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RESUMEN:

Introduccién: Matricaria chamomilla L. (Mch), conocida popularmente como manzanilla, ha sido utilizada por cientos de afios
como remedio herbolario debido a su amplio espectro en cuanto a sus usos clinicos. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto
de Mch asociada a un vehiculo con funcién emoliente como tratamiento de lesiones tipo-dermatitis atépica (DA) en un modelo
murino.

Métodos: se indujo DA con dinitroclorobenceno a 12 ratones BALB/c macho de siete semanas de edad, divididos en tres grupos
(control, GC; control negativo, GCN y; experimental, GE). Se aplicé petrolato liquido al GCN y petrolato liquido con extracto
acuoso de Mch al 7% al GE durante cuatro semanas. La induccidn y evolucién de las lesiones se corroboraron por biopsia alas dos y
seis semanas, analizando sangre periférica en busqueda de células inflamatorias en los mismos tiempos. Las lesiones fueron evaluadas
clinicamente a las dos, cuatro y seis semanas. El rascado se evalué de acuerdo a la metodologia de observacién de Kobayashi et al.
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Resultados: el extracto acuoso liofilizado de Mch asociado a un vehiculo con funcién emoliente demostré mejoria del aspecto de
las lesiones tipo DA después de dos semanas.

PALABRAS CLAVE: Matricaria, Dermatitis atdpica, Modelos animals.

ABSTRACT:

Introduction: Matricaria Chamomilla L. (Mch), popularly known as chamomile, has been used for centuries as an herbolary
remedy due to its broad clinical spectrum. The aim of this study was to evaluate the effect of Mch associated to a vehicle with
emollient function in induced atopic dermatitis (AD)-like lesions in a murine model.

Methodology: AD was induced with dinitrochlorobenzene on 12 male seven-week old BALB/c mice. Animals were divided in
three groups (control, GC; control negative, GCN; and experimental, GE). Liquid petrolatum was applied to the GCN and liquid
petrolatum with aqueous extract of Mch at 7% to the GE. Induction and evolution of the lesions were verified by biopsy at 2nd
and 6th week. Evaluation of peripheral blood cells to correlate inflammatory cells was made as well at the same weeks. Lesions were
clinically evaluated at 2nd, 4th and 6th week. Scratching was monitored according to the observation methodology of Kobayashi
etal.

Results: Mch aqueous extract associated to a vehicle with emollient function improves atopic dermatitis-like lesions after two
weeks.

KEYWORDS: Matricaria, Dermatitis, atopic, Models, animals.

INTRODUCCION

La dermatitis atépica (DA) es una enfermedad crénica, recidivante, eccematosa de la piel, caracterizada por
prurito ¢ inflamacidn, causada por estimulacidn inespecifica diversa y alérgenos especificos. Se acompafia de
disfuncién fisioldgica cutdnea, de xerosis y de trastornos en la barrera de la piel debido a anormalidades de
la epidermis ! La terapia bdsica debe componerse del cuidado éptimo de la piel, abordando la disfuncién
de barrera de esta con el uso regular de emolientes y humectantes, los cuales representan el pilar del manejo
general de la DA. >

La prictica empirica de tratar tépicamente condiciones dermatoldgicas con medicinas derivadas de
plantas, antecede a las culturas del antiguo Egipto y permanecen vitales hoy en dia en paises industrializados
como Estados Unidos y Europa. *

Matricaria chamomilla L., conocida popularmente como manzanilla, ha sido utilizada por cientos de anos
como remedio herbolario, ya que tiene un amplio espectro en cuanto a sus usos clinicos, particularmente en
sintomas del tracto gastrointestinal y en la inflamacién oral y de la piel.> Mas de 120 componentes han sido
identificados en sus flores. ® Los principales componentes del extracto puro oleoso son los terpenoides alfa-
bisabol y sus 6xidos A y B (< 78%) y azulenos, incluido el camazuleno (1-15%).7#>!®!! Las flores también

son ricas en flavonoides, principalmente apigenina y en cantidades menores luteolina y quercetina. '*

El objetivo del presente trabajo fue comparar la eficacia del extracto acuoso liofilizado de Matricaria
chamomilla asociado a un vehiculo con funcién emoliente frente al mismo vehiculo, como tratamiento para
la DA inducida en un modelo murino.

MATERIALES Y METODOS
Animales

Se adquirieron 12 ratones macho BALB/c Hsd., con certificado SPF (Specific Pathogen Free), de siete
semanas de vida, del Bioterio Claude Bernard de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla. Para
su mantenimiento se consideraron las especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los

animales de laboratorio que contempla la NOM-062- ZOO-1999, 13 asf como los criterios del punto final
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de experimentacién de acuerdo con el Canadian Council on Animal Care. 4 El protocolo fue aprobado por
el Comité de Bioética del Departamento de Ciencias de la Salud de la Universidad de las Américas Puebla.
Los ratones fueron divididos en tres grupos: control (GC), control negativo (GCN) y experimental (GE).

Extracto acuoso de Matricaria chamomilla L.

La fase acuosa fue obtenida mediante destilacién por arrastre de vapor de las flores frescas de Matricaria
chamomilla. Posteriormente, esta fase se liofilizd, se pulverizé y se afiadi6 al petrolato liquido a una
concentracién de 7%. El extracto se analizd por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC, por sus siglas
en inglés) para tratar de identificar los componentes principales de este extracto acuoso, ya que aunque hay
informes de su composicién quimica, la cantidad y calidad de sus componentes pueden cambiar dependiendo
del cultivo.

Induccién de las lesiones tipo DA

Se aplicé 2,4-dinitroclorobenceno (DNCB) (diluido en una mezcla a razén de 4:1 de acetona y aceite de
olivo) en la piel del dorso (aproximadamente 8 cm2) de todos los ratones. La primera semana se aplicaron
100 uL de DNCB al 1% dos veces al dia, cada tercer dia (dos veces por semana), para la sensibilizacién. En
la segunda semana 100 uL de DNCB al 0.2% dos veces al dia, cada tercer dia (dos veces por semana), para

reforzar la respuesta de induccion.
Intervencion

Se aplicé petrolato liquido al GCN vy petrolato liquido con extracto acuoso liofilizado de Matricaria
chamomilla L. al 7% al GE una vez al dia, seis dias a la semana, durante cuatro semanas. El GC no recibié
tratamiento.

Después de las dos semanas de induccidn, previo a comenzar el tratamiento y al finalizar el mismo,
se tomaron biopsias del dorso de los ratones, para corroborar el infiltrado inflamatorio inducido por el
DNCB, asi como para evaluar la intervencién. El tejido fue conservado en formol al 10% para su posterior
procesamiento y tincién con hematoxilina-eosina. De forma paralela, se tomaron hasta 250 pL de sangre del
seno retroorbital de cada uno de los ratones, para analizar la cuenta total y diferencial de leucocitos mediante
citometria de flujo. Los procedimientos se realizaron en condiciones de asepsia y bajo anestesia con ketamina
(87.5 mg/Kg)/xilacina (12.5 mg/Kg). Uno de los ratones del GCN murié durante el procedimiento
anestésico. El rascado se evalué de acuerdo a la metodologia de observaciéon de Kobayashi, Takahashi y
Ogino (2005), 15 [a cual evaltia la conducta de rascado, tomando a esta como el movimiento, generalmente
circular, que realiza el ratén con los miembros posteriores, sobre la superficie corporal y la cual dura como
minimo un segundo por evento. Se evalud a cada ratén durante 30 minutos, el primer dia inmediato a las dos
semanas de induccién -previo al inicio del tratamiento-y el dia 21 posterior a la aplicacién de tratamiento.
Las observaciones se realizaron con videocdmara entre las 9:30 h y las 12:30 h para su posterior andlisis
y se tomaron en cuenta todos los aspectos que podian interferir con la evaluacion conductual (hora del
dfa, iluminacién, ruido, humedad, olores, etc.). Las lesiones tipo DA fueron evaluadas clinicamente con el
Ulcerative Dermatitis Scoring System (UDSS) de Hampton t al.16 Este evalta el ntimero de eventos de
rascado, las caracteristicas clinicas de la lesidn, la longitud de la lesion y la region afectada.

589



RevViSTA MEDICA DEL INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL, 2017, VOL. 55, NOM. 5, ISSN: 0443-5117

Analisis estadistico

Las variables no dimensionales (cualitativas) se describieron como frecuencias y porcentajes, las variables
dimensionales (cuantitativas) como media y desviacién esténdar. Se utiliz6 ANOVA para buscar diferencias
entre los grupos, asi como t pareada para buscar diferencias entre el antes y después del tratamiento. Se us6
el paquete Stata versién 11.

RESULTADOS
Composicion del extracto acuoso de Matricaria chamomilla L.

El andlisis por HPLC del extracto acuoso, reveld la presencia de cinco componentes, de los cuales se
identificaron los dos que se encontraban en mayor concentracién que correspondieron a apigenina y acido
cafeico.

Hallazgos histopatolégicos

Después de las dos semanas de induccidn el 50% (2/4) de los ratones del GC present6 datos histopatoldgicos
compatibles con DA leve, el 25% (1/4) con DA moderada y el otro 25% (1/4) con DA grave. Después de
cuatro semanas de tratamiento, de los que presentaron DA leve, el 50% permaneci6 sin cambios y el otro
50% progresé a la normalidad, el 100% de los que presenté DA moderada evolucioné a DA leve y el 100%
de los que presenté DA grave progresé a DA leve, por lo que el 75% de los ratones de este grupo mostrd
mejoria. E1 66.6% (2/3) de los ratones del GCN presenté datos histopatoldgicos compatibles con DA leve
y el 33.3% (1/3) se encontré como normal, después de la induccién. Cuatro semanas después, el 100% de
los que presentaron DA leve progresé a DA moderada y en aquellos en los cuales el diagnéstico fue dado
como normal, evolucionaron a DA leve. Ningun ratén de este grupo mostré mejoria, todos evolucionaron
desfavorablemente respecto a la gravedad. EI 50% (2/4) de los ratones del GE después de dos semanas de
induccién present6 datos histopatoldgicos compatibles con DA leve, el 25% (1/4) con DA moderada y el
25% (1/4) con DA grave. Después de cuatro semanas de tratamiento, el 100% de los que presentaron DA
leve progresé a DA moderada, el 100% de los que presentaron DA moderada progresé a DA leve y el 100%
de los que presentaron DA grave evolucioné a DA leve. E1 50% de los ratones de este grupo mostré mejoria
(cuadro I).
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CUADRO 1
Hallazgos histopatoldgicos antes y después de la intervencion
Diagnostico histopatologico
Grupo Raton - g P _Og -
Biopsia 1 Biopsia 2
1 DA leve DA leve
2 DA moderada DA leve
Caontrol
3 DA leve MNomal
4 DA grave DA leve
1 DA leve D& moderada
Control negativo 2 DA leve DA moderada
3 MNomal DA leve
1 DA grave DA leve
2 DA leve DA moderada
Expenmental
3 DA leve DA moderada
4 DA moderada DA leve

Parametros hematoldgicos de la serie blanca

Después de la induccidn, la cuenta total leucocitaria de todos los grupos se encontré en rangos normales
y no se encontraron diferencias significativas entre los grupos, sin embargo, todos los grupos presentaron
valores fuera del rango normal para cada linea celular de la diferencial, segiin rangos publicados para la cepa.

7 Después del tratamiento no se encontraron diferencias significativas entre los grupos (cuadro II).
Evaluacién conductual

Se encontré un menor nimero de episodios de rascado en el GC (p = 0.05) después de 21 dfas de tratamiento
en comparacion con el GCN y el GE (cuadro III).
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CUADRO 1T
Delta de cambio entre los pardmetros hematoldgicos de
la seria blanca después de cuatro semanas de tratamiento

Grupo Control Control negativo Experimental

Parametro (n=4) (n=3) (n=4) P
Leucocitos /jl 0.12+0.25 0.42 +0.21 0.21+0.36 0.44
Linfocitos /i 0.54 +0.20 0.66 +0.39 0.29 +0.26 0.27
Monocitos /pl 1.31 0.66 031+ 24 0.28
Neutréfilos /pl 1.07 +0.11 0444034 0.04 +0.82 0.06
Eosindfilos /pl * * * *
Basdfilos /pl * * * *

Datos reportados en media y DE (valores absolutos). Se us6 ANOVA para buscar diferencia entre los grupos.
Cuando no se reporta DE es debido a observaciones tnicas. *Observaciones insuficientes Importar tabla

Evaluacion clinica de las lesiones tipo DA

Después de las dos semanas de induccidn, el 100% (4/4) de los ratones del GC presenté DA grave. Después
de dos semanas de tratamiento, el 50% de estos progresé a DA leve y el otro 50% a la normalidad, por lo que
después de dos semanas todos los ratones presentaron mejoria. En el GCN, el 33.3% (1/3) de los ratones
presentd DA gravey el 66.6% (2/3) presentéd DA moderada después de las dos semanas de induccién. Después
de dos semanas de tratamiento, los ratones que habian presentado DA grave progresaron a DA leve. De los
que habian presentado DA moderada, el 50% progresé a DA leve y el otro 50% progreso a la normalidad, por
lo que después de dos semanas, todos los ratones de este grupo también presentaron mejorfa. Respecto al GE,
el 75% (3/4) de los ratones presenté DA grave y el 25% (1/4) DA leve después de la induccién. Luego de dos
semanas de tratamiento el 33.3% de los que presenté DA grave, progresé a DA moderada, mientras que el
66.6% progreso a la normalidad. E1 25% que habia presentado DA leve progresé a la normalidad, por lo que
después de dos semanas de tratamiento, todos los ratones del GE presentaron mejoria. En este orden, cuando
se analizan los resultados entre la primera y tercera evaluacion, el GC presentd una mejoria del 100% frente
al GCN con 66.6% frente al GE con 50% (cuadro IV). Sin embargo, a pesar de que se observé mejoria clinica
en todos los grupos después de dos semanas de tratamiento, independientemente al grado de intensidad de
la DA encontrada en la Evaluacién 1, el 50% de los ratones del GC evolucioné a la normalidad, el 33.3% de
los ratones del GCN evoluciond a la normalidad y el 75% de los ratones del GE evolucioné a la normalidad,
por lo que después de dos semanas se observé una mejoria mayor hacia la normalidad a favor del GE, tratado
este con el extracto acuoso de Matricaria chamomilla L (figura 1).

Discusion

Respecto al vehiculo, este fue seleccionado con base en sus propiedades quimicas y de compatibilidad con el
extracto, ademds de sus propiedades clinicas como emoliente.
Sobre la composicién del extracto, era esperable encontrar apigenina, pues la flores de Matricaria

chamomilla L. son ricas en flavonoides, especialmente en este. 12 Se ha demostrado que la administracién

tépica de apigenina inhibe la inflamacién aguda de la piel en modelos murinos.'® Por otra parte, el 4cido
cafeico es un compuesto fendlico que se encuentra en todas las plantas debido a que es un intermediario clave

en labiosintesis de lalignina, polimero presente en las paredes celulares de todas las plantas. 19 El 4cido cafeico
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ha demostrado actividad antioxidante, inmunomoduladoray antiinflamatoria, in vitro e in vivo, sin embargo

estos efectos farmacolégicos no han sido demostrados en ensayos clinicos en humanos. **!
CUADRO III
Frecuencia de rascado de los grupos entre la primera y segunda evaluaciéon
Grupo Evaluacion 1 Evaluacién 2 Mejoria (%) P
Caontrol 86+28 075+095 912 0.05
Caontrol negativo 33+4 6871 -818 0.71
Experimental 8511 bx7h 41.2 0.64

Numero de episodios reportados en media y DE. Se realizd t parcada para buscar significancia

CUADRO IV
Resumen de las tres evaluaciones clinicas
Grupo Ratdn Evaluacién 1 Evaluacion 2 Evaluacion 3

1 DA grave Normal DA leve

2 DA grave DA leve Normal
Control

3 DA grave DA leve Normal

4 DA grave Normal Normal

1 DA grave DA leve DA leve
Control negativo 2 DA moderada DA leve DA leve

3 DA moderada DA normal DA moderada

1 DA grave DA normal DA leve

2 DA leve DA normal DA leve
Experimental

3 DA grave DA moderada DA moderada

4 DA grave Normal DA grave

La Evaluacién 1 se realizé previo al inicio del tratamiento, la Evaluacion 2 se realizé dos
semanas postratamiento, y la Evaluacion 3 se realizd cuatro semanas postratamiento, al
final del estudio. Nétese que el grado de mejoria fue variable dentro de un mismo grupo

En la evaluacién histopatoldgica se encontraron datos inflamatorios a nivel de la epidermis (hiperplasia
y espongiosis) y la dermis (infiltrado leucocitario), compatibles con lesiones agudas de una dermatitis por
contacto, por tratarse de un modelo de induccidon con haptenos; sin embargo, por ser un modelo murino
validado para DA, los reportes histopatoldgicos fueron hechos en el entendido de esta validacién. Llama la
atencioén que en la primera evaluacién no todos los ratones presentaron el mismo grado de DA. De igual
forma, la diferencia en el grado de la respuesta en cada sujeto de experimentacion, siendo estos singénicos,
obedece en ambos casos -quizi- a la variabilidad genética entre ellos. Otro aspecto que influye en la respuesta
es el estrés, generado por la competencia de dominancia dentro del grupo; este sin duda implica una respuesta
inmunitaria en cada ratén y por tanto en el proceso inflamatorio. 22 Respecto a los hallazgos, consideramos
que Matricaria chamomilla L., si tiene actividad benéfica -aunque limitada- en la entidad en estudio, de lo
contrario, el GE hubiera arrojado los mismos resultados del GCN. No obstante los resultados obtenidos no
concuerdan con los hallazgos histopatolégicos obtenidos por Soon-Hee, Yong He & Young-Chul (2010),
> donde después de cuatro semanas de aplicacién tépica de extracto oleoso de Matricaria Chamomilla L. al
3%, en ratones a los cuales se les indujeron lesiones tipo DA, la infiltracidn de células inflamatorias tales como
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neutrdfilos y linfocitos, asi como hiperplasia de la epidermis, fueron significativamente menores comparados
contra el grupo control. Aqui cabe hacer mencién sobre las diferencias en los principios activos, dependiendo
del tipo de extracto (oleoso frente a acuoso) a pesar de ser estos de la misma planta.

Para la evaluacién clinica de las lesiones tipo DA se utilizé el sistema de puntuacién ya mencionado,
pues actualmente no se dispone de ningin instrumento validado para evaluar lesiones tipo DA en modelos
murinos. El sistema utilizado tampoco dispone rangos de puntuacion para clasificar la dermatitis ulcerativa
en leve, moderada y grave, mas bien determinan a partir de un anélisis de supervivencia Kaplan-Meyer, que
los ratones con = 75 puntos en el UDSS, desarrollaron en algin momento una lesién ulcerativa terminal,

por lo cual requirieron eutanasia. ' En este sentido, adecuamos la puntuacién de la siguiente manera: (1)
no tomamos en cuenta el elemento de Numero de rascados del UDSS, ya que en dicho sistema se evalua este
clemento en un periodo de 2 minutos; nosotros lo evaluamos durante 30 minutos, (2) solo se tomaron en
cuenta las caracteristicas de lalesion, lalongitud de la lesién y la regién afectada. Cada uno de estos elementos
asigna un puntaje de 0 a 3, segtn los criterios del UDSS. Por ejemplo, si se asumia que la lesién inducida
se expresaria en la forma leve en cada uno de los items, le correspondia 1 punto al item de Caracteristicas
de la lesién, 1 punto al item de Longitud de la lesién y 1 punto al item de la Region afectada; sumando en
total 3 puntos. Para el calculo total de la gravedad, se suman los puntos de cada item y se divide entre 9
(que corresponde al total de puntos posibles) y esto se multiplica por 100: 3/9 x 100 = 33; por lo que por
acuerdo, un puntaje entre 0 y 33, corresponderia a un estadio leve de gravedad. Asi, los rangos de gravedad
quedaron en leve (0-33), moderado (34-66) y grave (67-100). Lo anterior, nos permitié realizar los ajustes
de puntuacion al estudio, pues el estadio grave (entre 67 y 100 puntos), es mutuamente incluyente con el
puntaje de Hampton et al. (2 75 puntos), considerado por Hampton como grave.
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Evaluacion 1 Evaluacion 2

FIGURA 1
Evaluacién clinica de los ratones (R, 1-4) del grupo experimental, antes de iniciar
tratamiento (Evaluacién 1) y dos semanas después de recibir tratamiento (Evaluacién 2)

Respecto a la mejoria clinica reportada en este estudio, concuerda -al menos en temporalidad- con el
estudio parcial, aleatorizado y doble ciego “Proof of efficacy of Kamillosan(R) cream in atopic eczema” de
la casa farmacéutica Astra Medica, donde tras dos semanas de tratamiento en sujetos con DA moderada, la
crema Kamillosan mostré una eficacia ligeramente superior a la hidrocortisona al 0.5% y una sumamente

distinta a la del placebo. 24

Cabe mencionar que la discrepancia entre el diagndstico histopatoldgico de las lesiones tipo DA leve y
el diagndstico clinico de normalidad, puede deberse a la interpretacion subjetiva del infiltrado de leucocitos
que el patdlogo refiere como leve (por el solo hecho de observar escasos elementos leucocitarios), pero que
no tiene significado clinicamente, dado que es un proceso en vias de resolucién.

Sobre las alteraciones encontradas en cada linea de la diferencial de la serie hematoldgica después de
la induccién con DNCB, no existe evidencia en la literatura consultada, por lo que bien pueden ser por
efecto del DNCB (efecto sistémico secundario a la aplicacién tépica de este), o bien por el anestésico usado
durante los procedimientos. Para esclarecer lo anterior son necesarias otras técnicas y procedimientos, los
cuales exceden los propésitos del presente estudio. Nuestros resultados, respecto a la cuenta leucocitaria y
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su diferencial después de cuatro semanas de tratamiento, tampoco concuerdan con los hallazgos de Soon-
Hee, Yong He & Young-Chul (2010) quienes reportan una disminucién significativa (p < 0.05) de esta, =
acotando nuevamente que la discrepancia de nuestros resultados se deban a las diferencias de los principios
activos del tipo de extracto utilizado, oleoso frente a acuoso.

Soon-Hee, Yong He & Young-Chul (2010) reportan que al dia 21, el grupo al cual se le aplicé aceite de
Matricaria chamomilla L. y al cual se le aplicé el vehiculo (aceite de jojoba), presentaron un menor niimero
de episodios de rascado (45% y 19% respectivamente) comparado con el grupo control. También mencionan

que la frecuencia de rascado entre el grupo experimental frente al grupo del vehiculo fue menor (32%).* En
nuestro caso, fue el GC quien obtuvo un mayor porcentaje de mejoria respecto al rascado. Consideramos que
para esclarecer el porqué de nuestros hallazgos hubiera sido necesario un grupo testigo.

Los resultados obtenidos en la evaluacién conductual se correlacionan con los hallazgos histopatolégicos,
donde el GC mejord mas que el GCN 'y que el GE, por lo que era esperable que este grupo presentara menos
episodios de rascado. Tanto en la evaluacién histopatoldgica como en la evaluacién conductual, el GCN
evoluciond desfavorablemente presentando progresion de las lesiones y un mayor niimero de episodios de
rascado. El porcentaje de mejoria del GE fue similar histopatolégicamente y en la evaluacioén conductual,
50% y 41.2% respectivamente.

CONCLUSIONES

El extracto acuoso liofilizado de Matricaria chamomilla asociado a un vehiculo con funcién emoliente
demostré mejoria del aspecto de las lesiones tipo DA después de dos semanas, sin embargo no mostré ser
superior en otros subrogados de mejoria como el nimero de rascados.

Puede afirmarse que la eficacia de un producto herbolario depende de su composicion, concentracion,
método de extraccidn, dosis, subespecie elegida, condiciones del crecimiento de la planta, tiempo de cultivo
y de la seleccion apropiada de la planta, % estudios posteriores deben dirigirse a investigar estos factores, cuya
elucidacion en el efecto terapéutico en la DA ayudard a tomar decisiones en la practica clinica.
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