em Soxhlet
por sete horas. A solucédo foi filtrada utilizando vécuo, e o filtrado foi evaporado
utilizando evaporador a vacuo a 40°C.”

A obtencdo dos extratos aquosos de Salix alba foi realizada de forma
semelhante, variando de acordo com o objetivo do estudo. Em 1974, Kompantsev
et al. descreveram a obtencao de glicosideos fendlicos a partir da extracao de 4,0
kg de ramos jovens de salgueiro-branco com agua aquecida a 90°C-95°C por uma
hora, trés vezes?

A fim de obter compostos fendlicos a partir da casca de Salix alba, o grupo
de Harbourne realizou a extracao utilizando apenas 2,5 g da matéria vegetal e 100
mL de dgua destilada a 100°C por 20 minutos, com agitacao, seguido de filtracao e
resfriamento com gelo.” Drummond e colaboradores utilizaram uma modificagao
da metodologia de Harbourne, partindo de 7,5 g da casca de Salix alba adicionados
de 100 mL de dgua a 90°C, por 15 minutos, a fim de também obterem compostos
fendlicos.”

Para o isolamento de taninos foram utilizadas as folhas da espécie vegetal,
que foram secas por congelamento e extraidas em Soxhlet com a utilizacdo de
hexano, a fim de remover lipideos e substancias lipofilicas, em seguida, os taninos
foram extraidos do residuo resultante por uma mistura de acetona e agua (7:3).

A andlise de taninos também foi realizada a partir da extracao de folhas por
Muetzel e colaboradores, em 2006. As folhas foram secas por congelamento ou



em forno a 60°C por 2 horas e, em seguida, pulverizadas, entdo 1 g do po foi
extraido com 100 mL de acetona 70% por duas vezes por 20 minutos em banho
ultrassonico.®

A extracdo metandlica também foi utilizada por Du et al, a fim de se isolar
lignanas provenientes de S. alba. Para isso, 1.000 g da casca seca da espécie
vegetal foram pulverizadas e extraidas sucessivamente com metanol e éter a
temperatura de 40°C a 60°C e, posteriormente, evaporada. O residuo foi entao
digerido utilizando-se acetato de etila.”

O grupo de Pobtocka-Olech descreveu a extracao metandlica de Salix alba
em trés estudos analisados, enquanto no primeiro o objetivo foi isolar glicosideos
fendlicos, incluindo salicina, entre outros; no segundo o composto quimico
isolado foi a procianidina, ja no terceiro o objetivo foi isolar fendis simples. Nas
trés publicacdes o processo de extracao foi descrito partindo-se do pd da casca
da droga vegetal, extraido exaustivamente com metanol a 60°C** Jazayeri e
colaboradores, com a finalidade de avaliar a atividade anticolinesterdsica do
extrato de algumas plantas utilizadas como medicinais no Ira, também utilizou
a metodologia da extracao metandlica de Salix alba, semelhante ao descrito
anteriormente; de acordo com a publicacdo, um grama do po da casca da planta
foi extraido por maceracao sob agitacao a temperatura ambiente com metanol
aquoso (20 mL; 1:1 v/v) por 24 horas*'A quantificacdo de salicina em diferentes
espécies do género Salix foram analisadas por Kenstaviciené et al., também, apos a
extracao utilizando metanol; de acordo com a metodologia do trabalho, 50 mL de
metanol foi adicionado a 0,5 g do pd da casca de Salix alba e a mistura foi aquecida
em um condensador de refluxo por 30 minutos, posteriormente resfriada e filtrada.®

A obtencdo do extrato seco de S. alba foi descrita por Oberprieler e
colaboradores para o isolamento de compostos fendlicos e a anélise taxonémica
por meio de perfil genético. Segundo a metodologia do estudo, apds a coleta do
material as cascas da espécie vegetal foram congeladas a - 80°C. Apds nove meses,
o material sofreu secagem utilizando silica-gel (100 mg), o qual foi adicionado de
1,5 mL de metanol e homogeneizado em banho ultrassonico por 5 minutos, 3
vezes

Em alguns estudos, os extratos foram obtidos comercialmente e nao ha
descricao da metodologia de extracao."****

Diferentemente dos outros derivados vegetais ja descritos, Pinto et dl.
utilizaram o polen de abelhas proveniente de S. alba a fim de isolar principalmente
flavonoides, para isso foi utilizado 1 g de pd de pdlen, foi homogeneizado e
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misturado a 9 mL de etanol 70%, colocado em papel aluminio e deixado a
temperatura ambiente por 72 horas, o qual foi denominado extrato 1. Esse extrato
foi centrifugado por 31 minutos a 4°C e 11.000 rpm, o sobrenadante foi dividido
em aliquotas de 1,5 mL e estocado a - 20°C. Para a hidrdlise, 1 mL do sobrenadante
do extrato 1 foi adicionado de 4 mL de &cido cloridrico 2 M e aquecido até fervura
por 30 min. Apds o resfriamento, a mistura foi extraida trés vezes com dietiléter
e a fase éter foi coletada e evaporada, o residuo foi solubilizado em 1 mL de
etanol 96%, filtrado (0,22 mm) e estocado a - 20°C, o extrato etandlico a 96% foi
denominado extrato 2.

3.2.3 Caracteres organolépticos

Entre os artigos analisados, os quais relatavam a utilizacao ou a extracao de
derivados vegetais, 0 Unico que relatou a analise de caracteres organolépticos para
o controle de qualidade do derivado vegetal foi o grupo de Raiciu et al* Segundo
o trabalho, ao final do processo de obtencao do derivado foram observados odor,
sabor e cor.

3.2.4 Testes de identificacao

Conforme ja citado, o principal constituinte quimico obtido a partir da Salix
alba é a salicina, no geral, os métodos de isolamento e identificacdo do composto
se dao por CCD, de acordo com recomendacao da Farmacopeia Brasileira para a
droga vegetal, ou por Clae para identificacdao e quantificacao, conforme orientacao
da Farmacopeia Europeia.*?

Enquanto a identificacdo da salicina no extrato aquoso de Salix alba por meio
de CCD foi descrita em 1983, outros trabalhos mais recentes utilizaram Clae tanto
para a salicina®” quanto para glicosideos fendlicos em geral ***

Du et al. descreveram o isolamento de salicina e amigdalina por um
método semi-industrial de cromatografia a baixa rotacéo utilizando uma bobina
preenchida com a fase estacionaria composta por metil-tert-butil-éter e butanol
(1:3), saturado com metanol e agua (1:5), e fase mével composta por metanol
e agua (1:5) saturado com metil-tert-butil-éter e butanol (1:3). Dessa forma, foi
possivel a dissolucdo de 500 g de salicina em 5 L de fase movel e obteve-se uma
pureza de 87,6%.¢

Tanto Muetzel et al, em 2006, quanto Sulaiman e colaboradores, em 2013,
relataram a determinacao de fendis no extrato de Salix alba por espectrofotometria
pelo método de Folin-Ciocalteu.*



3.2.5 Testes de quantificacao

Agnolet e colaboradores validaram a quantificacdo da salicina por Clae
utilizando detector de malha de diodo, coluna Cis como fase estaciondria e fase
maovel constituida por solucdo de metanol, dgua e acido formico com eluicdo em
gradiente. O método mostrou precisao, exatidao, linearidade e limites de deteccao
e quantificacdo satisfatorios.”

3.2.5.1 Componentes quimicos e suas concentracoes: descritos e majoritdrios, ativos ou nio

De forma semelhante a droga vegetal, o principal constituinte quimico
relatado entre os derivados vegetais de Salix alba é a salicina, composto ativo
da espéciet102222935363% S50 também relatados outros fendis como salidrosida,
piceina, helicina, triandrina, populina e tremulacina.?? No entanto, o mais comum é
o relato da presenca de polifendis ou fendis totais nos derivados, sem especificar
ocom pOStO 20,21,23,24,26,30,32

Os taninos também foram descritos como constituintes dos compostos, 222
especialmente as procianidinas, que sdo descritos como potenciais antifingicos.”*

3.3 PRODUTO FINAL

3.3.1 Forma farmacéutica

No momento, hd um Unico fitoterdpico presente no mercado nacional
contendo Salix alba, que possui a associacao de trés espécies vegetais: Passiflora
incarnata, Salix alba e Crataegus oxyacantha. O medicamento é utilizado a fim de
diminuir sintomas de ansiedade e insdnia, principalmente devido as propriedades
sedativas, antiespasmadicas e ansioliticas da Passiflora incarnata. O fitoterapico é
apresentado na forma de comprimidos revestidos, e cada comprimido contém
em sua composicao 100 mg de extrato seco de Salix alba, 30 mg de extrato seco
de Crataeqgus oxyacantha e 100 mq Passiflora incarnata.”

No mercado europeu, especialmente na Poldnia, hd outros fitoterapicos
contendo a espécie vegetal, como o Rutinosal,® também comercializado na forma
de comprimidos com associacao de 300 mg de Salix, 20 mg de Rutosidum e 40 mg
devitaminaC,eo Salicortex,® comprimidos com 330 mg da Salix. Os medicamentos
sao indicados, respectivamente, para resfriados e dores de cabeca.”

Agnolet et al. relataram a utilizacao de capsulas contendo extrato de S. alba
compradas em farmécias da Dinamarca, porém o trabalho ndo apresenta maiores
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detalhes sobre o fitoterdpico."” Hoffman e colaboradores também descreveram
utilizar comprimidos contendo extrato seco de Salix alba, comprados em farmacias
locais de Nova lorque (NY, Estados Unidos), sem descrever nome comercial ou
composicao do medicamento.”

3.3.2 Testes especificos por forma farmacéutica

Como nao ha monografias nas farmacopeias sobre fitoterapicos contendo
Salix alba, também ndo foram encontrados, na literatura pesquisada, testes
especificos de controle de qualidade, sugere-se a realizacao de testes gerais para
produtos finais presentes na Farmacopeia Brasileira, como peso, dureza, friabilidade,
desintegracao, dissolucao, uniformidade de doses unitarias, pH, densidade, volume
e teste de gotejamento.’
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Plant:

4.1 USOS POPULARES E/OU TRADICIONAIS

Os primeiros achados descrevendo os efeitos terapéuticos de extratos da
casca de salgueiro foram descritos por Hipdcrates, ha aproximadamente 2400
anos, ele recomendava mascar as folhas de salgueiro para analgesia em criancas.
Estudos subsequentes descreveram os efeitos analgésicos das folhas de salgueiro,
como os relatos de Diocorides, um cirurgiao grego que atuou em Roma no ano
75 a.C, e os relatos de Galen, um médico romano que descreveu as propriedades
antipiréticas e anti-inflamatdrias das folhas do salgueiro.”

Atualmente, o uso popular do salgueiro, especialmente do salgueiro-branco,
continua disseminado no Brasil e no mundo. A espécie vegetal é conhecida por
suas atividades analgésicas, com atuacao principalmente contra os sintomas de
dores nas costas, artrite, dores reumaticas, além das atividades atipiréticas e anti-
inflamatdrias. Os efeitos da droga vegetal parecem estar diretamente relacionados
a presenca da salicina, pré-droga do acido acetilsalicilico.5'**

4.2 PRESENCA EM NORMATIVAS SANITARIAS BRASILEIRAS

No ano de 2014, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) publicou
a RDC ne 26, em 13 de maio, a qual regulamenta o registro de Medicamentos
Fitoterapicos (MF) e o registro e a notificagao de Produtos Tradicionais Fitoterapicos
(PTF), além de revogar a RDC n.° 14, de 5 de abril de 2010.#4

Junto a RDC supracitada, foi publicada a Instrucdo Normativa n° 2, de 13 de
maio de 2014 (IN 2/2014), que publicou a“Lista de medicamentos fitoterdpicos de
registro simplificado” e a “Lista de produtos tradicionais fitoterapicos de registro
simplificado’, na primeira encontra-se a espécie Salix alba.*As informacdes
referentes a espécie estao descritas a sequir:

Nomenclatura botanica: Salixalba L., S. purpurea L., S. daphnoides Vill,, S. fragilis L.
Nome popular: salgueiro-branco

Parte usada: casca

Padronizacao/Marcador: salicina

Derivado vegetal: extratos

Indicagoes/Ag¢bes terapéuticas: antitérmico, anti-inflamatdrio e analgésico
Dose Diaria: 60 a 240 mg de salicina

Via de Administracao: oral

Restricao de uso: venda sem prescricao médica
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4.3 ESTUDOS NAO CLINICOS

4.3.1 Estudos toxicoldgicos

4.3.1.1 Toxicidade aguda
Dado nao encontrado na literatura pesquisada.

4.3.1.2 Toxicidade subcrénica

Apenas um estudo sobre toxicidade subcrénica foi encontrado, o qual aborda
toxicidade reprodutiva de um fitoterdpico que, além de Salix alba, contém extrato
de Fassiflora incarnata e Crataegus oxycantha, e € utilizado com a indicacdao de
sedativo e hipnotico.”

Para tanto, o estudo utilizou 21 ratos da linhagem Wistar, fémeas, com peso
superiora220gesuasninhadas. Asratasfémeasforam colocadas com ratos machos
e, assim que detectada a cépula, foi considerado o dia 0 da gestacédo. A partir de
entdo, 0s animais passavam a receber diariamente a preparacao fitoterapica (n=11
fémeas) ou veiculo (n=10 fémeas) até o final da gestacao. As ratas foram avaliadas
durante a gestacado, além disso, foi avaliada a prole quanto a mortalidade e ao
desenvolvimento. A dosagem utilizada nos animais foi correspondente a dose
terapéutica proposta para seres humanos (adulto de 70 kg), que é de 4 drageas/
dia, o que resulta em um total de 400 mg do extrato de Passiflora incarnata, 120
mg do extrato de Crataegus oxycantha e 400 mg do extrato de Salix alba, assim
sendo, os animais receberam as dosagens aproximadas de 6 mg/kg~', 2 mg/kg e
6 mg/kg™" de cada um dos extratos, respectivamente. Para os ensaios de toxicidade
decidiu-se por aplicar uma dose dez vezes maior que a 0s humanos, ou seja, 60
mg/kg™", 20 mg/kg™" e 60 mg/kg~" das plantas mencionadas, respectivamente.”

O dia zero de gestacao foi contado a partir da copula e, durante os 21 dias
subsequentes, foi administrada a dose supracitada do fitoterdpico por via oral
(gavagem). Diariamente foram avaliados o desenvolvimento ponderal e o consumo
de dgua e racao, as alteracdes de comportamento, a consciéncia e disposicao,
a avaliacdo da atividade do sistema locomotor, a musculatura esquelética e os
reflexos e a avaliacdo da atividade autondmica. No dia do parto e a partir de
entdo, foram avaliados o nuimero e a massa corporal dos filhotes, o nimero de
natimortos, as mortes de perinatais, as alteracbes macroscopicas externas nos
filhotes, o desenvolvimento ponderal individual dos filhotes até o desmame, a
avaliacao das caracteristicas de desenvolvimento geral como: descolamento das
orelhas, erupcao dos incisivos, aparecimento dos pelos, abertura do canal aditivo,
abertura dos olhos e descida dos testiculos.



No desmame, foram avaliados: a massa corporal das ratas lactantes e dos
filhotes, o nimero de filhotes desmamados, a massa dos érgaos dos filhotes (figado
e rins), 0 aspecto visual das demais visceras (coracao, pulmaes, Utero, ovarios, trato
gastrointestinal).” De acordo com os resultados observados pelo estudo nao
houve diferenca significativa entre o grupo tratado com o fitoterdpico e o grupo-
controle (que recebeu apenas veiculo) no desenvolvimento das ratas durante a
gestacao, tampouco no desenvolvimento da sua prole, o que permite concluir que
ha auséncia de toxicidade reprodutiva do extrato de Salix alba, mesmo utilizando
uma dose dez vezes maior que a utilizada terapeuticamente em humanos.”

4.3.1.3 Toxicidade cronica
Dado nao encontrado na literatura pesquisada.

4.3.1.4 Genotoxicidade

Entre os estudos analisados, apenas um deles avaliou a genotoxicidade
induzida por Salix alba. Entretanto, diferentemente de outros estudos, o produto
analisado nao foi o extrato da planta, mas sim dois extratos etandlicos (70% e 96%)
obtidos a partir do polen de abelhas proveniente de Salix alba, o qual pode estar
presente em suplementos alimentares. Para a avaliacdo da genotoxicidade, foi
utilizado o ensaio do microntcleo. A antigenotoxicidade foi analisada mediante
a avaliacdo da protecao do extrato diante da inducdo de genotoxicidade por trés
quimioterdpicos que agem por mecanismos celulares diferentes: bleomicina,
mitomicina C e vincristina. O material celular utilizado para os ensaios foi obtido
a partir da coleta de sangue periférico heparinizado de trés voluntarios sadios,
nao fumantes, do sexo masculino. Apds 72 horas de incubacao dos linfécitos
estimulados, obtidos a partir do sangue periférico na presenca do extrato de
polen de abelha obtido de Salix alba, a contagem de micronucleos ndo aumentou
significativamente, ao contrario do observado na presenca de bleomicina,
utilizada como controle positivo. Esse resultado indica que o extrato nao foi capaz
de induzir genotoxicidade.”

Por outro lado, a capacidade do pdlen e dos dois extratos etandlicos em
proteger contra a mutagénese induzida pelos quimioterapicos em trés diferentes
concentracdes (1,10 e 100 ug/mL) foi apresentada como resultado do estudo.”
O extrato etandlico a 70% foi capaz de evitar a genotoxicidade induzida pela
bleomicina nas trés concentracoes testadas. A toxicidade induzida pela vincristina
também foi evitada pelas trés concentracdes testadas, porém, nesse caso, O
extrato que apresentou resultado significativo foi o extrato etandlico a 96%. Ja
a presenca de micronucleos induzidas por mitomicina C foi significativamente
menor nas trés concentracdes do podlen de abelha e do extrato etandlico a 70%.
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A diferenca entre os resultados dos extratos se da pela diferente concentracao
de compostos fendlicos, de acordo com a forma e o solvente de extracao. Os
resultados apresentados exploram nao so a auséncia de genotoxicidade do poélen
e dos extratos, mas também seu potencial em atuarem como protetores frente a
toxicidade de agentes quimioterdpicos.”

4.3.1.5 Sensibiliza¢io dérmica

Dado ndo encontrado na literatura pesquisada. A auséncia desse tipo de
estudo justifica-se pela utilizacéo, preferencialmente por via oral, de formulacoes
contendo a espécie vegetal.

4.3.1.6 Irritagdo cutdinea

Dado nao encontrado na literatura pesquisada. A auséncia desse tipo de
estudo justifica-se pela utilizacéo, preferencialmente por via oral, de formulacoes
contendo a espécie vegetal.

4.3.1.7 Irritagdo ocular

Dado nao encontrado na literatura pesquisada. A auséncia desse tipo de
estudo justifica-se pela utilizacao, preferencialmente por via oral, de formulacoes
contendo a espécie vegetal.

4.3.2 Estudos farmacoldgicos

4.3.2.1 Ensaios in vitro

Os ensaios farmacoldgicos realizados in vitro foram os mais expressivos
entre os ensaios nao clinicos. Quinze diferentes estudos testaram as propriedades
farmacoldgicas da espécie Salix alba diante de bactérias, fungos e culturas de
diferentes tipos celulares. As atividades farmacoldgicas que se destacaram foram
a atividade anti-inflamatodria e a atividade antioxidante, as quais se relacionam.
Foram também observadas as atividades antimicrobiana, antiestrogénica e
antiproliferativa. Todas elas seguem listadas no Quadro 1.

Como esperado, pelo uso tradicional da espécie vegetal, uma das atividades
mais testadas foi a atividade anti-inflamatdria. Assim como o acido salicicilico e
outros anti-inflamatdrios néo esteroidais (Aines). Esperava-se que o extrato vegetal
de Salix alba também atuasse, principalmente inibindo as cicloxigenases (COX),
enzimas essenciais para sintese das prostaglandinas a partir da liberacao do acido
araquidonico pelas fosfolipases da membrana celular. Entretanto, os estudos
discutidos a seguir evidenciaram mecanismos anti-inflamatérios muito mais
complexos, ativados pelos extratos vegetais, 0 que pode ser explicado, em parte,
pela presenca de outros compostos ativos além dos salicilatos.”®



A inflamacdo é um processo complexo e natural em resposta a uma série
de agentes hostis aos quais os mamiferos estdo expostos, como parasitas,
microrganismos, agentes toxicos e danos fisicos. Como resposta a esses agentes,
sao liberadas citocinas pelos macréfagos e leucécitos, entre as quais se destacam o
fator de necrose tumoral (TNF-a), a interleucina-1 (IL-1) e a interleucina-6 (IL-6).%°

Fiebich e colaboradores analisaram o efeito do extrato etandlico da planta
em mondcitos primarios de humanos. Os ensaios avaliaram a atividade das
cicloxigenases 1 e 2 (COX-1 e COX-2) e liberacao da prostaglandina E, (PGEy)
mediada pela COX-2. Para isso, foi utilizado o extrato comercial 1.520 L (Plantina
GmbH, Munique, Alemanha), descrito como efetivo no combate a dores por
ensaios clinicos e ja comercializado na Alemanha, o qual possui indicacao contra
dor reumatica, febre e dores de cabeca. Os mondcitos foram pré-incubados com o
extrato em concentracoes variando entre 10 e 500 ug/mL a fim de se determinar o
ICs0 com base em uma regressao linear. Os resultados obtidos foram comparados
com padrées de salicina e salicilatos, além de um andlogo do refocoxib (L745337).
Foi demonstrado que sao necessarias concentracdes superiores a 100 vezes do
extrato etandlico de Salix Alba quando comparado ao andlogo sintético do anti-
inflamatorio para inibir 50% da liberagao da PGE>, o que corresponde a dose
utilizada do extrato (1.600 mg) quando comparado ao farmaco (12,5 mgq). Por
outro lado, as doses testadas do extrato vegetal ndo demonstraram capacidade
de inibicao da COX-1 ou da COX-2.*

Um estudo avaliou a atividade anti-inflamatdria, também representada pela
inibicao da COX-1 e COX-2 e da 5-lipoxigenase (5-LOX) em granulécitos humanos,
além da elastase (HLE) em leucocitos humanos?® Para isso, foram utilizadas
cinco fracoes do extrato aquoso de Salix STW 33-I. Os extratos foram separados
de acordo com a polaridade, utilizando-se sequencialmente tolueno (fracao A),
acetato de etila (fracdo B), butanol (fracao C) e etanol (fracdo D), além do extrato
aquoso (fracdo E). A fracdao A apresentou pequena quantidade de salicina (0,4%) e
indicou altas concentracdes de polifendis indeterminados; a fracdo B apresentou
concentracao de salicina de 9%, além da presenca de polifendis e flavonoides; as
fracbes C e D foram as que apresentaram maiores concentragdes de salicina (23,6
e 25,2, respectivamente), além da presenca de flavonoides; ja na fracdo E foram
detectados 10,3% de salicina e proantocianidinas. De acordo com os resultados
apresentados pelos autores, houve grande diferenca no perfil inibitério das
ciclooxigenases de acordo com as fragcdes. As fracdes que apresentaram maiores
inibicdes para COX-1, COX-2 e 5-LOX foram as fracbes A e B, exatamente aquelas
com baixas concentracoes de salicina, constituidas principalmente por polifendis.
J& a inibicdo da elastase foi mais pronunciada utilizando-se a fracdo E, com
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concentragdes intermedidrias de salicina, no entanto com presenca de polifendis
e proantocianidinas.*

Outro grupo publicou, posteriormente, a avaliagdo do mesmo extrato aquoso
de Salix comercializado (STW 33-1),°" o qual foi separado em fracdes de acordo
com a metodologia utilizada por Nahrstedt e colaboradores®, obtendo-se as
seguintes concentracdes de salicina: 0,5% para fracdo A; 1% para fracao B; 34,1%
para fracao C; 37,5% para fracao D; e 14,9% para fracao E. Nesse estudo, a atividade
anti-inflamatoria dos extratos foi avaliada em células mononucleares ativadas com
lipopolissacarideos (LPS), que ativa a liberacdo de citocinas inflamatérias por meio
da expressao do TNF-a, do ¢xido nitrico (NO) e a sintese de prostaglandinas pela
atividade da COX-1 e da COX-2 em mondcitos. De forma semelhante ao resultado
descrito anteriormente, a fracdo E foi a que inibiu a expressao dos marcadores
inflamatodrios COX-2 e TNF-a de forma mais expressiva e significativa, com o extrato
aquoso STW 33-1, sendo a inibicao da COX-2 da ordem de 30%-55% e ado TNF-a da
ordem de 75%-85%, resultados semelhantes aos encontrados ao tratar as células
com diclofenaco de sédio e dcido acetilsalicilico. Ademais, tanto o extrato quanto
a fracao E foram capazes de reduzir significativamente o aumento da formacao de
NO. Além disso, foi avaliado o efeito do extrato STW 33-I na translocacdo do NF-kB
do citoplasma para o nucleo, a qual foi evitada pela presenca do extrato de forma
similar ao tratamento das células com diclofenaco.”

Knuth e colaboradores, em 2011, isolaram o glicosideo fendlico salicortina
a partir da casca de Salix alba a fim de avaliar a expressao de ICAM-1 induzido por
TNF-a em células endoteliais humanas (HMEC-1). Como resultado, foi observado
que a presenca da salicortina diminuiu a expressao do ICAM de maneira dose-
dependente entre 10 e 75 uM. A concentracao de 50 uM reduziu a expressao
do marcador (52,4%), enquanto a salicina e o acido salicilico nao apresentaram
reducao significativa.”

A atividade anti-inflamatdria do extrato de Salix alba, entre outras espécies,
foi também avaliada por meio da ativacdo do NF-kB induzida por IL-1 em um
modelo in vitro de condrocitos caninos.®® Essa ativacao parece estar relacionada
ao efeito inflamatorio observado na osteoartrite. O extrato, na concentracdo de
10 pug/ml, mostrou-se capaz de evitar mecanismos inflamatérios. Sob condicoes
experimentais houve inibicdo da citotoxicidade induzida pelo IL-1[3 (avaliada pelo
ensaio do MTT), além de antagonizar a regulacao positiva da COX-2 por prevenir
a degradacdo do IkBa e a ativacao do NF-kB. Ademais, as células tratadas com
o extrato botanico rediferenciaram-se em condrécitos e produziram uma matriz
cartilaginosa, indicando o potencial terapéutico do extrato vegetal para tratamento
da osteortrite.*®



A atividade anti-inflamatdria do extrato de salgueiro-branco e seus principais
polifendis (quercetina, apigenina e acido salicilico) também foi avaliada pelo
grupo de Drummond, por meio das citocinas IL-1(, IL-6 e TNF-a, em uma linhagem
celular de leucemia monocitica humana denominada THP1. Em concentracdes
de 10 UM, tanto a apigenina quanto a quercetina foram capazes de reduzir a IL.-6
significativamente, ja o TNF-a foi reduzido significativamente em concentracdes
de 10 UM de apigenina e 25 UM de quercetina. Em comparacao a outras espécies
vegetais testadas (camomila e ulmeira), o salgueiro apresentou maior atividade
anti-inflamatdria por diminuir em maior proporcao a atividade da IL.-6 e do TNF-a2*

A atividade anti-inflamatoéria e antioxidante de Salix alba foi avaliada®
utilizando neutréfilo de ovinos, mediante imunomodulacao realizada por essas
células. Os neutréfilos séo responsaveis pela resposta imune inata e sao ativados
por um mecanismo que envolve fases distintas: rolagem, ativacao, adesao e
transmigracao. Eles atuam na defesa contra bactérias e parasitas, além disso,
atuam também na ativacao de mecanismos anti-inflamatorios. A atividade do
extrato hidroetandlico de Salix alba e de outras espécies vegetais foi avaliada por
m zeio da viabilidade dos neutrofilos, pelo ensaio de adesao e pela producao do
radical superdxido.” A viabilidade dos neutréfilos foi inibida de maneira dose-
-dependente pelo extrato, e a inibicao alcancou aproximadamente 65% com a
concentracao mais alta testada (60 pg/mL). Ademais, o extrato de S. alba também
blogueou fortemente a adesdo dos neutréfilos e a producdo do radical livre
superoxido,comumalCsode apenas 17,77 pg/mL e 55,94 ug/mL, respectivamente.
O estudo relacionou os resultados obtidos a eficiente atividade anti-inflamatéria
do extrato, o qual possivelmente se deve a presenca de flavonoides e compostos
fendlicos no extrato hidroetandlico analisado.’’

Entre todos os estudos analisados, tém-se em comum que o extrato de Salix
alba apresentou atividade anti-inflamatdria satisfatéria em diferentes modelos in
vitro. Em relacdo ao mecanismo de acédo anti-inflamatorio, ressalta-se ndo apenas
0 mecanismo direto, por meio da ativacdo via citocinas, mas também as vias de
ativacao pelos mecanismos de estresse oxidativo, uma vez que a salicina nem
sempre foi composto responsavel pela atividade anti-inflamatdria, mas também
outros compostos presentes no extrato, como os polifendis, que possuem
reconhecida atividade antioxidante.

Outra importante atividade relatada foi a atividade antioxidante, a qual
também pode estar relacionada a ativacdo de mecanismos inflamatérios. A
producdo exacerbada de radicais livres estd envolvida na mediacdo do processo
inflamatorio por meio da ativacdo do NF-kB e do TNF-a.
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Kong e colaboradores publicaram recentemente, entre outros achados,
a influéncia da salicina na geracao de radicais livres** Para isso, eles utilizaram
cultura de células originadas da veia endotelial do cordao umbilical humano
(células ECV304), as quais foram analisadas por microscopia de fluorescéncia
apos incubacao com perdxido de hidrogénio (indutor de estresse oxidativo) e
2,7-diacetato de diclorofluorosceina (DCFH-DA). A intensidade da fluorescéncia
é proporcional a producao de radicais livres, ou espécies reativas de oxigénio, e
essas possuem importante papel na angiogénese tumoral e regulam as vias de
sinalizacao intracelular, que ativam mecanismos inflamatérios. De acordo com os
resultados observados, a salicina na dose de 2 mM reduziu significativamente a
formacao de radicais livres induzida por H,O,**

O grupo de Nahrsted, além de avaliar a atividade anti-inflamatéria das cinco
fracbes do extrato de Salix alba, conforme citado, também avaliou a capacidade
das fracdes em inibir a formacdo de radicais livres induzidos por 2,2-azobis
(2-amidinoppropano) diidrocloreto (AAPH) ou pela reacéo xantina-xantina
oxidase.* Essa atividade foi mais pronunciada nas fracoes A e B, ricas em polifendis
e flavonoides, o que corrobora com a informacdo de que a acao do extrato nao se
deve apenas ao principio ativo salicina, mas ao conjunto de compostos presentes
na planta, destacando-se os flavonoides e polifendis.*

Cinco diferentes extratos comerciais de Salix alba foram avaliados quanto a
atividade antioxidante," sendo eles de duas amostras de extrato hidroalcodlico, de
uma amostra da casca seca utilizada para decoccao e de duas amostras de extrato
seco comercializadas na forma de cdpsulas. As amostras foram solubilizadas sem
metanol na mesma concentracao final (30 mg/mL, com utilizacdo de 30 uL da
solucdo) e, posteriormente, foi analisada a quantidade de salicina em cada uma
por Clae. A atividade antioxidante foi verificada pela capacidade de reducdo do
radical livre ABTST, utilizando Clae acoplado a arranjo de diiodos (Clae-DAD).
Como resultado, foi observado que a concentracdo de salicina nos extratos
variou consideravelmente, entre 1,68% e 25,59%, com maiores concentragcdes de
salicina para as preparacdes comercializadas na forma de capsulas. Além disso,
o fingerprint das preparacdes demonstrou presenca de outros compostos como
catequina, sirigenina, triangina e acido benzoico. Entre as preparacoes, o extrato
hidroalcodlico e o extrato seco para decoccao foram os que apresentaram melhor
atividade sequestradora de radicais livres, 0 que se deve principalmente a presenca
de catequina.”

Também em 2012, o grupo de Jukic publicou um estudo relatando as
propriedades dos extratos de plantas medicinais utilizadas na Croacia, incluindo



a Salix alba, e testou sua atividade antioxidante. Nesse estudo, a atividade
antioxidante foi avaliada por dois diferentes métodos, pelo sequestro do radical
livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e pela reducdo do complexo de fon férrico
a fon ferroso por antioxidantes. Entre as 16 espécies nativas analisadas, o extrato
de Salix alba foi o que demonstrou melhor atividade antioxidante de acordo
com as duas metodologias. Em linha com os estudos ja citados, essa atividade
também foi relacionada a presenca de fendis totais, uma vez que esta espécie
apresentou a maior quantidade de fendis totais entre as avaliadas.” Metodologia
semelhante foi utilizada pelo grupo de Sulaiman, que também avaliou o sequestro
do radical DPPH pelo extrato de Salix alba, de acordo com os resultados desse
estudo a capacidade de sequestro do radical livre alcancou 80% na concentracao
de 100 pg/mL do extrato etandlico da planta. Nesse caso, mais um autor relata a
correlacdo entre a alta concentracao de glicosideos fendlicos e a capacidade de
sequestrar radicais livres”

Em resumo, pode-se inferir que os extratos de Salix alba possuem
consideravel capacidade antioxidante relatada por diversos autores, utilizando
diferentes métodos, e que essa capacidade pode também influenciar na atividade
anti-inflamatoria relatada pela espécie vegetal, pois consiste em um importante
sinalizador dos mecanismos intracelulares responsaveis pela resposta inflamatoria.
Ademais, essa atividade nao parece estar relacionada apenas a concentracao de
salicina presente em cada extrato, mas também a presenca de outros compostos,
entre os quais se destacam os fendis.

O mesmo trabalho de Sulaiman e colaboradores,” descrito anteriormente
por avaliar a atividade antioxidante, analisou as atividades antimicrobiana e
antiproliferativa do extrato de S. alba. A atividade antimicrobina foi avaliada
frente a cepas de bactérias e de um fungo, foram elas: Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Candida albicans
(fungo). A avaliacao foi realizada utilizando placa de agar, e as concentracées do
extrato etandlico de S. alba utilizadas foram de 10, 20, 40, 60 e 80 mg/mL; e a
zona de inibicado foi avaliada apds incubacao overnight das placas. Os resultados
mostraram maior halo de inibicao para Candida albicans tratada com extrato
de S. alba na concentragao de 80 mg/mL. Além disso, todas as concentracoes
testadas apresentaram halo de inibicéao significativo para S. aureus, P. aeruginosa e
C. albicans. O crescimento de E. coli e K. pneumoniae nao foi afetado por nenhuma
das concentracbes testadas. J& a atividade antiproliferativa foi avaliada pela
viabilidade celular de uma linhagem de células humanas derivada de leucemia
promieloide, HL-60. As células (densidade de 1,5 x 10° células) foram incubadas
com concentracoes entre 1 e 10 ug/mL, e a viabilidade foi avaliada por azul de
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Trypan apds 12 e 24 horas de incubacéo. A viabilidade foi diminuida de maneira
dose-dependente, a morte das células tumorais tratadas com extrato etandlico de
S.alba chegou a 84% ao se utilizar a concentracao de 10 ug/mlL apos 24 horas. No
entanto, a viabilidade celular nesse estudo nao foi avaliada em outras linhagens
de células ndo tumorais, ficando evidenciado apenas o potencial antiproliferativo
contra HL-60, porém sem se evidenciar o potencial toxico para células nao
tumorais.”

O artigo publicado pelo grupo de Raiciu também avaliou a atividade
antimicrobiana do extrato aquoso de Salix alba e outras espécies vegetais contra
quatro diferentes bactérias (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia colie Bacillus subtilis) e dois fungos (Aspergillus niger e Candida albicans).
Apobs 24 a 48 horas da incubacao dos micro-organismos com uma concentragao
correspondente a 0,5 da escala de MacFarland com diluicées de 1:10, 1:100 e
1:1.000 do extrato vegetal nos agares adequados para o crescimento de cada
micro-organismo, os halos de inibicao foram analisados e nao houve inducao da
inibicdo de crescimento das bactérias e dos fungos, diferentemente do observado
por Sulaiman et al*' Destaca-se, porém, a diferenca no tipo de extrato utilizado, o
que pode resultar na presenca de diferentes compostos. No caso do estudo de
Raiciu e colaboradores,” foi descrita a presenca de salicosideos, dcido cumarico,
acido ferrulico, kaempferol e taninos no extrato de Salix alba.

A atividade do extrato seco de Salix alba solubilizado em NaCl 0,9% também
foi avaliada diante da cepa de E. coli pelo grupo de Souza** porém com outra
abordagem. Nesse estudo, o extrato vegetal foi testado com o objetivo de avaliar
a reducao dos efeitos genotdxicos e citotdxicos induzidos pelo cloreto estanhoso
(SnCl2), uma vez que este é utilizado como agente redutor a fim de se obter o
radioisotopo tecnécio-99, utilizado em radioterapia. Em humanos, esses efeitos
incluem irritacdo da mucosa e da pele, e em animais foi relatado estimulo ou
depressao do sistema nervoso central. O objeto de estudo foi as bactérias, pois o
SnCl, parece ser capaz de causar danos ao DNA, sendo considerado um potencial
agente genotoxico, o que pode ser atribuido ao aumento na producao de radicais
livres. Os resultados compararam grupos que receberam apenas SnCl2 (25 ug/
mol) e grupos que receberam SnClz e extrato de Salix alba (25 ug/mol e 11,6 mg/
mL, respectivamente) apds incubacao overnight. Observou-se que a presenca do
extrato vegetal ndo foi capaz de impedir a morte das bactérias induzida pelo SnCla,
por outro lado também nao interferiu na curva de crescimento da E. coli por si
sO. O estudo, por sua vez, apresentou resultado de apenas uma concentracao do
extrato e ndo avaliou o resultado em células humanas, o que levaria a um resultado



que melhor permitiria inferir sobre a protecdo contra os danos relacionados a
radioterapia.*®

Outra atividade avaliada por dois diferentes artigos para o extrato de Salix alba
foi a atividade anticolinesterdsica"*Ambos levaram em consideracdo as plantas
locais, porém em paises distintos, Croacia e Ira. A busca por compostos que inibam
a atividade da acetilcolinesterase justifica-se pela relacdo que parece haver entre
um dos mecanismos patofisiolégicos da doenca de Alzheimer e a diminuicao dos
niveis de acetilcolina em algumas areas do cérebro. A acetilcolinesterase (AChE)
é a enzima responsavel pela hidrélise metabdlica da acetilcolina nas sinapses
colinérgicas, desta forma, a inibicdo da atividade da AChE pode levar a um
aumento na intensidade e na duracdo das sinapses colinérgicas, possibilitando
uma estratégia no combate a doenca de Alzheimer. Os resultados observados em
ambos os estudos estao descritos nos paragrafos sequintes.*'**

A fim de avaliar o potencial do extrato de plantas medicinais comumente
utilizadas na Croécia com potencial para o tratamento da doenca de Alzheimer, foi
avaliada nao apenas a atividade antioxidante do extrato de S. alba, mas também
sua capacidade em inibir a atividade da AChE.* Os resultados mostraram que,
entre as espécies analisadas, apenas o extrato metandlico de Salix alba apresentou
atividade consideravel na inibicao da AChE, a qual alcancou 50,8% de inibicao na
concentracaode 1 mg/mL do extrato. Para os outros extratos de plantas analisados,
a inibicao foi inferior a 20%.%

Da mesma forma, em busca de uma estratégia proveniente de planta
medicinal que poderia ser utilizada no combate a doenca de Alzheimer, um
estudo avaliou a capacidade de inibicao da AChE dos extratos metandlicos de 18
plantas utilizadas no Ira.*".

Nos dois estudos citados anteriormente®**foi utilizado o método de Ellmane,
os resultados obtidos foram semelhantes. No estudo mais recente,*' a concentracao
do extrato de Salix alba, necesséria para inibir 50% das enzimas (ICso), foi de
aproximadamente 990 pug/mL, o que os autores consideram como concentracao
alta. Nesse caso, outras plantas medicinais que apresentaram resultados mais
satisfatorios como Camellia sinensis (ICs0 5,96 ug/mL), Citrusauranti folia (ICs0 19,57
ug/mL), Zizyphus vulgaris (ICso 24,37 ug/mL), Brassica nigra (ICso 84,30 pg/mL) e
Rosa damascena (ICs0 93,10 ug/mL), nao foram analisadas no estudo de Jukic e
colaboradores?'*

Apesar de ndo estar relacionado entre 0s usos populares da planta, o grupo de
Nizard publicou, em 2004, um trabalho descrevendo influéncia do extrato de Salix
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alba na producao de coldgeno e modulacao de fibroblastos derivados de células
dérmicas cultivadas a partir da doacao de pacientes jovens e idosos que passaram
por cirurgia plastica. As células foram cultivadas e foi avaliada a expressao da heat
shock protein (HSP-47), proteina que interage com o pré-colageno de células. Com
0 avanco da idade, a expressao dessa proteina diminui, 0 que é caracterizado pela
compactacao do coladgeno e aspecto envelhecido da pele. Para o ensaio, as células
foram incubadas com 2% do extrato de Salix alba, por seis horas. De acordo com
os resultados, o tratamento com o extrato vegetal aumentou significativamente a
expressao da HSP-47 em células de doadoras idosas (70 anos), porém nao alterou
a expressao em células provenientes de jovens (20 anos) sugerindo que o extrato
pode atuar na protecao contra a degradacao da HSP-47 e de outras proteinas,
provavelmente influenciada pela capacidade de sequestrar radicais livres e
melhorar a influéncia do envelhecimento no aspecto da pele, sendo assim, um
produto de interesse a ser explorado no campo dermatolégico.

O estudo de Pinto e colaboradores,” j& citado anteriormente por avaliar a
atividade antigenotodxica, destaca-se por utilizar o extrato obtido a partir do
polen de abelha de Salix alba, e nao o extrato proveniente da casca de salgueiro,
como a maioria dos outros. O trabalho aparece também nesta secao por avaliar a
atividade antiestrogénica do extrato do poélen utilizando a cepa RMY326 do fungo
Saccharomyces cerevisae, que contém receptor para estrégeno humano. Os dois
extratos avaliados (extrato etandlico a 70% — extrato 1; extrato etandlico a 96% —
extrato 2) néao mostraram aumento significativo na atividade estrogénica. Por outro
lado,ainibicaodaatividade da3-galactosidase sedeude maneiradose-dependente
para os dois extratos com inibicdo mais pronunciada para a concentracao de 660
ug/ml do extrato 2. A atividade antiestrogénica do pdélen da espécie vegetal foi
descrita pelos autores como caracteristica da grande concentragao de flavonoides
na planta. O fato de ndo apresentar atividade estrogénica (atua como efetivo
inibidor de estrogeno) permite que o pdlen obtido a partir de Salix alba seja de
ingestao segura, uma vez que nao seria um promotor para o cancer de mama,
além de possibilitar seu emprego na quimioprevencao para canceres dependente
de estrégeno (de mama, por exemplo) em casos de risco aumentado pelaingestao
de compostos com atividade estrogénica agonista.”
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Quadro 1 - Resumo das atividades descritas em estudos farmacoldgicos in vitro envolvendo a espécie vegetal Salix alba encontrados na literatura pesquisada

Atividade anti-inflamatéria
A atividade anti-iflamatoria in vitro do Os resultados demonstraram que a
extrato etandlico de Salix 1.520 L foi Atividade da COX-1 atividade anti-inflamatéria do extrato
Atividade anti- Extrato avaliado como descrito anteriormente Mondcitos humanos ' estd relacionada a inibicdo PGE2. A
(34) ! o 10-500 pg/mL. . L N.D. COX-2, = . -
-inflamatéria aquoso. pelos autores e utilizado para primarios. atividade das enzimas COX néo foram
incubacdo dos mondcitos e avaliacdo IL-1 e lL-6. significativamente alteradas, entretanto
dos parametros inflamatérios. houve inducéo das IL-1 e IL-6.
A estimativa do ECoo O efeito inibitério do extrato e das A maior inibicdo da COX foi observada
para o extrato de acordo } - . : -
Fracoes com os testes para o diferentes fragdes foi observado nas para a fragdo A (COX-1) e fracdo B
Atividade anti- do extrato extrato foi de 100 ug/mL cicloxigenases COX-1 e COX-2 € na Inibicao de COX-1, (COX-2 € 5-LOX). A apoptose fol inibida
(39 : L lipoxigenase 5-LOX. A expressao de N.D. N.D. significativamente pelo extrato e pela
-inflamatdria aquoso STW para COX-1, 800 ug/mL i X . COX-2 e 5-LOX. , e :
3341 para COX-2, 30 pg/mL genes mediadores de inflamacdo fracdo E, de modo similar ao diclofenaco
’ ' foi avaliada pela de apoptose de (dado néo apresentado em grafico, nao
para 5-LOX e 60 pg/mL . . <
mondcitos estimulados por LPS. descreve a concentragao).
para HLE.
Além do extrato foram obtidas 5 fracdes O extrato de STW33-I possui acao anti-
dele com diferentes polaridades: Fr. A Células mononucleares Exoressio de TNF-a -inflamatoria tanto sobre os monécitos
. ) Extrato (0,5%), B (13%), C (34,1%), D (37,5%), ) P - L néo ativados como sobre macréfagos
Atividade anti- ) - ) obtidas do sangue produgao de nitrito, ! ) o S
(51) ) L comercial de 0,1a10g/mL. utilizando, respectivamente, tolueno, . L. N.D. L induzidos. A atividade foi significativa
-inflamatéria : . periférico de voluntarios apoptose, localizacao : :
Salix. acetato de etila, butanol, etanol e a . para 0s ensaios testados apenas na maior
e o ) humanos. intracelular do NF-kB. -
Ultima fracdo utilizando agua: Fr. E concentracao 10 ug/mL tanto para o
(14,9%). extrato como para suas fragcoes.
O glicosideo
fendlico As células foram tratadas com
salicortina foi salicortina e 30 minutos apds foram
isolado a partir adicionados 10 p de TNF-a a fim de
o ! do extrato ativar a expressao do ICAM-1. Em Células endoteliais Degradagd o da e «
Atividade anti- ) . : ) . . s S A salicortina diminuiu a expressao de
(52) inflamatoria da casca de 10,25,50 e 75 uM. seguida, as células foram incubadas microvasculares Até confluéncia. salicortina e inibicdo da ICAM-1 de maneira dose-dependente
salgueiro. Néo com FITC marcado com aticorpo anti- humanas (HMEC-1). ICAM- 1. P '
foi descrita -ICAM-1, apds 20 minutos a intensidade
aformade da fluorescéncia foi medida por
obtencéo citometria de fluxo.
do extrato.
continua
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Atividade anti-
-inflamatdria

Extrato liquido.

10 pg/mL..

Condrocitos cultivados em meio
com auséncia de soro (passagem 2,
cultivadas em 3% soro fetal de bezerro)

foram tratadas com os extratos

(10 pug/mL) sozinhas por 24 horas
(pré-tratamento) e em seguida com
uma combinacao de extratos botanicos
(10 ug/mL) e IL-13 (10 ng/mL) pelas 48

horas seguintes em cultura.

Condrocitos de caes
foram isolados das
articulagdes de cachorros
submetidos a cirurgias
ortopédicas na clinica
de cirurgia veterinaria da
Universidade Ludwig-
Maximilian-University,
em Munique, Alemanha.

0,1 x 106 cells/ mL.

Ensaio de MTT,
imunofluorescéncia
e western-blotting e
microscopia eletronica.

O extrato mostrou-se condroprotetor
evitando mecanismos inflamatorios.
Sob condi¢ées experimentais houve
inibicdo do IL-1(3, além de antagonizar a
regulacéo positiva do MMP-9, MMP-13
e COX-2. AIL-1B, induziu a ativacdo do
NF-kB e a degradacao do IkBa foi inibida
pelo extrato, as células tratadas com o
extrato botanico se rediferenciaram em
condrocitos e produziram uma matriz
cartilaginosa.

Atividade anti-
-inflamatoria

Extrato
aquoso.

0-50 M.

As células foram tratadas inicialmente
com os fenais isolados de apigenina,
quercetina e 4cido salicilico a fim de
estabelecer a concentracdo dose-
resposta.

Apds a obtencéo desses dados as
células foram tratadas com as mesmas
concentra¢des dos extratos contendo

os polifendis.

Células THP1 e linfocitos
B humanos.

4 x 10% mL para as
células THP1, os
linfocitos foram

utilizados apenas para

0 ensaio do cometa.

Viabilidade celular (MTT),
determinacao de
IL.- 1B, IL-6 e NF-a e
genotoxicidade (ensaio
do cometa).

Os extratos testados apresentaram
ndo apenas atividade anti-inflamatdria
ao diminuir a expressao das citocinas
avaliadas, mas também se mostraram

nao citotdxicos e apresentaram atividade
antioxidante. Entre os extratos testados
(camomila, ulmeira e salgueiro-branco)
o de salgueiro-branco apresentou
atividade anti-inflamatdria mais potente,
diminuindo em maior proporcao a

(37)

Atividade anti-
-inflamatoria

Extrato
reconstituido
de S. alba.

2,3;6,7;20,0; 60,0; 180,0
pg/ mL.

Antes dos experimentos os extratos
aquosos foram dissolvidos em dgua
na concentragcao de 25 mg/mlL e os
extratos etandlicos dissolvidos em
DMSO na concentragao de 50 mg/mL.
Todas as solugdes foram esterilizadas
utilizando filtros de 0,22 um. Pequenas
aliquotas foram estocadas no escuro
a - 20°C para posterior realizacao dos
experimentos.

Neutréfilos obtidos de
ovelhas.

2x10% mL.

Ensaio de viabilidade,
ensaio de adesao
e producéo de
superoxido.

atividade da IL-6 e do TNF-a.

Os extratos hidroetanélicos de Salix alba
reduziram a atividade dos neutréfilos de
maneira dose-dependente, com uma
reducdo maior que 60% na maior dose.

O extrato de S. alba nao apenas diminuiu
a adesao dos neutréfilos como também

diminuiu a producéo de superodxido.
O extrato possui alta atividade anti-

-inflamatéria sobre os neutrofilos de ovelhas.

continua
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Migragao celular,
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biana; atividade
antiproliferativa.

Foi utilizada Células venosas endoteliais originadas cresciment o em tubo o
L < I . o A presenca de salicina diminuiu a
salicina do corddo umbilical humano (ECV304) Células venosas e de estresse oxidativo . . .
- : ' . ) T : atividade angiogénica das células
Atividade isolada obtida - foram cultivadas em meio adequado e endoteliais originadas . A e western-blotting para . AR -
(54) o ; 1 ou 2 mM de salicina. ) ™ ) N - Até confluéncia. ) ) ) endoteliais (por diminuir a formacéo
antioxidante comercial posteriomente utilizadas para o ensaio do cordao umbilical 0s seguintes anticorpos: . - - .
. . - : ; . tubular e a migracéo) e inibiu a formacéao
mente (Sigma- de migracdo, de crescimento em tubo e humano (ECV304). anti-pERK, anti-ERK, de ERO bor meio da via ERK
Aldrich). de estresse oxidativo. anti-pAKT, anti-AKT e P ’
anti-a-tubulina.
A estimativa do ECso Os radicais livres foram inibidos pelas
Fracoes para o extrato foi de 100 - o . . fracdes A e B na concentracéo de 2
- Formacéo de radicais livres induzidos - .
Atividade do extrato pg/mL para COX-1, 800 - ! Producao de radical pg/mL. De acordo com o estudo, 0s
(39 o por AAPH ou pela reagdo da xantina/ N.D. N.D. . X ) < o
antioxidante aquoso STW ug/mL para COX-2, 30 santina-oxidase livre. polifenofs, e ndo apenas a salicina,
33-1. pg/ml para 5-LOX e 60 ’ apresentam contribuicdo significativa
pg/mL para HLE. para os efeitos do extrato de Salix.
As amostras apresentaram seis
diferentes substancias potencialmente
As amostras foram dissolvidas em iminuicao d fl sequestradoras de radicais livres, entre
Atividade Extratos metanol: dgua (1:1) na concentragao Diminuicao do per elas a salicina. Nenhuma atividade
(10) o . 30 mg/mL. : ) " Radical livre ABTS+. 2,5 UM de ABTS. do radical livre ABTS o -
antioxidante comerciais. final de 30 mg/mL, o volume utilizado antioxidante foi observada para as
T na NMR.
para injecao foi de 30 pl. amostras 5 e 6, enquanto a amostra
3 foi a que apresentou melhor perfil
antioxidante/sequestrador de radical livre.
Nesse estudo o extrato metandlico
Extrato (. o : :
O extrato de varias plantas utilizando o o de Salix alba foi o que apresentou
. (metanol, . Atividade antioxidante ) ) . )
Atividade os solventes metanol, cloroférmio e o maior quantidade de fendis totais e de
(54) o acetato 1 mg/mL. ! . DPPH, ion férrico. N.D. (sequestro de DPPH e e «
antioxidante . acetato de etila foram submetidos a T sequestro de fon férrico. Apenas nao
deetilae T N ) de fon férrico - FRAP). = o
P avaliacdo dos parametros descritos. teve alta atividade antioxidante no que
cloroférmio).
concerne ao sequestro do DPPH.
Sequestro de
radicais livres:
Atividade Extato Sequestro de radicais Dosagem espectrofotométrica do DPPH 60 uM); O sequestro de radical livre se deu de
(21) antioxidante etandlico. livres: 10, 50, 100 pg/mL. DPPH. DPPH. atividade antimicro- Sequestro do DPPH, maneira dose- dependente.

continua
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Cepas de Staphylococcus
aureus, Escherichia coli,

0,4-0,5 da escala
McFarland de cepas
de Staphylococcus

Inibicdo do

A atividade antomicrobiana variou,

SnCl2 (25 pg/mL), (i) SNCI2 (25 pg/mL)
+ extrato de Salixalba (11.6 mg/mL) e
(iii) extrato de Salix alba (11.6 mg/mL).

1) Atividade Extato 10, 20, 40, 60, Método da difusio em agar Pseudomonas aeruginosa, aureus, Escherichia crescimento das cepas neur(re;gg;j;iang(;)fgisfceltr:jgtoe?s gdra to
antimicrobiana etandlico. 80 mg/ mL. gar Klebsiella pneumoniae e coli, Pseudomonas dos microrganismos P ¢ ¢ dp '
Candida albicans. ) , listad as outras cepas foram afetadas em graus
aeruginosa, Klebsiella istados. diferentes
pneumoniae e '
Candida albicans.
Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Pseudomonas 107 unidades
Método difusiométrico — micro- aeruginosa ATCC 9027, formadoras 0 extrato de Salix alba n3o abresentou
Atividade Extrato Diluicées 1:10, 1:100 e 0rganismos crescem em um meio Escherichia coli ATCC de colonias Crescimento atividade antimicrobiana empnenhuma
(20) S i ¢ o padrdo contendo concentracoes 35218 e Bacillus subtilis ' microbiano nas placas s
antimicrobiana aquoso. 1:1.000 do extrato 5%. decrescentes da amostra teste ATCC 6633 € 2 fundos: correspondendo a de Petri das concentracdes testadas e em
(extratos) Asperaillus ;”. o A%C(f turbidez de 0.5 na ' nenhum dos microrganismos.
‘ 165049 Candicgfa albicans escala Mac Farland.
ATCC 10231.
116 mg extrato seco foram diluidos em
10 mL de solucéo salina (NaCl 0,9%),
Protecs ; a solucéo foi centrifugada a 1.500
r;%igagecgzor; rpm por 5 minutos e foi utilizado o Cultura de E. colina 10° células/mi foi Sobrevivencia das A presenca do extrato de Salix alba nao
(33) induzida .or N.D. 11,6 mg/mL. sobrenadante. fase de crescimento Utilizado 1 m’L bactérias protegeu as bactérias contra a morte
P A amostra foi dividida em 3 grupos: (i exponencial. ' ’ induzida pelo SNCI2.
Sncl grupos: (i)

continua
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Um grama do pé de cada planta
testada foi extraido por maceracao sob
agitacdo a temperatura ambiente com
metanol aquoso (20 mL; 1:1 v/v) por 24
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O extrato de Salix alba néo apresentou
inibicao satisfatoria da acetilcolinesterase,

espectrofotometria.

N Extrato ) Inibicdo da
Inibicdo da .y horas. Enzima 0,22 U/mL de N com uma ICso de 989,1 + 4,29 p/mL.
GD acetilcolinesterase re;onSsU’E/L;| do 100 pg/mt. Posteriormente o macerado foi filtrado acetilcolinesterase. enzima. aceU!cogneJteElalse pelo Logo, 0 extrato nao seria promissor para
€>.alba. e a camada organica foi destilada a metodo de Eliman. o tratamento da doenca de Alzheimer,
baixa pressdo e a 25 °C e congelada até como proposto pelo estudo.
secagem . O extrato cru foi armazenado
a - 20°C até a realizacdo das analises.
Extrato . 0 .
Inibicio da (metanol O extrato de vérias plantas utilizando Nesse estudo o extrato metandlico de
L ! os solventes metanol, cloroférmio e Enzima Atividade da acetilcoli- Salix alba foi o que apresentou maior
(54) acetilcolines- acetato 1 mg/mL. ) . - - . . ) .
terase de etila e acetato de etila foram submetidos a acetilcolinesterase. nesterase. quantidade de fendis totais, de inibicao
cloroférmio) avaliacdo dos parametros descritos. da acetilcolinesterase.
Atividade antiproliferativa
Atividade Extato - ) ) 1,5x10° células HL- Viabilidade celular das A viabilidade das células HK-60 também
@0 antiproliferativa etandlico. 1,2,4,6,8e10 ug/mL. Viabilidade das células HL- 60. Celulas HL-60. 60. células HL-60. se deu de maneira dose-dependente.
Ativacdo da producao de coldgeno
Células dermais foram doadas por A proteina HSP-47 tem propriedades
Extrato de pacientes de cirurgia pléstica (lifting pré-colageno e foi induzida em células
Ativacdo da HSP- . facial) entre 20 e 70 anos; também ' ) ' . tanto de doadoras de 20 quanto de 70
(56) 47 na producao S://ﬁgé%a 2% (V/V). foram utilizados fibroblastos que F|brobd|z;srtrgisciscelulas 10° células. C|tor§;t;_||asgif71uxo anos na presenca do extrato aquoso
de coldgeno co?nercial cresceram em meio adequado com 2% ' P : comercial. Em células de pacientes idosas
' de Astressyl por 6 horas. A proteina HSP- 0 aumento tornou a ativacdo semelhante
47 foi detectada por citometriz de fluxo. ao controle das pacientes com 20 anos.
Atividade antiestrogénica
A linhagem de fungo que expressa FuNGo Saccharomvces As concentragdes testadas para o extrato
Atividade Extrato estrégeno com uma sequéncia que Cer%v/s/ae linha eym Crescimento até de polen de Salix alba apresentaram um
(40) estroaénica e etandlico de 0001 a 1mM codifica a enzima B-galactosidase RMY326 conte?]do 0ODE00 menor que Atividade ligeiro aumento na inibicdo da producéo
antiestgro onica polen de Salix ' ' teve a inducao da transcricao recentor de estrobaeno 01 nm 9 antiestrogénica. de estrogeno, sendo a atividade
9 alba. induzida, detectada e quantificada por P huMano 9 ' ’ mais significativa a do extrato 2 na

concentragao de 660 pg/mL.

Fonte: autoria prépria.
Nota: Ref. = Numero correspondente a referéncia; N.D.= Nao descrito.
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4.3.2.2 Ensaios in vivo

De acordo com os artigos levantados, cinco estudos testaram as atividades
farmacoldgicas do extrato de Salix alba in vivo. Em sua maioria foram estudos
utilizando ratos como modelos animais®*##7%% Apenas um estudo® utilizou
camundongos. De forma semelhante ao observado pelos estudos in vitro, a
atividade mais avaliada foi anti-inflamatoria, conforme serd apresentado a seguir
no Quadro 2.

A utilizacao do extrato comercial STW-331 em dois modelos in vivo de
inflamacao utilizando ratos da linhagem Wistar macho adultos foi avaliada.’” Os
modelos utilizados foram o da “bolsa de ar de 6 dias’, representando inflamacao
aguda, e o de artrite induzida por adjuvante, representando a inflamacao cronica.
Para o primeiro, os ratos receberam uma injecao com 20 mL de ar em suas costas
subcutaneamente no dia 1. Dois dias depois, foram injetados mais 10 mL (dia 3)
de ar no mesmo local, o que foi repetido no dia 5. No dia 6, foram injetados 2 mL
de uma solucao 1% de carragenina na bolsa de ar. Trinta minutos antes de receber
a injecao de carragenina, 0os animais receberam o tratamento oral com extrato
de Salix alba (50 e 150 mg/kg), celecoxib (5 mg/kqg), acido acetilsalicilico (AAS —
150 mg/kg) ou veiculo (controle). Como resultado, observou-se que tanto os dois
anti-inflamatorios testados quanto o extrato vegetal inibiram o desenvolvimento
de exsudato inflamatoério, além de ser eficiente na inibicao da expressao da IL-1,
IL-6 e TNF-a — em todos os casos a dose de 150 mg/kg do extrato vegetal foi mais
efetiva que a dose de 50 mg/kg. De forma semelhante ao acido acetilsalicilico,
o tratamento com Salix alba mostrou niveis significativamente menores (80%-
90%) de PGE2 que nos animais que receberam apenas veiculo. J& em relacdo a
atividade das enzimas COX-1 e COX-2, o extrato inibiu a atividade de ambas de
forma semelhante ao AAS, enquanto o celecoxib inibiu apenas a atividade da
COX-2, como esperado. Os efeitos agudos também foram avaliados por meio
de sinalizadores de estresse oxidativo, com 0s niveis da glutationa (GSH), do
malondialdeido (MDA) e da enzima superdxido dismutase (SOD). Os resultados
mostraram que os niveis de GSH dobraram ao ser utilizado o extrato, indicando
melhora na protecao antioxidante natural, além da diminuicao do MDA em torno
de 20%, indicando diminuicao da peroxidacao lipidica induzida por radicais
livres e aumento da atividade da SOD, ou seja, potencial para o sequestro de
radicais livres. Esses resultados ndo foram compartilhados pelos anti-inflamatérios
sintéticos testados (AAS e celecoxib). J& o modelo de artrite, utilizado para simular
inflamacdo crénica em ratos, foi realizado por meio da inoculagao na regido
subplantar da pata posterior direita dos ratos de 0,1 mL de adjuvante de Freund
completo, ou seja, contendo Mycobacterium tuberculosis inativado pelo calor. Os



grupos para tratamento consistiram nos mesmos utilizados para o modelo de
inflamacdo aguda (50 mg/kg de Salix alba; 150 mg/kg de Salix alba, 5 mg/kg de
celecoxib; 150 mg/kg de AAS; veiculo; todos via oral), no entanto, realizado por
sete dias consecutivos. Os resultados para o modelo crénico foi semelhante ao
agudo, com inibicdo da cicloxigenases COX-1 e COX-2 de maneira equivalente
ao AAS e com resultado um pouco melhor expressao do TNF-a para os animais
tratados com o extrato vegetal na maior concentracao (150 mg/kg de Salix alba
- 62%) quando comparado ao AAS (45%). Ademais, a expressao das interleucinas
1 e 6 (IL-1 e IL-6) também foi significativamente menor nos grupos tratados com
o extrato quando comparado ao controle, a dose de 150 mg/kg do extrato teve
resultado semelhante ao AAS e ao celecoxib. Da mesma forma que o apresentado
para resultados do modelo agudo, o extrato mostrou-se capaz de proteger contra
0 estresse oxidativo por meio dos marcadores ja citados.”’

O trabalho de Nahrstedt e colaboradores, ja citado por seus resultados in vitro,
também avaliou a atividade anti-inflamatdria do extrato comercial de Salix alba
STW 33-I e suas fracbes em ratos, comparando-o ao AAS. A metodologia utilizada
para inflamacdo aguda foi a inducao de edema de pata utilizando carragenina,
e para inflamacao créonica o modelo de artrite induzida por adjuvante. Para o
modelo de edema houve reducéo significativa quando comparado ao controle
para todas as doses testadas (50, 100 e 150 mg/kg), sendo a dose de 150 mg/kg
a que apresentou resultado mais semelhante ao grupo tratado com 150 mg/kg
de AAS. Ao se analisar as fracoes do extrato em relacdo ao desenvolvimento do
edema, as fracdes A e E foram as que apresentaram melhores resultados, similares
ao extrato STW 33-| e condizentes com o apresentado nos resultados dos ensaios
in vitro. No mesmo trabalho, os pesquisadores mostraram o efeito da dose de
150 mg/kg do extrato na resposta a dor pelo teste de Randall-Sellitto, sendo o
resultado similar para o extrato e o AAS, com rapido inicio da analgesia.*

Um artigo mais recente de Bucolo relacionou a atividade anti-inflamatéria e
antioxidante do extrato fortificado de Salix alba, Gingko biloba e frutas vermelhas
com o efeito sobre a retinopatia diabética induzida por estreptozotocina em atos
da linhagem Sprague-Dawley. Os animais tiveram a retinopatia diabética induzida
com uma dose Unica de espreptozotocina 60 mg/kg, apds 24 horas, apenas 0s
animais que apresentaram glicose sanguinea superior a 250 mg/dL seguiram nos
ensaios. O tratamento foi realizado com uma suspensao contendo uma mistura de
extratos que incluia 150 mg/kg de Salix alba, 300 mg/kg de acido a-lipoico, 100 mg/
kg de extrato de frutas vermelhas e 65 mg/kg de Ginkgo biloba por dez dias. Apds
o tratamento foram analisadas as citocinas TNF-a, VEGF e as espécies reativas do
acido tiobarbiturico (TBARS), este ultimo como marcador de peroxidacao lipidica
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e estresse oxidativo. De acordo com os resultados obtidos, o tratamento como
extrato fortificado conteve o aumento dos marcadores de inflamacao: TNF-a e
fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) na retina dos animais, e impediu
a peroxidacao lipidica quando comparado ao grupo com retinopatia, porém nao
tratado, sugerindo uma nova indicacao de tratamento para a mistura do extrato
de plantas testado.*®

J& o grupo de Kong relacionou a atividade antioxidante do extrato de Salix
alba com o potencial de inibir angiogénese tanto em modelo in vitro quanto
in vivo. Para o modelo animal foram utilizados camundongo da linhagem
Balb/c com tumor induzido por células RENCA (linhagem celular derivada de
carcinoma renal de camundongo); apos sete dias da inducdo do tumor, os animais
receberam tratamento com 10 mg/kg de salicina ou veiculo (grupo-controle)
uma vez ao dia por sete dias, foram entdo avaliadas a progressao do tumor,
sua imuno-histoquimica, a producao de espécies reativas de oxigénio, além
da angiogénese avaliada por “brotamento da aorta” Os resultados mostraram
um volume tumoral significativamente menor no grupo tratado com salicina e
diminuicao da vascularizacdo do tumor, o que indica menor angiogénese, sendo
confirmada por diminuicdo da expressao de CD31, um marcador especifico para
células endoeteliais, e pela reducao na formagao de microvasos em anéis de aorta.
O estudo conclui pela capacidade da salicina em diminuir a angiogénese em
um modelo tumoral in vivo, sugerindo a atividade antitumoral como mais uma
atividade a ser explorada pelo extrato vegetal de Salix alba além do classico efeito
anti-inflamatorio.*

Uma atividade diferente da comumente relacionada ao extrato de Salix alba
foi avaliada por Mello e colaboradores,” uma vez que testaram a eficacia de um
produto fitoterdpico comercializado no Brasil, o qual possuia em sua composicao
extrato seco de Passiflora incarnata (maracuja; 100 mg/capsula), extrato seco de
Salix Alba (salgueiro; 100 mg/capsula) e extrato de Crataegus oxycantha (crataegus;
30 mg/capsula). O teste de eficicia foi realizado em ratos Wistar machos, os quais
receberam dosagem do fitoterdpico condizente com a dosagem utilizada para
seres humanos, o que corresponde a 6 mg/kg de Passiflora incarnata, 6 mg/kg
de Salix alba e 2 mg/kg de Crataegus oxycantha. Uma hora apés a administracao
do fitoterdpico por via oral, os animais foram submetidos ao teste do campo
aberto, sendo cada animal colocado no centro da arena. Foram avaliados a
frequéncia de locomocao, os movimentos de exploracdo e o tempo para perda e
recuperacao do reflexo apds a administracao de pentobarbital sédico 35 mg/kg
(temo de anestesia). Quando comparado ao grupo-controle, 0 grupo que recebeu
o tratamento apresentou diminuicdo significativa da locomocao e da atividade



exploratdria, 34,6% e 34,5%, respectivamente. Nao houve diferenca entre os
grupos para o tempo de perda do reflexo apds a administracao do pentobarbital,
porém, o tempo de recuperacao do reflexo aumentou no grupo tratado, além de
apresentaraumento na duragao do sono em aproximadamente 20%. Os resultados
confirmam a eficacia do produto fitoterdpico comercializado como sedativo e
hipnotico, o que se deve principalmente ao efeito sedativo da Passiflora incarnata.

4.3.2.3 Ensaios exvivo
Dado nao encontrado na literatura pesquisada.
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Quadro 2 — Resumo das atividades descritas em estudos farmacoldgicos in vivo envolvendo a espécie vegetal Salix alba encontrados na literatura pesquisada

mg/capsula).

endireitamento e o tempo até arecuperacao do
reflexo (tempo de anestesia).

.. Extrato/ forma Dose .  : n
Ref. Atividade /A . . . Metodologia Espécie Parametros observados Resultado
farmacéutica administrada
Inflamacédo aguda — método da bolsa de ar de 6 Inibicdo da formacao do exudato inflamatério, menor
dias: injecdo de 20 mL de ar nas costas dos ratos no o expressdo das citocinas e inibicdo da COX 1 e da COX
Anti-inflamatéria Extrato comercial Grupo 1:50 mg/kg; | dia 1, nos dias 3 e 5 foram injetados mais 10 mL de Ratos Wistar lfgoc'na%(LNFc‘jO gg—;(] e 2. Parametros oxidativos (MDA e GSH) melhores nos
(57) . Grupo 2: 150 mg/ ar e no sexto dia 2 mL de solucad de carragenina machos (n=15 -0), atividade de le grupos que utilizaram o extrato.
e antioxidante STW-33L. o IR : 2,MDA e G5H no sangue e y . A
kg (V.O). 1%; inflamacdo crénica — modelo de artrite: por grupo). atividade da SOD. Atividade anti-inflamatoria satisfatoria nas 2
injecdo de 0,1 mL de adjuvante de Freund com concentracoes do extrato testadas para os dois modelos
Mycobacterium tuberculosis inativa na pata. de inflamacéo.
A concentragdo de STW 33-1 150 mg/ kg apresentou
resultado tanto para inibicdo da dor quanto para
Extrato comercial reducao do edema semelhante ao AAS 150 mg/kg
Anti-inflamatéria 50,100 e 150 mg/ Teste Randall-Sellitto e inducao de edema de pata Inibicao de dor pelo teste (referéncia). As outras concentracdes também inibiram
(39) AT STW 33-le suas . : . Ratos. : P .
e inibicao da dor fracoes kg (V.O). induzido por bolsa de ar e carragenina. Randall-Sellitto. o edema de forma significativa (50 e 100 mg/kg), porém
§0es. com menos eficiéncia; a Unica fracdo que nao inibiu o
edema de forma significativa quando comparada ao
extrato foi a fracdo C (flavonoides).
A diabetes foi induzida com uma inje¢do Unica de o 2o : ; i At
Antiinflamatori Extrat treptozotocing 60 ma/k o Citocinas VEGF e TNF-a por | O extrato nao interferiu na glicemia dos ratos diabéticos,
nti-inflamatoria, “xtrato estreptozotocina 60 mg/kg e os grupos receberam Ratos Sprague - meio de ensaio de ELISA porém a perda de peso foi menor.
antioxidantes fortificado de 0s tratamentos com os extratos fortificados por 10 Dawlev machos nas amostras de retin o o
(58) e prevencao red berry, Ginkgo 150 mg/kg (I.P). dias consecutivos. Apos 0s 10 dias os animais foram (n—8>i1 0 bor asr aXidos Nas“ ?die ° er Os niveis de TNEO’ VEGF € peroxidagao ||p|q||ca. foram
da retinopatia biloba e de Salix sacrificados e amostras de retina e sangue foram _ru Ogo be 3 aao g TCBaAE(S) menores Nos animais tratados com extrato, indicando
diabética alba. coletadas a fim de avaliar as citocinas TNF-a e VEGF grupo’. meio do ens|a|o € no menos inflamacao, e sugerindo que pode ser util no
e a peroxidacio lipidica pelo ensaio de TBARS. plasma. tratarento da retinopatia.
Camundongos Balb/c machos com 6 semanas
foram injetados via subcutanea com 2 x 10° células
nibico d de linhagem de carcinoma renal (células RENCA)
c?elséigr?woentoo misturados com 0,1 mL de Matrigel € um tumor foi Camundongos Crescimento do tumor, No modelo animal a salicina suprimiu o crescimento do
(54) Salicina isolada. 10 mg/kg (i.p.). induzido por camundongo. Balb/c macho imuno-histoquimica para > primiu o
tumoral e ) _ _ T tumor ea angiogénese significativamente.
angiogénese Apos 7 dias de crescimento do tumor os (n=4 por grupo). CD-31; angiogénese.
camundongos receberam salicina (10 mg/kg, I.P)
ou volume igual de salina uma vez por dia por uma
semana.
Uma hora apés a administracao da formulacéo ) ,A e_ﬁgéd‘:j d(_) ﬁto.terépico.fc.)i mostrada pela 3
fitoterapica (n= 11 animais) ou veiculo (n= 10 diminuicdo significativa na atividade de locomogéo
Eficicia do F|toterap|co animais) cada animal foi submetido ao teste de de a‘p.ro><|madament,e.34,6% e, redugao significativa da
. (Passiflora b atividade exploratéria de aproximadamente 34,5%.
fitoterdpico . 6 mg/kg de campo aberto. | €n
ara inducéo incarnata100 mg, Fassiflora e Salix Imediatamente apds o teste em campo aberto, os Ratos Wistar Teste de campo aberto e O tempo até a perda do reflexo de endireitamento
47) Smelhora da Salix alba 100 62 ma/ka de AR 5 P -0 mpc | ' machos (n=21) ternpo de anestesia nao diferiu entre os grupos, porém, o tempo de
Lalidade do mg e Crataegus Crataegus%vo) §n|ma|s r%ce eram Eorwa(;ntrapenttc)mg (IiP),téjr.na e P ' recuperacao do reflexo aumentou significativamente
q oxycantha 30 gus tv.o.. osagem de 35 mg/kg - 1 de pentobarbital sédico, no grupo tratado com o fitoterapico. O aumento
sono avaliando-se o tempo para a perda do reflexo de

da duragao do sono no grupo tratado com o
fitoterapico foi de aproximadamente 20% em
comparagao com o grupo-controle.

Fonte: autoria propria.
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CacCeae

4.4 ESTUDOS CLINICOS

4.4.1 Fasel

Um estudo de farmacocinética do extrato de Salix alba foi realizado a fim de
se verificar a presenca de catecol, ja descrito com atividade anti-inflamatéria, como
metabolitos de fase I1.”* Para isso, foram selecionados dez voluntarios sadios que
se alimentaram 19 a 24 horas antes da administracao do extrato vegetal apenas
de alimentos pobres em polifendis. A oito desses voluntarios (quatro homens e
quatro mulheres) foi administrada uma dose oral de extrato de Salix, contendo um
total de salicina correspondente a 240 mg, por meio de 4 comprimidos contendo
60 mg de salicina. Dois dos voluntarios ndao receberam o extrato a fim de se avaliar
o efeito da dieta na concentracao plasmatica de catecol. Amostras de sangue
de todos os voluntérios foram coletadas imediatamente antes e apds 0,5; 1; 1,5;
2;25;3;4,6;8;,10; 12 e 24 horas da ingestao do extrato. Os metabdlitos foram
quantificados por Clae. A quantificacdo do extrato administrado aos voluntarios
apresentou como resultado doses de 89,8 umol (9,9 mg) de catecol livre; 346,6
umol (147,0 mg) de salicortina; 21,4 umol (11,3 mg) de tremulacina. A analise do
soro dos voluntarios, apds seu processamento com enzimas a fim de se clivar
0s conjugados de fase Il, mostrou o pico de concentracao de catecol apds 1-2
horas da ingestao do extrato, com concentracao de 13,3 uM (1,5 mg/L). J& para
o acido salicilico, o pico de concentracao foi detectado apds 2-7 horas. No geral,
nao houve deteccao de catecol dez horas apds a administracao do extrato,
tampouco nas amostras de soro analisadas sem a presenca das enzimas sulfatase
e [-glicuronidase. No entanto, ao se adicionar apenas sulfatase, os resultados
mostraram predominancia do sulfato de catecol em relagcao ao catecol livre ou
ao glicuronideo de catecol, indicando predominancia do sulfato de catecol como
metabolito in vivo, 0 que sugere a importancia do composto na atividade anti-
inflamatdria do extrato.”

Outro estudo de ensaio clinico de fase | envolvendo a espécie vegetal Salix
albaavaliou a toxicidade do fitoterdpico, o qual, conforme Knuth e colaboradores,”
POSSUi em sua Composicao nNao apenas o salgueiro, mas também maracuja e
craetegus.”' Seu uso € indicado para diminuicao dos sintomas de ansiedade e de
insGnia. Foram selecionados para o estudo 24 voluntarios sadios do sexo masculino,
que receberam ambulatorialmente dois comprimidos revestidos do fitoterdpico
por via oral, duas vezes ao dia (dose maxima didria indicada pelo fabricante da
formulacdo), durante 28 dias ininterruptos. Cada comprimido continha em sua
composicao 100 mg de extrato seco de Salix alba, 30 mg de extrato seco de
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Crataegusoxyacanthae 100 mg Passifloraincarnata. Os voluntarios foram orientados
a relatar qualquer efeito adverso, os quais foram classificados quanto a intensidade
(leve, moderado e severo) e quanto a causalidade (nao relacionada, desconhecida,
possivel ou sim). De acordo com os resultados observados, a formulacao foi bem
tolerada por todos os voluntarios, com relato de alguns efeitos adversos, sendo
os mais relatados: sonoléncia, cefaleia, febre, mialgia, epigastralgia, insénia, rash
cutaneo, dor toracica e agitacao; entre esses, apenas sonoléncia e epigastralgia
foram relacionados ao uso do fitoterdpico. A avaliagdo dos voluntarios para pulso
e pressao sistélica nao variaram, apenas a pressao diastodlica decresceu na primeira
semana do estudo (foi considerado significativo valor de p<0,05). Os exames
laboratoriais que inclufram andlise hematoldgica, bioquimica e soroldgica foram
avaliadas apds a 13, 23, 33, 43 semana e 7 dias apds a Ultima administracao, todos
mantiveram-se nos limites da normalidade durante os 28 dias. Os efeitos adversos
relatados foram classificados como leves e os resultados do uso do fitoterdpico se
mostrou seguro e sem sinais de toxicidade.”

4.4.2 Fasell

Resultados de um estudo randomizado duplo-cego foi publicado no ano de
2000,% a fim de avaliar a efetividade do extrato de Salix em voluntérios com dor
lombar.Oestudofoirealizado com duasdosesdo extrato,umavezque amonografia
da Cooperativa Cientifica Europeia em Fitoterapia recomenda a dose maxima de
240 mg por dia, enquanto uma monografia aleméa recomenda metade dessa dose.
Para isso, foram selecionados 210 pacientes com dor lombar exacerbada com ou
semirradiacao para as pernas, os quais relataram uma escala de dor (Escala Andloga
Visual) de no minimo 5 a 10, e para 0s quais os médicos recomendaram no minimo
quatro semanas de tratamento. Os voluntarios possuiam entre 18 e 75 anos, eram
de ambos os sexos e foram divididos em trés grupos de forma randomizada da
seguinte forma: (I) pacientes que receberam drageas de extrato de Salix contendo
120 mg de salicina por dia; (I) pacientes que receberam drageas de extrato de
Salix contendo 240 mg de salicina por dia; (lll) pacientes que receberam placebo
(drageas de lactose) por quatro semanas. Durante o ensaio clinico, foi permitido
0 Uso apenas de tramadol para suplementar o combate a dor, sendo o principal
resultado observado a proporcao de pacientes sem dor e sem recorrer ao tramadol
por no minimo cinco dias. Todos os voluntarios foram contatados por telefone
uma vez por semana para determinar se tiveram ou nao dor, se recorreram ao
tramadol e o numero de doses do medicamento utilizadas durante o periodo.
Entre os 210 voluntarios, 191 (19%) finalizaram a pesquisa. Como resultado, foi
observada melhora significativa (p<0,05) da dor nos pacientes que receberam a



dose de 240 mg de salicina uma semana apos o inicio do estudo. J& o grupo que
recebeu a dose de 120 mg apresentou melhora significativamente apenas apos a
segunda semana, diferente do placebo. Apds as quatro semanas de tratamento,
0 grupo que recebeu placebo foi 0 que mais recorreu ao tramadol. Os nimeros
de pacientes sem dor ao final das quatro semanas de estudo foram: 39% dos
que receberam a dose de 240 mg, 21% dos que receberam a dose de 120 mg
e 6% dos que receberam placebo. Efeitos adversos foram relatados por alguns
voluntarios e envolveram um caso de alergia, o qual foi relacionado ao uso
do extrato. Foi também relatado: fraqueza, tonturas, cefaleia, diarreia, vomito
e boca seca, estes relacionados ao uso do tramadol. O estudo concluiu pela
efetividade do uso do extrato de Salixno combate a dor lombar, principalmente
utilizando-se a dose correspondente a 240 mg diarios de salicina com baixa
incidéncia de efeitos adversos, sugerindo o extrato como alternativa efetiva
contra dor lombar e especialmente recomendada a pacientes que ndo toleram
anti-inflamatoérios néo esteroidais.®

Outro estudo clinico de fase Il, utilizando o extrato de Salix, foi realizado a
fim de avaliar a efetividade e a tolerancia do extrato em pacientes com artrose
(gonartrose-artrose de joelho e coxatrose-artrose de quadril).f Nesse contexto,
foi realizado um estudo de coorte, aberto e multicéntrico, que contou com total
de 139 voluntarios com idade entre 50 e 75 anos, diagnostico de gonartrose ou
coxartrose por um especialista e histérico de dor e degeneracao das articulacoes.
Os voluntérios foram tratados com o extrato padronizado de Salix, que consiste
em um comprimido com 393,24 mg de extrato contendo 60 mg de salicina, a
dose recomendada do extrato varia entre 2 a 4 comprimidos por dia (120 a 240
mg de salicina), administrados duas vezes ao dia. Os pacientes foram divididos
em trés grupos: (1) 90 voluntarios foram tratados apenas com o extrato, sendo que
83 receberam 2 comprimidos do extrato duas vezes ao dia (240 mg de salicina),
3 pacientes receberam 1 comprimido de extrato duas vezes ao dia (120 mg de
salicina) e 4 pacientes receberam 1 a 2 comprimidos duas vezes ao dia (120 a
240 mg de salicina); (Il) 41 pacientes receberam tratamento de referéncia comos
seguintes medicamentos sintéticos, sendo que 8 deles receberam coxib, 20
receberam diclofenaco, 8 receberam ibuprofeno, 4 receberam oxicam e um néo
foi descrito; (Ill) os 8 pacientes restantes receberam uma combinacdo dos dois
tratamentos (ndo foram descritas as doses). A avaliacao da efetividade foi realizada
apos 3 e 6 semanas pelos médicos que acompanharam 0s pacientes e por um
questionario que avaliou dor, rigidez das articulacbes e situacao geral de saude.
Os médicos constataram melhora geral, semelhante do grupo tratado apenas
com o extrato ao grupo tratado com o medicamento de referéncia apds trés
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semanas. Apos seis semanas, houve sinais de melhoras mais efetivas no grupo
tratado apenas com o extrato. O tratamento foi bem tolerado pelos voluntarios,
com apenas 14 eventos adversos relatados, sendo apenas 1 no grupo que recebeu
apenas o extrato, 11 no grupo que recebeu o tratamento de referéncia e 2 no
grupo que recebeu ambos 0s tratamentos; entre eles, apenas os dois relatados
para o grupo que recebeu ambos os tratamentos foram relacionados a medicacao
por serem sintomas de refluxo gastrico. Os resultados mostraram que o extrato de
Salix possui efetividade semelhante aos medicamentos sintéticos de referéncia no
tratamento dos dois tipos de artrose avaliados, além de ser bem tolerado pelos
pacientes. Ademais, a avaliacdo final dos pacientes que receberam o tratamento
com o extrato foi relatada como “muito boa” por 64% dos pacientes, contra apenas
37% dos pacientes que receberam o tratamento de referéncia. Para a analise dos
resultados a comparacao intraindividual foi realizada por estatistica descritiva.”’

Os dois ensaios clinicos descritos relataram a efetividade do extrato de
salgueiro, tanto em pacientes com inflamacao aguda, a exemplo do tratamento
de dor lombar, como para pacientes acometidos por inflamacoes cronicas, como
a artrose. Além disso, o extrato vegetal foi bem tolerado pelos pacientes, com
baixa incidéncia de efeitos adversos graves relacionados ao uso do fitoterdpico,
mesmo utilizando-se a dose maxima recomendada de 240 mg de salicina por
dia. Durante o tratamento com essa concentracao de salicina, a concentracao
encontrada no soro de salicilato equivale a aproximadamente 50 mg, que possui
efeito relacionado a cardioprotecao e baixa analgesia, 0 que corrobora com os
achados in vitro de correlacao do efeito do extrato vegetal com outros compostos
presentes na espécie, como polifendis, e Ndo apenas a presenca da salicina.®*

4.4.3 Faselll

O unico ensaio clinico de fase lll encontrado entre os buscados sobre Salix
albafoi realizado por um grupo alemao e publicado em 2013. O grupo de Uehleke
realizou estudo observacional multicéntrico com 436 voluntarios, de ambos 0s
sexos e com idade superior a 18 anos, diagnosticados com desordens esqueléticas
como osteoartrite e dor nas costas que receberam como tratamento o extrato
comercial STW 33-I, com ou sem suplementacao com outros analgésicos como
anti-inflamatdrios nao esteroidais ou opioides, por um periodo de 24 semanas
(seis meses). Eles foram acompanhados clinicamente no inicio do tratamento e
apos 3, 6, 12, 18 e 24 semanas. A avaliacdo da dor foi realizada por uma escala
visual analoga para dor variando entre 1 a 100 (“sem dor” a “dor mais intensa”). A
avaliacao da eficacia do tratamento foi avaliada pelos médicos por uma escala de
Likert de 5 pontos (de 0 a 4), sendo que o 0 indicava “muito bom/remissao quase



completa’, o 3 indicava "nenhuma melhora/piora” e o 4 indicava “nao avaliado” A
seguranca e a tolerabilidade ao extrato foram avaliadas a partir da segunda visita e
foram relacionadas a presenca e aos efeitos adversos, os quais foram classificados
de acordo com a intensidade e relagcdo com o uso do extrato. De acordo com
0 observado ao longo dos seis meses de estudo, houve reducao continua e
significativa (p<0,05) da dor relatada pelos pacientes, diminuindo de uma média
de 58,4 para 22,5. Os médicos também classificaram mais de 60% dos pacientes
como possuindo remissdao completa ou parcial dos sintomas. Durante todo
o estudo foram relatados um total de 176 eventos adversos por 106 pacientes,
desses apenas 7 foram considerados severos. Os efeitos mais relatados foram
dor abdominal, ndusea, dispepsia, sequidos de fraqueza, dor e fadiga. Nenhum
foi diretamente relacionado ao uso do extrato de Salix e, no geral, o tratamento
foi considerado bem tolerado pelos pacientes. Por fim, o estudo classificou a
analgesia induzida pelo extrato STW33-I como moderada e sugeriu que o extrato
de Salix é eficaz e seguro no tratamento contra dor induzida por osteoartrite e dor
nas costas; e pode ser utilizado como tratamento basico e auxiliado, se necessario,
por analgésicos convencionais.®

4.4.4 FaselV

Um ensaio comparando a eficécia do extrato de Salix alba j& comercializado
como anti-inflamatério rofecoxib no combate a dor lombar aguda foi verificado
na literatura.® O estudo foi realizado com 228 pacientes diagnosticados com
dor lombar e idade entre 18 e 80 anos. Eles foram separados em dois grupos
aleatoriamente: o primeiro continha metade dos pacientes, os quais receberam
quatro capsulas do extrato totalizando 240 mg de salicina ao dia; enquanto o outro
grupo recebeu 12,5 mg de rofecoxib, ambos por quatro semanas. Antes e ao final
das quatro semanas, os pacientes responderam a um questiondrio com escala
visual analoga de dor, além de serem acompanhados via telefone semanalmente,
a fim de se monitorar as reacdes adversas. Ao final do estudo, houve avaliacao
médica do sucesso do tratamento. A eficacia dos dois tratamentos foi comparavel
nos dois grupos, sendo a melhora quase completa da dor relatada por 20 pacientes
no primeiro grupo e 22 no segundo.

Aproximadamente, 60% dos pacientes de ambos os grupos relataram ter
respondido bem ao tratamento com reducao da dor igual ou maior que 30%. A
maioria dos médicos também avaliou a resposta a ambos os tratamentos como
bom. Um total de 50 pacientes relatou reacdes adversas, 27 dos que foram tratados
com o extrato e 23 com o medicamento sintético. Entre os 27, a maioria relatou
efeitos gastrointestinais,” sequido de alergia cutanea,’e foi considerado nivel de
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significancia p<0,05 para as varidveis analisadas. O estudo conclui pela eficacia e
tolerabilidade semelhante de ambos os tratamentos, porém enfatizou-se que o
custo do tratamento como fitoterdpico é aproximadamente 40% menor que o do
rofecoxib.®

Os dois estudos relatados desse grupo foram avaliados em uma revisao
sistematica, a qual analisou dez publicacdes referentes a ensaios clinicos
investigando tratamento fitoterdpico para dor lombar. Entre outros tratamentos,
a revisao considerou forte evidéncia de eficdcia para o tratamento realizado com
uma dose diaria de 240 mg do extrato padronizado de Salix alba no combate a
episddios agudos de dor lombar crénica. Evidéncia moderada foi atribuida ao
tratamento utilizando a dose didria de 120 mg de salicina pela revisao sistematica.®

4.4.5 Estudos observacionais

Foi relatado o caso de uma senhora de 61 anos com histérico de osteoartrite
que chegou a uma emergéncia hospitalar com respiracao curta e tosse 30 minutos
apos ingerir um suplemento contendo casca de Salix.*® A paciente nao relatou
caso prévio de alergia ao suplemento. O diagnéstico foi de faléncia respiratéria
hipdxica aguda secundaria de severa sindrome do estresse respiratorio agudo. O
tratamento foi realizado com a administracao endovenosa de metilprednisolona e
oral de anti-histaminicos, ao qual a paciente reagiu bem. Esse foi o primeiro caso
relatado de sindrome de estresse respiratorio causado pela espécie vegetal em
estudo. A reacdo adversa descrita ndo era esperada, e a inducao de anafilaxia por
extrato de Salix alba é rara, geralmente sao descritos casos de rash cutaneos ou
outros efeitos adversos leves a moderados. Os autores ndo recomendam o uso de
salgueiro por pessoas com historico de alergia ou sensibilidade a salicilatos.®

4.5 RESUMO DAS ACOES E INDICACOES POR
DERIVADO DE DROGA ESTUDADO

As acbes dos derivados da espécie vegetal Salix alba, principalmente
extratos etandlicos, aquosos e metandlicos, descritas pela maioria dos trabalhos,
tanto clinicos como néo clinicos, foram as agdes anti-inflamatdrias, antitérmicas
e analgésicas. O fitoterapico encontra-se presente da Relacdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (Rename) do Ministério da Salide com indicacao contra
os sintomas da dor lombar baixa aguda e por sua acao anti-inflamataéria.” Estudos
nao clinicos também relataram potencial antioxidante do derivado vegetal, o qual
pode ter influéncia no mecanismo de acao anti-inflamatério.®



4.5.1 Vias de administracao

A via de administracdo de escolha é a oral por meio de comprimidos do
extrato etandlico de Salix alba.”

4.5.2 Dose diaria

A dose indicada para o tratamento de dores de origem inflamatéria, indicada
pela monografia da OMS é determinada de acordo com a quantidade de salicina
presente no extrato etandlico, de 60 a 240 mg de salicina ao dia.®¢

4.5.3 Posologia (dose e intervalo)

A posologia indicada é de um a dois comprimidos de extrato etandlico
contendo 60 mg de salicina cada, uma a duas vezes ao dia.”*"¢'

4.5.4 Periodo de utilizacao

Um ensaio clinico descreveu o uso do extrato de Salix alba por pacientes em
tratamento de artrite e dor nas costas por seis meses, periodo no qual o tratamento
foi bem tolerado. O periodo de avaliacdo da utilizacdo do extrato variou entre 3
(agudo) a 24 (crénico) semanas.®

4.5.5 Contraindicagoes

Apesar de o extrato vegetal estudado possuir indicios de seguranca e boa
tolerabilidade por pacientes adultos de ambos os sexos, um estudo nao clinico
de toxicologia reprodutiva utilizando ratas foi realizado com um fitoterapico, que
além de Salix alba contém extrato de Passiflora incarnata e Crataegus oxycantha e
nao houve indicacdo de danos as ratas gestantes ou a sua ninhada.” No entanto,
devido a auséncia de estudos especificos para o delineamento da toxicologia
reprodutiva da espécie vegetal Salix alba, sua utilizacdo em gestantes nao é
recomendada, principalmente no primeiro trimestre de gestacao, tampouco no
periodo de lactacdao, uma vez que o salicilato atravessa a placenta e é excretado
pelo leite."”

4.5.6 Grupos de risco

Pessoas com alergia ou hipersensibilidade a salicilatos e seus derivados.®
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4.5.7 Precaucoes de uso

O extrato vegetal de Salix alba nao é recomendado para pessoas com alergia
ou hipersensibilidade a salicilatos e seus derivados.®

4.5.8 Efeitos adversos relatados

Entre os efeitos adversos relatados nos estudos clinicos envolvendo o uso de
Salix alba, alguns efeitos adversos foram relacionados ao uso da espécie vegetal,
entre eles a sindrome do estresse respiratorio aguda, o que representa um caso
grave de reacdo.® Também foram relatados outros efeitos de severidade leve a
moderada, como alergia,* epigastralgia*' e refluxo gastrico.”

4.5.9 Intera¢des medicamentosas

4.5.9.1 Descritas
Dado nao encontrado na literatura pesquisada.

4.5.9.2 Potenciais

Sabendo da presenca de salicina na espécie vegetal, seria esperada a
interferéncia com anticoagulantes e outros anti-inflamatérios nao esteroidais
(acido acetilsalicilico, por exemplo), potencializando seus efeitos. No entanto, nao
ha interacoes descritas na literatura. Ao contrario, o estudo de Beer e Wegener
utilizou combinacao entre o extrato de Salix alba e anti-inflamatoérios nao
esteroidais no tratamento de um grupo de pacientes com artrose sem descrever
interacdes, os pesquisadores ainda sugeriram a combinacdao do tratamento no
combate a dor.®

4.5.10 Informacoes de superdosagem

Dado nao encontrado na literatura pesquisada.

4.5.10.1 Descri¢do do quadro clinico
Dado nao encontrado na literatura pesquisada.

4.5.10.2 Acoes a serem tomadas

Em caso de superdosagem sugere-se suspender o uso e procurar orientacao
médica.
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5.1 FORMAS FARMACEUTICAS / FORMULACOES
DESCRITAS NA LITERATURA

Entre os estudos avaliados, a maioria utilizou derivados vegetais, 0s quais
foram obtidos conforme descrito no item 3.2.2 (Métodos de obtencao). J as
formas farmacéuticas descritas na literatura foram todas obtidas comercialmente,
sem que fosse detalhado seu método de obtencao. Elas estao listadas a seguir no

Quadro 3.

Quadro 3 - Formas farmacéuticas de Salix alba
obtidas a partir da literatura pesquisada

Numero da
referéncia

Tipo

Método de obtencao

Comprimidos revestidos contendo
100 mg de extrato seco de Salix alba,
30 mg de extrato seco de Crataegus

oxyacantha e 100 mg Passiflora
incarnata.

Método ndo descrito. Obtido
comercialmente. O fitoterapico é
comercializado em farmacias no

Brasil.

Cépsulas:amostras 4, 5 e 6.

Método ndo descrito. Obtido
comercialmente em farmaécias da
[tdlia e Dinamarca.

Comprimidos contendo 330 mg de
Salix cortex e Rutinosal C, contendo
300 mg de Salix, 20 mg de Rutosidum
e 40 mg de vitamina C.

Método nao descrito. Obtido
comercialmente em farmacias de
Warszawa, Polonia.

Comprimidos de derivado vegetal
contendo casca de salgueiro-branco
(Salix sp.), sem concentracdo descrita.

Método nao descrito. Obtido
comercialmente em farmécias de
Nova lorque, Estados Unidos.

Comprimidos de extrato seco da
casca de Salix alba contendo no
minimo 60 mg de salicina por
comprimido.

Método nao descrito. Obtido
comercialmente em farmécias na
Alemanha.

Comprimidos de extato vegetal de
Salix alba padronizado contendo 60
mg de salicina.

Método nao descrito. Obtido
comercialmente em farmécias na
Alemanha.

(39,57,51,63)

Comprimidos do extrato STW 33-|
obtido a partir da casca de Salix alba,
contendo 60 mg de salicina, também

comercializado.

Método nao descrito. Obtido
comercialmente em farmacias na
Alemanha.

Fonte: autoria prépria.

Nota: N.D. = Nao descrito.
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5.2 PRODUTOS REGISTRADOS NA ANVISA E
OUTRAS AGENCIAS REGULADORAS

A busca por produtos que possuem Salix alba em sua formulacao e registro
ativo na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) resultou em quatro*
fitoterapicos, de acordo com o portal eletrénico da Agéncia.®? Os quatro produtos
encontram-se descritos a seguir.

Entre eles, apenas um produto possui exclusivamente Salix alba L. como
principio ativo. Sua classificacdo é de fitoterdpico simples analgésico, o qual é
apresentado em solucédo oral em frasco de vidro ambas de 150 mL.

Os demais produtos sao classificados como fitoterdpicos compostos ou
associados e possuem em sua composicao, além de Salix alba L., extrato seco de
Fassiflora incarnata e extrato seco de Crataegus oxyacantha. Os trés fitoterdpicos
em questdo possuem forma fisica de comprimido revestido e concentracdo dos
extratos de 100 mg de Salix alba L., 100 mg de Passiflora incarnata e 30 mg de
Crataegus oxyacantha. Ja as apresentacoes variaram, apesar de os trés fitoterdpicos
disponibilizarem apresentacao de 20 comprimidos revestidos em blister de
aluminio, um deles também possui como apresentacao 40 e 200 comprimidos
revestidos.Um dos fabricantes que disponibiliza aapresentacao de 20 comprimidos
também possui como apresentacdo uma solucdo oral do fitoterdpico em frasco
ambar de 100 mL. Para essa apresentacdo, cada 5 mL da solucao oral contém 0,50
mL de extrato fluido de Passiflora incarnata, 0,35 mL de alcoolato de Crataegus
oxyacantha e 0,250 g de extrato mole de Salix alba L.

5.3 EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipiente de vidro bem fechado, ao abrigo da luz, do calor e da umidade.*

5.4 ROTULAGEM

A rotulagem de medicamentos fitoterapicos conforme é classificado o extrato
de Salix alba, deve sequir as regras estabelecidas naRDC n.2 71, de 22 de dezembro
de 2009, que estabelece regras para a rotulagem de medicamentos, ou em suas
atualizacbes.”
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5.5 MONOGRAFIAS EM COMPENDIOS OFICIAIS E NAO OFICIAIS

A espécie vegetal estd presente nos seguintes documentos oficiais:

— Farmacopeia Brasileira, Volume 2.*

— Farmacopeia Europeia’’

- Monografia da OMS — WHO Monographs on Selected Medicinal Plant.;

- Monografia da European Medicines Agency (EMEA) — Assessment report on
salicis cortex (willow bark) and herbal preparation(s) thereof with well-established
use and traditional use.

5.6 PATENTES SOLICITADAS PARA A ESPECIE VEGETAL

A busca por patentes envolvendo a espécie vegetal Salix alba foi realizada
em dezembro de 2014 nas seguintes bases de dados: World Intellectual Property
Organization (WIPO), US. Patent and Trademark Office (USPTO), European Patent
Office (EPO) e Japan Patent Office (JPO). A busca no banco de dados do Instituto
Nacional de Propriedade Industrial (Inpi) foi realizada no més de janeiro de 2015.

A busca nos bancos de dados Inpi, EPO e JPO nao geraram nenhum resultado.

Como resultado da busca na WIPO, foram encontradas duas patentes
depositadas, entretanto, nenhuma delas referia-se ao uso de espécie como
fitoterdpico, uma delas consistia num suplemento alimentar e a outra num
produto veterinario, por esse motivo nao estao listadas nesse documento.

A busca no banco de dados de patentes americano (USPTO) revelou trés
resultados, um deles referia-se a um composto autobronzeador e os outros dois
depositos estao descritos a seguir.

A primeira patente foi depositada em 2011 (US8,747,914B2) e ¢é intitulada
“Filme anti-inflamatorio dissolvivel’, o filme foi desenvolvido com o objetivo de
tratarleséao em mucosa e se dissolve completamente apds 15 minutos da aplicacao.
Ele possui em sua composicao extrato de Sambucus nigra combinado com um dos
seguintes extratos: Salix alba, Calendula officinalis, Allium sativum, Camellia sinensis,
Centella asiatica, Commiphora molmol, Echinacea purpurea, Gaultheria procumbens,
Hypericum perforatum, Krameria triandra, Ligusticum porterii-osha, Matricaria
recutita, Melissa officinalis, Thymus vulgaris, Uncaria tomentosa, Usnea barbata ou
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Vaccinium myrtillus. A camada adesiva do filme é composta principalmente por
polimeros como o Carbopol 940.

A outra patente utilizando o extrato vegetal com fim farmacolégico foi
depositada em 2012 (US 8,765,194 B2) e intitula-se como "Composicao de um
analgésico e anti-inflamatério tépico natural” Ela descreve os componentes da
formula a ser utilizada como analgésico e anti-inflamatério de uso tépico, que
além de extrato de Salix alba (1% a 3%) possui 6leo essencial de Helichrysum
gymnocephalum (0,03%), além de Mentha arvensis (mentol), canfora, Fucalyptus
globulus, 6leo de Lavandula angustifolia (lavanda), dleo de Pelargonium graveolens
(geranio), 6leo de Mentha viridis (menta) e base para creme.”
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