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RESUMEN

Introduccion. La desnutricion grave es la principal causa de inmunodeficiencia en nifios
menores de cinco afios en paises en vias de desarrollo, y se le asocia con atrofia
generalizada de los tejidos linfoides. A su vez, Urtica dioica L. es una planta medicinal
con multiples propiedades farmacolégicas, entre ellas, como modulador de la respuesta

inmunoldgica, particularmente la proliferacion de linfocitos T in vitro.

Objetivo: Determinar la capacidad de Urtica dioica L. para modular la respuesta

inmunolégica de ratas con desnutricion grave en los primeros 21 dias de vida.

Métodos: Se indujo desnutricion de tercer grado (grave) durante la lactancia por
competencia de alimento y se tratd esta condicion con Urtica dioica L. Se utilizaron ratas
Wistar de un dia de nacidas, se asignaron aleatoriamente en tres grupos: a) Bien nutridas,
b) Desnutridas sin tratamiento y c¢) Desnutridas tratadas con Urtica dioica L. (0.2 g/mL),
los dias 14, 16, 18 y 20 de la lactancia. En el dia 21, las ratas fueron anestesiadas y
sacrificadas. Se obtuvieron el timo, el bazo, la sangre y médula ésea para las siguientes
determinaciones: 1) Registro del peso de timo y bazo, 2) Subpoblaciones de linfocitos T
en timo, 3) Subpoblaciones de leucocitos en sangre, 4) Citometria hematica, 5) Células
nucleadas totales de médula 6sea y 6) Capacidad de proliferacion de linfocitos de bazo

in vitro.

Resultados: Las ratas con desnutricion grave tratadas con Urtica dioica L., presentaron:
1) Ganancia de peso en timo y bazo, 2) Menor proporcion de linfocitos T CD4-CD8- en
timo, 3) Incremento de linfocitos T CD4+CD8+ en timo, 4) En sangre incremento en el

numero de linfocitos CD4+, monocitos y linfocitos T totales, 5) Aumento en el nUmero de



leucocitos, eritrocitos y algunos parametros eritroides en sangre, 6) Disminucion de
células nucleadas totales de médula 6sea y, 7) Estimulacion en la proliferacion in vitro de

células de bazo; p<0.05.

Conclusion: Urtica dioica L. presenta actividad inmunoestimulante, ya que contrarresta
los efectos de la desnutricion sobre la respuesta inmunoldgica en timo, bazo, sangre y

médula 6sea, conduciendo a la normalizacion en el individuo desnutrido.

Palabras clave: Desnutricion grave, inmunodeficiencia, actividad inmunomoduladora,

linfocitos T, Urtica dioica L.



ABSTRACT

Introduction. Severe malnutrition is the leading cause of immunodeficiency in children
under five in developing countries, and is associated with widespread atrophy of lymphoid
tissues. In turn, Urtica dioica L. is a medicinal plant with multiple pharmacological
properties, including as a modulator of the immune response, particularly the proliferation
of T lymphocytes in vitro.

Objective: Determine the ability of Urtica dioica L. to modulate the immune response of
malnourished rats in first 21 days of life.

Methods: Third degree malnutrition (severe malnutrition) was induced during lactation by
food competition and this condition was treated with Urtica dioica L. One day old Wistar
rats were used, randomly assigned in three groups: a) Well nourished, b) Malnourished
without treatment and c¢) Malnourished treated with Urtica dioica L. (0.2 g / mL), days 14,
16, 18 and 20 of lactation. On day 21, the rats were anesthetized and sacrificed. The
thymus, spleen, blood and bone marrow were obtained for the following determinations:
1) Thymus and spleen weight record, 2) T lymphocyte subpopulations in thymus, 3) Blood
leukocyte subpopulations, 4) Blood cytometry, 5) Total nucleated bone marrow cells and
6) Spleen lymphocyte proliferation capacity in vitro.

Results: Rats with severe malnutrition treated with Urtica dioica L., presented: 1) Weight
gain in thymus and spleen, 2) Lower proportion of CD4-CD8- T lymphocytes in thymus, 3)
Increase in CD4+CD8+ T lymphocytes in thymus, 4) In blood increase in the number of
CD4+ lymphocytes, monocytes and total T lymphocytes, 5) Increase in the number of

leukocytes, erythrocytes and some erythroid parameters in blood, 6) Decrease of total



nucleated bone marrow cells and, 7) Stimulation of spleen cells proliferation in vitro;
p=<0.05.

Conclusion: Urtica dioica L. presents immunostimulant activity, since it counteracts the
effects of malnutrition on the immune response in thymus, spleen, blood and bone
marrow, leading to normalization of the malnourished individual.

Key words: Severe malnutrition, immunodeficiency, immunomodulatory activity, T

lymphocytes, Urtica dioica L.
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.  INTRODUCCION

Frecuentemente, la desnutricibn es la consecuencia méas directa de una dieta
insuficiente, que conduce a un estado patoldgico con manifestaciones clinicas de
gravedad variable (Gomez y col., 1946; Kouam y col., 2014). Durante la infancia tiene
impacto irreversible sobre el crecimiento fisico y mental del individuo. Incluso aumenta
la probabilidad de muerte del infante a causa de infecciones graves y/o prolongadas en
los primeros dias o semanas de vida en comparacion con aquellos que tienen peso y
talla adecuados (Walson y Berkley, 2018). Se ha observado que la Desnutricion
Caldrico-Proteinica (DCP) en recién nacidos y nifios preescolares provoca atrofia del
timo asociada con la disminucién celular ligada a un desarrollo deficiente de los 6rganos
linfoides periféricos, por lo tanto, la respuesta proliferativa de los linfocitos T se

encuentra alterada en forma variable (Savino, 2002). Se han observado efectos en:
a) Disminucion de linfocitos circulantes y tisulares.

b) Respuestas cutaneas de hipersensibilidad retardada disminuidas en proporcion a

la severidad de la malnutricién.

c) Disminucion en la produccion de anticuerpos y en la producciéon de citocinas.

(Vasquez y col., 2008)

El uso de agentes inmunoestimuladores o inmunopotenciadores, es una herramienta
terapéutica para personas inmunocomprometidas, entre ellas, las afectadas por la DCP.
Se incluyen agentes quimicamente definidos, extractos de plantas, preparaciones

microbianas, etc. (Tan y Vanitha, 2004; Chin y col., 2006). Funcionalmente estos
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agentes pueden agruparse entre aquellos que actian sobre; Las células T, células B,
células NK, macrofagos o aquellos que son especificos o inespecificos en su accién
(Sanchezy col., 2002). Urtica dioica L. (Descrita por Carolus Linnaeus en 1750) es una
planta estudiada ampliamente en Europa y Asia, con propiedades antioxidantes,
antibacterianas, citotdxicas y estimulante de la fagocitosis en neutrofilos (Basaran y col.,
1997; Gulciny col., 2004), entre otras; contiene una gama amplia de compuestos, entre
ellos, hierro, &cidos grasos, vitaminas, etc., los cuales pueden contribuir al estado de
salud del individuo y/o modulacion del sistema inmunoldgico afectado por la
desnutricion infantil. Por tanto, la finalidad del presente trabajo es determinar la
actividad inmunomoduladora de Urtica dioica L. en células de timo, bazo y sangre de

ratas lactantes con desnutricion grave.

. ANTECEDENTES

2.1 DESNUTRICION

La desnutricion (DES) se define como la asimilacion deficiente de alimentos que
conduce a un estado patolégico con manifestaciones clinicas de gravedad variable
(Goémez y col., 1946; Kouam y col., 2014), es producida por un desequilibrio entre la
cantidad de nutrientes requerida y la cantidad que se recibe (Mehta y col., 2014). La
desnutricion es considerada también como un estado en el que el individuo tiene

deficiencia de nutrientes. Este término expresa todas las condiciones en las que existe
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deficiencia en la ingesta, absorcién o asimilacion de los mismos, asi como una situaciéon
de consumo o pérdida excesiva de calorias, que afecta el aporte y metabolismo de los

principales nutrientes (Hernandez y col., 1998).

2.2 ETIOLOGIA

La DES se relaciona con los fenbmenos sociales y culturales que caracterizan a una
nacion, poblacion y a la familia. El estado de nutricion estd determinado por factores
ambientales, genéticos, neuroendocrinos y por el momento de desarrollo en el que se
encuentre el individuo. La DES es un estado patoldgico, sistémico y potencialmente
reversible, que se origina como resultado de la deficiente incorporacion de los
nutrimentos a las células del organismo y se presenta con diversos grados de intensidad
y manifestaciones clinicas variadas. De acuerdo con los factores que la causan, la

desnutricion puede clasificarse en primaria o secundaria (Marquez y col., 2012).
a) Desnutricion Primaria

Se produce desnutricién primaria cuando el aporte de nutrientes es insuficiente para
llenar los requerimientos del individuo, lo cual puede deberse a alimentacion deficiente

en calidad o cantidad, o en ambas.
b) Desnutricién Secundaria

La desnutricibn secundaria o condicionada se debe a alteraciones en la fisiologia

normal del organismo, como son: Dificultad para la ingestion, absorcion inadecuada,
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utilizacion incorrecta de los nutrientes, aumento del catabolismo (Mdiller y Krawinkel,

2005).

Las formas primarias surgen mas bien en paises en desarrollo y en casos de guerra o
hambruna. La desnutricion secundaria, la principal forma encontrada en paises
industrializados, no fue reconocida hasta inicios de 1970, cuando se observo que las
personas con consumo adecuado de alimentos pueden presentar desnutricibn como
consecuencia de enfermedades crénicas o agudas que alteran el consumo o
metabolismo de nutrientes, en particular enfermedades que causan inflamacion aguda
o cronica (Muller y Krawinkel, 2005). En general, la desnutricion es el resultado del
consumo insuficiente de alimentos, se presenta en individuos de todas las razas y en
cualquier parte del mundo, siendo su mayor incidencia en niflos menores de cinco anos

(Kanan y Oswar, 2016).

2.3 DESNUTRICION INFANTIL

En la Infancia Temprana, durante los primeros cinco afios de vida del individuo, ocurre
la mayor tasa de crecimiento y desarrollo psicomotor e inmunolégico, por lo que se
considera como la etapa mas importante en el ciclo vital donde se requiere mayor aporte
de nutrientes. El desarrollo temprano saludable —En lo fisico, socioemocional y
linglistico-cognitivo- es fundamental para alcanzar bienestar no sélo durante la infancia
sino a lo largo de la vida (UNICEF-WHO-The World Bank Joint Malnutrition Estimates,

2012).
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Al estado en el que el peso o talla corporal del nifio es menor a lo normal para la edad,
como consecuencia de un retraso en el crecimiento se le denomina Desnutricion
Infantil. Este retraso de crecimiento es causado principalmente por una asimilacion
deficiente de nutrientes. Este padecimiento dafa las funciones celulares de manera
progresiva, afectando el depdsito de nutrientes, el metabolismo energético, los
mecanismos de comunicacion y de regulacion celular, el crecimiento, la proliferacion
celular, la capacidad de respuesta al estrés, por lo que, de no controlarse a tiempo,

puede provocar la muerte del organismo que la padece (Black y col., 2013).

Cada afio, la desnutricion es responsable de entre 3.5 y 5 millones de muertes de nifios
menores de cinco afios (Shamah y col., 2012; Rodriguez y col., 2011) y es un problema
de salud publica principalmente en paises en desarrollo, donde un tercio de todos los
nifios menores de 5 afos presentan retraso en el crecimiento, dandose las mayores
tasas de retraso del crecimiento infantil en Africa y Asia. Sin embargo, en el afio 2000
fue estimado que 182 millones de nifios en edad preescolar de los paises en desarrollo
sufrieron de desnutricion; de esos nifios, 7.3 millones se encontraban en América Latina

y el Caribe (De Onis, 2000).

La Organizaciéon de las Naciones Unidas (ONU) en el afio 2003, por medio del
Programa Mundial de Alimentos (PMA), dio a conocer el grave panorama del hambre:
cada hora mueren en el mundo 25 mil personas, de las cuales 18 mil tienen menos de
cinco afos de edad debido a la desnutricion crénica que afecta principalmente a la

poblaciéon de paises pobres.
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En América Latina las estadisticas muestran una situacién dificil, sobre todo en algunos
paises de Centroamérica en donde los porcentajes de desnutricién alcanzan el 46 por
ciento de la poblacion infantil. De acuerdo con datos de la FAO (Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion) hay mas de 840 millones de
personas en el mundo que estan cronicamente subalimentadas, y 200 millones de nifios

menores de cinco afios padecen desnutricion extrema (FAO, 2003).

En México, en el afio 2002 se estimaba que habia poco mas de 3 millones de nifios
menores de 5 afios con algin grado de desnutricion, de los cuales 800,000 sufrian de
desnutricion de alto riesgo (Instituto Nacional de Salud Publica, 2002; FAO, 2003).
Donde mas de la mitad de los nifios del medio rural mexicano estan desnutridos. Se
estima que la desnutricion en comunidades no indigenas oscila entre 35 y 50% de los
nifios que aun no cumplen 5 afios. En las zonas indigenas afecta del 70% al 80% de la
poblacion infantil. Los principales estados en donde existe desnutriciébn en México son:
Chiapas, Oaxaca, Yucatan, Veracruz y Estado de México (UNICEF, 2016). De esto el
90% de los casos de DES son ocasionados principalmente por una sub-alimentacion
del infante, ya sea por deficiencia en la cantidad o calidad de los alimentos consumidos.
A su vez, esta sub-alimentacion esta influida por diversos factores, entre ellos,
alimentacion baja en nutrientes, falta de conocimiento de los requerimientos
nutricionales para la edad del infante y técnica en la alimentacion. El 10% restante de
las causas de la DES son: infecciones enterales o parenterales, defectos congénitos,

nacimiento prematuro, entre otros.
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El poder destructivo de la desnutricion se manifiesta no soélo en la muerte de muchos
infantes, sino también en millones de sobrevivientes que padecen propension a

contraer enfermedades o quedan mermados intelectualmente.

2.3.1 CLASIFICACION DE LA DESNUTRICION INFANTIL DE ACUERDO A SU

INTENSIDAD

Se ha observado que el infante puede pasar por diferentes grados de desnutricion
clasificados de acuerdo con la deficiencia de peso en relacién con el peso de individuos

bien nutridos, en mismas condiciones de edad y grupo étnico.

e Desnutricion de primer grado o desnutricidon leve: Es aquella en la que el infante

presenta pérdida de peso entre el 10 y 25% que deberia tener para su edad.

e Desnutricion de segundo grado o desnutricion moderada: Se determina cuando
el déficit de peso se encuentra entre el 25y 40% para su edad. En este caso, el
infante es blanco de infecciones respiratorias y gastrointestinales que acenttan
la desnutricién pasando facilmente a la desnutricién de tercer grado (Gémez,

1946).

e Desnutricién de tercer grado o desnutricion grave: Es considerada como aquella
en la que el déficit de peso del individuo es mayor al 40%, en donde las reservas

nutricias estan agotadas comprometiendo la sobreviviencia del infante. La DES
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grave a su vez, tiene dos manifestaciones clinicas: el marasmo y el kwashiorkor

(Gbémez, 1946; Golden, 2002).

Los nifios con desnutricion tipo marasmo, lo cursan dentro del primer afio de
edad principalmente y es producto de una dieta pobre en proteinas y calorias;
se caracteriza por un importante retraso del crecimiento. Estos nifios
presentan cuadros de infecciones frecuentes, diarreas, pérdida de grasa
corporal, inflamacién estomacal, ojos hundidos, pérdida de peso, cambios en
el color del cabello y una apariencia fisica de inanicién severa (Gamez y col.,

2003).

El kwashiorkor es un término aplicado a un nifio cuya ingesta de
carbohidratos es variable pero no tiene proteinas en su dieta, generalmente
se registra en nifios de 1 a 5 afios de edad (Golden, 2002). Se caracteriza
por edema en abdomen y extremidades (Sauerwein y col., 1997) ademas de
la presencia de otros sintomas como son: cambio en el color del cabello el
cual cae con facilidad al tocarlo, piel deshidratada y descamacion.

(Sauerwein y col., 1997).

La desnutricidn cal6rico-proteinica es un sindrome nutricional caracterizado
por un estado multifactorial donde predomina el déficit proteico-energético,
como resultado de una dieta inadecuada en cantidad y/o calidad de macro y
micronutrientes que impide cubrir las necesidades del individuo para su
crecimiento y desarrollo adecuado de acuerdo a su edad o etapa de vida

(Waterlow, 1996).
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2.3.2 MODELOS EXPERIMENTALES DE LA DESNUTRICION INFANTIL

Desde el momento que se logro definir la desnutricion infantil, se ha intensificado el
estudio de las enfermedades relacionadas con las deficiencias en la nutricion, de tal
forma que actualmente se cuenta con criterios clinicos que la identifican y se conoce su
impacto en el desarrollo mental infantil, asi como en la respuesta inmunolégica en la
nifez (Vega, 1999). También se han desarrollado indicadores y parametros estandar o
de referencia para establecer comparaciones entre diversas poblaciones como los
criterios de Gomez, la propuesta de Waterloo (1977) y las normas de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) (1986); en gran medida por el uso de modelos

experimentales.

El uso de animales de laboratorio principalmente: ratas y ratones, en el estudio de la
desnutricion representa un elemento fundamental para avances en la prevencion y
tratamiento de este padecimiento. Estos modelos permiten el estudio de la desnutricion
en diferentes etapas de la vida (prenatal, postnatal y adulta) ademas; brindan la
posibilidad de realizar estudios in vitro y/o in vivo, facilitan el estudio de los efectos de
la desnutricién en diferentes grados y érganos afectados, no se requieren altos ingresos
econdémicos para su manejo y se obtienen resultados en corto tiempo debido al ciclo de

vida de estos animales (Birke, 2003).

La desnutricién experimental durante la lactancia se puede inducir principalmente bajo
los siguientes modelos; 1) Alimentacion de baja calidad nutritiva (Feliu y Slobodianik,

2002), 2) Camada alimentada por una madre desnutrida (Aradjo y col., 2010) y 3)
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Reduccién de la cantidad de alimento disponible al incrementar el nUmero de crias que
compiten por ser alimentadas por una nodriza y con ello, la cantidad de leche
consumida por cria es menor (Ortiz y col. 1999). El laboratorio de Biologia Celular y
Citometria de Flujo de la UAM-Iztapalapa, ha utilizado este tltimo método para estudiar
los efectos de la desnutricion, evidenciando que se trata de un método eficaz y
reproducible para inducirla, presentando ventajas: Provee altas cantidades de ratas
desnutridas de segundo y tercer grado, con bajo indice de mortandad (Ortiz y col. 1999),
las ratas con desnutricibn grave muestran signos, como pelo escaso, fragilidad en los
huesos y poca actividad motora, semejantes a lo observado en nifios con condiciones
nutricionales similares, pero sobretodo con este método se han determinado diversos
efectos de la desnutricion en el Sistema Inmunoldgico que se extrapolan a la deficiencia
inmunolégica observada en los nifios menores de cinco afios que la padecen (Ortiz y

col. 2000).

2.4 EFECTOS DE LA DESNUTRICION INFANTIL A NIVEL INMUNOLOGICO

2.4.1COMPOSICION Y FUNCION DEL SISTEMA INMUNOLOGICO

El Sistema Inmunolégico (SI) comprende los mecanismos de defensa biologicos
destinados a mantener la integridad estructural y funcional de los individuos, mediante
la neutralizacion y eliminacion de agentes infecciosos, células y moléculas extrafias
como detritus y productos moleculares de células propias envejecidas o tumorales al

reconocer algunas partes expuestas en su superficie, denominadas epitopos o
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determinantes antigénicos. El S| consta de varios tipos de moléculas, células y 6rganos,
disefiados para generar estas reacciones de defensa (Abbas y Lichtman, 2008; Roitt,

2008).
a) Mecanismos de defensa inmunoldgica

La respuesta inmunoldgica inicia con el reconocimiento o primer contacto con el
patégeno o del material extrafio, desencadenandose las diversas reacciones para
eliminarlo. Dichas reacciones se dividen en dos categorias: respuestas inmunologicas
innatas (0 no adaptativas) y las respuestas inmunoldgicas adquiridas o adaptativas

(Bonham y col., 2002).

Primeralinea de defensa. Constituida por barreras fisicas y quimicas, como son la piel
y las mucosas (nasal, intestinal, etc.), sus secreciones (pH &cido del estémago,
lisozima, y otros componentes antibacterianos del sudor y otras secreciones) y la flora
autoctona protectora. Una vez que los patégenos han atravesado esta primera barrera,
el sistema inmunitario pone en marcha los mecanismos de defensa activa (Palomo y

col., 2009; Rytter y col., 2014).

Respuesta inmunoldgica innata. Cuenta con células fagociticas, que incluyen a los
granulocitos —neutrdfilos, basofilos y eosinoéfilos— monocitos y macréfagos. Su sistema
de reconocimiento es de baja especificidad, funciona a través de mecanismos estandar
de ingestion y destruccion, sin necesidad de que haya habido una exposicién previa al
patdgeno y, por tanto, actia de forma rapida y no se modifica tras la exposicion repetida
a un determinado agente infeccioso. Esto les permite unirse a una amplia variedad de

productos microbianos (Palomo y col., 2009; Rytter y col., 2014).
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Por otro lado, dicha respuesta no sélo cumple su funcion defensiva poco después de
una infeccion, sino que también advierte de esta “invasion” o dafio celular con el objetivo
de organizar una respuesta inmunolégica adaptativa posterior. Por ende, los distintos
componentes de la respuesta inmunologica innata suelen reaccionar de un modo
diferente contra los diversos patdgenos (p. ej., las bacterias o los virus) y esto
direccionard el tipo de respuesta inmunoldgica adaptativa que se requiera (Palomo y

col., 2009; Rytter y col., 2014).

Respuesta inmunolégica adaptativa. Incluye células mas especializadas, los
linfocitos, que actian mediante un reconocimiento especifico del microorganismo que
ha invadido el organismo y la generacién de clones de células (células de memoria) que
responden de forma especifica frente al invasor en cuestion. Este tipo de respuesta no
aparece de forma tan rapida, pero es méas efectiva, se basa en la actividad de dos
sistemas: humoral y celular. La inmunidad humoral esta mediada por proteinas solubles
llamadas inmunoglobulinas o anticuerpos, producidas por las células plasméticas. La
inmunidad celular recibe este nombre debido a que sus mediadores son células, a
diferencia de la inmunidad humoral cuyos mediadores son moléculas. Las células T o
linfocitos T, son los principales efectores de la inmunidad celular (Abbas y Lichtman,
2008).

b) Origen de las células que participan en la respuesta inmunoldgica

Las células del sistema inmunitario se forman a partir de las células hematopoyéticas

pluripotentes, mediante dos principales vias de diferenciacion:

- La estirpe linfoide da lugar a linfocitos.



Sara B, Fevera Solie

- La estirpe mieloide da lugar a los fagocitos (monocitos, macrofagos y

granulocitos y las plaquetas).

Los linfocitos se clasifican en linfocitos T, linfocitos B y células asesinas (NK, del inglés
natural Killer). Las células T se desarrollan a partir de precursores en el timo, mientras
que las células B se diferencian en el higado fetal y en la médula 6sea de los adultos.
Estos drganos en los que se diferencian los linfocitos se denominan érganos linfoides
centrales o primarios. En ellos, los precursores de las células T y B adquieren la
capacidad para reconocer antigenos, mediante la adquisicion de receptores de

superficie especificos (Abbas y Lichtman, 2008; Rodak, 2005).

Los linfocitos se producen a diario en grandes cantidades en estos 6rganos linfoides
centrales y algunas de estas células migran hasta los 6rganos linfoides periféricos o
secundarios (bazo, ganglios linfaticos, amigdalas y tejido linfoide asociados a mucosas)
a traveés del torrente sanguineo. Las células linfoides constituyen del 20% al 40% de los
leucocitos circulantes totales. Muchas células linfoides maduras son de vida larga y
pueden persistir como células de memoria durante varios afios o incluso durante toda

la vida del individuo (Abbas y Lichtman, 2008; Rodak, 2005).

Los linfocitos T se dividen a su vez en “cooperadores” (o helper; se distinguen por la
presencia de la molécula CD4 en su superficie) y “citotdxicos/supresores”
(caracterizados por la molécula CD8 en su superficie); ambos participan en la
inmunidad mediada por células o inmunidad celular. Cada una de estas subpoblaciones
tiene diferencias importantes en su funcion. Los linfocitos T CD8+ tienen una actividad

citotoxica, puesto que se encargan de matar células que muestran moléculas extrafas
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en su superficie, cumpliendo asi un papel importante en las infecciones virales (Parslow
y col., 2002). En cambio, los linfocitos T CD4+ promueven la proliferacion, maduracion
y funciéon inmunolégica de otros tipos celulares, a través de citocinas que tienen
propiedades hormonales (Parslow y col., 2002). Los linfocitos T CD4+ se subdividen a
su vez en subclases, que se distinguen con base en su funcién y las citocinas que
producen (Parslow y col., 2002; Rodriguez, 2005). La subclase mas conocida son los
Th1, que producen INF-y, IL-2 y TNF-B, y los Th2, que producen IL-4, IL-5, IL-10 e IL-
12 (Mosmann, 1991; Mosmann, y col., 1986). Durante los ultimos afios se han afiadido
a la lista més fenotipos efectores diferenciados estables (Mosmann y col., 2009; Reiner,

2007).

Los linfocitos B sintetizan las inmunoglobulinas (Ig) o anticuerpos, componentes
fundamentales de la inmunidad humoral. Estas inmunoglobulinas son moléculas que
circulan solubles en el plasma e infiltran los tejidos, pero son producidos por los
linfocitos B o0 las células plasméaticas en los ganglios linfaticos. Incluso algunos
anticuerpos pueden proceder de antiguas células de memoria (Rytter y col., 2014;

Karim y Fadi, 2015).

La tercera poblacion de linfocitos, las células NK no expresan receptores de antigeno,
por lo tanto, carecen de especificidad y de memoria por lo que son incluidas dentro de
la inmunidad inespecifica. Estas células proceden de precursores linfoides de la médula
0sea, morfologicamente presentan el aspecto de linfocitos granulosos grandes. Tienen
accion citotoxica y regulan la respuesta inmunologica a través de las citocinas que

producen (Rytter y col., 2014; Vivier y col., 2008).
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c) Activacién de los linfocitos

Las células T y B se activan cuando se unen a sus antigenos especificos. Las células
T necesitan detectar al antigeno asociado a moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) de las células presentadoras de antigeno, mientras que las
células B son capaces de unirse a antigenos libres, pero suelen necesitar la
colaboracion de células T para ser activados, salvo en el caso de ciertos antigenos

polimeros o moléculas con capacidad intrinseca mitogénica (Jenkins y col., 2001).

Los linfocitos B y los linfocitos T presentan receptores para antigenos especificos, como
son la IgM de membrana que forma parte del BCR (Receptor de células B) y el TCR
(Receptor de células T), respectivamente. Para que se produzca la activacion de las
células T y B, ademés de la union especifica del antigeno a las células T y B, es precisa
la intervencién de otras moléculas de superficie como CD28 para las células T. La
activacion y la proliferacion inducidas por el antigeno se suelen producir en los tejidos

linfoides (LeBien y Tedder, 2008).

La interaccién entre un linfocito en reposo y un antigeno desencadena una serie de
acontecimientos bioquimicos tempranos, que conducen a la formacién de “segundos
mensajeros” en el seno de la célula B o T, induciendo cambios a nivel del ADN celular.
Varias vias importantes estan implicadas en la activacion linfocitaria, de inicio se activan
tirosina cinasas citoplasmicas, estas fosforilan a moléculas adaptadoras e inician la
cascada de sefalizacion (Cantrell, 2003). La fosfolipasa Cy (FLyC o PLyC) se activa en

este proceso y rompe al fosfatidilinositol (PIP) para liberar diacilglicerol (DAG) y
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trifosfato de inositol (IP3), esto a su vez inicia dos vias de sefializacion (Billadeau y col.,

2007).

ElI DAG activa a la via de la proteina cinasa C (PKC), que dirige la fosforilacién de varios
sustratos intracelulares y se induce la expresién de genes importantes en la respuesta
del linfocito T. Por otro lado, el IP3 activa a su receptor en el reticulo endoplasmico, que
favorece la liberacion de Ca2+ al citoplasma (Winslow y col., 2003). La sefial de calcio
activa a la calcineurina fosfato dependiente de Ca2+/calmodulina. La calcineurina
desfosforila al factor de transcripcion NFAT lo que permite que se acumule en nudcleo y
gue une promotores del gen de la interleucina 2 (IL-2) (Cahalan y Chandy, 1997; Panyi
y col., 2004). Esto ultimo incrementa la secrecion de esta hormona linfotréfica implicada
en la generacion de fenotipos efectores de las células T estimuladas por el antigeno y

a su proliferacién y maduracion (Figura 1).
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Fig. 1. Sinapsis inmunoldgica. Tomada de: Orozco, 2015.
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d) Organos linfoides (Timo y Bazo)

El sistema linfoide esta organizado en forma de 6rganos encapsulados aislados y con
acumulaciones de tejido linfoide difuso. Se clasifica en érganos y tejidos linfoides

primarios (centrales) y secundarios (periféricos) (Palomo y col., 2009).

Los organos linfoides primarios: Timo y médula 6sea; son los lugares en los que se
produce mayoritariamente la linfopoyesis (produccién de linfocitos). En ellos, se
encuentra el microambiente idéneo para que los linfocitos se diferencien a partir de
células madre linfoides, proliferan y dan lugar finalmente, a células maduras
funcionales, al adquirir el repertorio de receptores especificos de antigeno, que
utilizaran para enfrentarse a los antigenos con los que se encuentren a lo largo de su

existencia (Palomo y col., 2009).

Los organos linfoides secundarios son el bazo, los ganglios linfaticos y los tejidos
asociados a mucosas. Estos 6rganos proporcionan a los linfocitos el entorno para
interaccionar entre si, con las células accesorias y con los antigenos. Para que se
produzca una respuesta inmunolégica en los o6rganos linfoides secundarios es
necesaria la presencia de macrofagos fagociticos, células presentadoras de antigenos

(CPA) y células T y B maduras (Palomo y col., 2009).

Timo. El timo de los mamiferos es un 6rgano bilobulado, situado en la cavidad toracica,
por encima del corazon y los grandes vasos sanguineos. Cada uno de sus lobulos
principales esta compuesto a su vez de lobulillos, separados a su vez por trabéculas de

tejido conjuntivo. En cada uno de estos lobulillos, las células linfoides (timocitos) se
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encuentran distribuidas en una corteza de gran densidad celular y una médula de menor
densidad celular. Existe un gradiente de maduracion de estas células timicas que van
desde las mas inmadura en la corteza hasta las que se encuentran en una etapa de
maduracion mas tardia en la médula. Tanto en la corteza como en la médula se
encuentra una red de células no linfoides que constituyen el estroma timico, y que

consta de varios tipos celulares:

- Células reticuloepiteliales: 1) Células nodriza (tipo | y Il), 2) Células corticales
epiteliales (tipo Il y IV) y 3) Células medulares epiteliales (tipo V y VI).
- Células dendriticas interdigitantes sobre todo en el limite cArtico-medular.

- Macréfagos, con una localizacion similar a las dendriticas.

Todas estas células no linfoides del estroma expresan en sus superficies moléculas
CMH de tipo | y/o I, y participan en la maduracion y seleccion de los timocitos hacia

células T maduras (Abbas y Lichtman, 2008; Zdrojewicz y col., 2016).

El timo desarrolla su méaxima actividad durante los primeros afios de vida, lo que se
refleja en la produccién de linfocitos que, en un individuo de 35 afios de edad,
corresponde al 20% de la generada en el neonato. Conforme avanza la edad, disminuye
el numero de linfocitos T virgenes, por lo que la respuesta inmunolégica celular en
etapas avanzadas depende, principalmente, de los linfocitos T de memoria (Abbas y

Lichtman, 2008; Zdrojewicz y col., 2016)

Bazo. El bazo es el mayor de los organos linfoides ubicado dentro de la cavidad

abdominal. Tiene dos tipos de tejidos, el que corresponde a la pulpa blanca esta
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constituido por una arteriola central cubierta con una vaina de tejido linfoide
periarteriolar, los linfocitos T se encuentran alrededor del vaso sanguineo y las células
B confluyen y forman foliculos primarios. En el sitio de transicion entre ambas zonas
hay un gran nimero de macréfagos que presentan antigenos a los linfocitos y fagocitan
células deterioradas, principalmente eritrocitos. La otra zona del bazo denominada
pulpa roja esta integrada por sinusoides vasculares que finalmente conectan con la
vena esplénica, lo que permite la salida de la sangre que ingresa, constantemente, a
través de la arteria. El bazo filtra sangre de manera similar a como los ganglios filtran
linfa, y este mecanismo es uno de los mas efectivos para depurar al organismo de
gérmenes que de alguna manera llegan a la circulacién. Cada dia la mitad del volumen
sanguineo corporal total pasa por este 6rgano y en él se lleva a cabo la fagocitosis, no
s6lo de antigenos sino también de células senescentes o dafiadas (Bronte y Pittet,

2014).

A grandes rasgos podemos ver que el timo como 6rgano central del sistema
inmunoldgico y el bazo como 6rgano de mayor tamafio del sistema linfatico; son de vital
importancia para el individuo para la produccion, maduracién, diferenciacién y
activacion de los linfocitos, células indispensables para combatir diferentes antigenos
extrafios que puedan invadir el organismo. Por lo tanto, defectos en uno o mas de los
componentes del Sl conlleva a enfermedades graves, ocasionalmente fatales y una
nutricion inadecuada influye adversamente sobre la mayoria de las funciones

inmunoldgicas (Palomo y col., 2009; Cunningham y col., 2005).
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2.4.2 EFECTOS DE LA DESNUTRICION EN LA RESPUESTA INMUNOLOGICA

La desnutricion calorico-proteinica causa atrofia generalizada de los tejidos linfoides,
fundamentalmente en nifios. El timo, el bazo, las amigdalas, las placas de Peyer y los
nddulos linfaticos se ven seriamente afectados; por lo tanto, ademas de las primeras
barreras de defensa, las respuestas inmunoldgicas: innata y adaptativa, se ven también

gravemente comprometidas (Cortés y col., 2013).
a) Efecto de la desnutricién en la primera linea de defensa

Se ha observado que la DCP altera la integridad tisular de la piel y de las mucosas.
No solo se altera la permeabilidad de la piel sino se reduce la secrecion de las mucosas
y algunas de ellas pierden los cilios (ej. mucosa respiratoria). En la mucosa
gastrointestinal se ha observado reduccion de la secrecién de &cido gastrico que
conduce a una mayor susceptibilidad a algunos patégenos (Peterson y Artis, 2014). Por
ejemplo, una dieta deficiente en proteinas, zinc, vitamina A o folato altera la tasa de
proliferacién celular y la replicacion del ADN en el epitelio intestinal lo que hace que
este tejido sea particularmente vulnerable. Un modelo de cerdo con retraso del
crecimiento severo (cerdos alimentados Unicamente con harina de maiz) mostro que la
desnutricion condujo a la atrofia de la mucosa del intestino delgado (Lykke y col., 2013).
Ratas sometidas a una dieta baja en proteinas sufrieron alteracién de la proliferacion
de células epiteliales gastricas (Kasai y col., 2012). La interrupcion de la barrera epitelial
intestinal se asocia con una pérdida de tejido linfoide y una microbiota intestinal alterada
(Mondal y col., 2012), las cuales influyen en el riesgo de infeccién entérica. Dawson y

Blapg (1950) probaron la actividad bactericida de la saliva de nifios desnutridos y nifios
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eutréficos contra diversos agentes microbianos y reportaron que la saliva de los

primeros casi no poseia actividad antibacteriana en relacion a la de los controles sanos.

Las deficiencias de nutrientes también conducen a diversas manifestaciones
dermatoldgicas (Heath y Sidbury, 2006.). Segun Ibrahim y col., 2017, no hay estudios
que hayan evaluado el riesgo de infeccidn cutanea en nifilos desnutridos. Sin embargo,
se puede suponer que los cambios cutaneos relacionados con la desnutricion,
especialmente el edema, la descamaciéon y la dermatosis grave de "escamas" de
kwashiorkor, predisponen a la entrada de patégenos e infecciones. Estudios
experimentales en animales identificaron el efecto de la desnutricion en la barrera fisica
de la piel. El adelgazamiento de la dermis y la reduccién de los niveles de colageno
fueron evidentes en ratas alimentadas con dietas bajas en proteinas o (Leite y col.,
2011). La desnutricion también tiene una influencia perjudicial sobre la curacion de
heridas, ya que ratas que recibieron restriccion de proteinas en la dieta mostraron una
cicatrizacion tardia de la herida que incluia contraccién de la herida deteriorada, mayor
namero de células inflamatorias, deposicion de colageno deficiente, una matriz

extracelular edematosa, etc. (Mechanick, 2004).
b) Desnutricién y la respuesta inmunoldgica innata

Varios estudios en humanos y estudios experimentales en animales han identificado
déficits en la funcion inmunoldgica innata relacionados con la desnutricion. Hay gran
impacto de la DCP en la funcion del complemento y las células inmunologicas innatas;
monocitos/macrofagos, los neutrofilos, las células NK y las células dendriticas (CD)

(Reid y col., 2002; Abe y col., 2003; Ibrahim y col., 2013).
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En los mediadores inflamatorios sanguineos, complemento, y proteinas de fase aguda:
La respuesta de fase aguda es una respuesta sistémica a la infeccion u otras causas
de inflamacion. Conduce a la supresién del apetito y al balance energético negativo.
Los niflos con desnutricion severa a menudo tienen una respuesta febril leve a la
infeccion. De acuerdo con esta observaciéon clinica, algunos estudios han informado
sobre la produccion reducida de proteinas de fase aguda y citocinas proinflamatorias
(IL-1, IL-6 y TNF) en nifios con kwashiorkor y marasmo (Jahoor y col., 2008; Reid y col.,

2002).

En monocitos/macrofagos: Varios estudios clinicos y experimentales en animales
demostraron un numero reducido de monocitos y macrofagos en huéspedes
desnutridos. Infantes menores de un afio con DCP presentaron niveles elevados del
marcador apoptotico CD95 (Fas) en neutréfilos, linfocitos y monocitos de sangre
periférica, que disminuyeron después de la rehabilitacion nutricional (Nassar y col.,
2009). Esto sugiere que la vida util de los monocitos se reduce en nifios desnutridos.
Se determiné que ratones con deficiencia proteinica tenian un niamero reducido de
monocitos sanguineos circulantes (Cunha y col.,, 2013). Ratones con una dieta
deficiente en diferentes nutrientes (proteina, hierro y zinc) tuvieron un nimero reducido
de macréfagos residentes (subcorticales) y del seno subcapsular en sus ganglios
linfaticos en comparacion con los de los controles bien alimentados (Ibrahim y col.,
2013). Las ratas expuestas a la restriccion de proteinas en la dieta durante la lactancia

tenian menos macrofagos alveolares (de Melo y col., 2013).
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La funcion efectora de macréfagos también se ve reducida en el huésped desnutrido.
Los macréfagos peritoneales de ratones con DCP mostraron una fagocitosis alterada
(Redmond y col., 1991) y disminucién en la produccién de especies reactivas de

oxigeno y en la produccion de 6xido nitrico (Andstead, 2003).

Neutrofilos. La quimiotaxis de los neutrofilos y la actividad microbicida se ve deteriorada
en nifios con DCP (Nayak y col., 1989). Se han observado deficiencias en la sintesis
de enzimas lisosomales y una actividad glucolitica reducida en neutréfilos de nifios
desnutridos (José y col., 1975). El acido retinoico juega un papel critico en la
maduracion de los neutrdfilos. Los neutrdfilos de ratas deficientes de vitamina A
mostraron quimiotaxis deteriorada, fagocitosis y generacion de especies reactivas de
oxigeno (Twining y col., 1997). Una dosis Unica de suplementos de vitamina A mejor6
la capacidad fagocitica de los neutréfilos en 68 nifios en edad preescolar evaluados en
una clinica de nutricion venezolana (el 25% tenia deficiencia de vitamina A) (Jiménez y
col., 2010). Ratas deficientes en folato también tuvieron un nimero menor de neutréfilos
y eosindfilos (Abe y col., 2013). A la inversa, se demostrd que las ratas con deficiencia
de zinc aumentaron los recuentos de neutrofilos en circulacion, lo que probablemente
fue el resultado de un aumento de los niveles de corticosterona y una mayor liberacién
de la médula 6sea (Someya y col., 2009). Los recuentos de granulocitos circulantes (y
los niveles elevados de corticosterona) volvieron a la normalidad después de 2

semanas de alimentacion con una dieta con suficiente zinc (Sakakibara y col, 2011).

Células asesinas naturales (NK, Natural Killer). Los nifios de 8 a 36 meses de edad con

desnutricion moderada o grave no mostraron una disminucién en el nimero de células
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NK circulantes pero si su actividad (Salimonu y col., 1982) la cual fue recuperada con
intervencion nutricional terapéutica (Salimonu y col., 1983). El nimero de células NK 'y
la actividad citotdxica se redujeron en los pulmones y el bazo de ratones con restriccion
energética en respuesta a la infeccion por el virus de la influenza (Ritz y col., 2008). El
namero y la actividad de las células NK esplénicas también se redujeron en ratas
deficientes en vitamina A y se normalizaron después de la reposicion de esta vitamina
(Bowmany col., 1990). El numero total de células NK y su citotoxicidad se redujeron en

ratas alimentadas con una dieta deficiente en folato (Kimy col., 2002).

Células dendriticas (CD). Los nifios gravemente desnutridos de Zambia tuvieron un
namero reducido de CD que se recuperaron después de un tratamiento nutricional
(Hughes y col.,, 2009). En una subpoblacion de estos nifios con evidencia de
endotoxemia, las CD mostraron una maduracion deficiente (incapacidad para regular el
HLA-DR (Human Leukocyte Antigen — DR isotype)) y una capacidad reducida para
estimular la proliferacién de células T (Hughes y col., 2009). El efecto de la DCP en la
capacidad de presentacion de antigeno de DC y la inducciéon de la activaciéon de las

células T se encontr6 que era nula o deteriorada (Abe y col., 2003; Niiya y col., 2007).
c) Desnutricion y alteraciones en la respuesta inmunoldgica adaptativa

La inmunidad adaptativa o adquirida se caracteriza por respuestas inmunitarias
celulares y mediadas por anticuerpos, generadas por los linfocitos T y B,
respectivamente. Estas respuestas reaccionan con alta especificidad hacia patdogenos
y crean una memoria inmunologica de larga duracion. El sistema inmunitario adquirido

también orquesta la tolerancia hacia lo propio y a otros materiales no patdégenos como
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la microbiota intestinal (Murphy, 2012). Diferentes articulos describen el efecto de la
desnutricion en la inmunidad adquirida; hablan en general del sistema timo-linfatico, de
la respuesta de hipersensibilidad retardada, de linfocitos circulantes, de

inmunoglobulinas en la sangre y citocinas, etc (Ryttery col., 2014, Ibrahimy col., 2013).

Timo. Se ha determinado que el timo es el barbmetro de la desnutricion, este 6rgano
linfatico central se ve gravemente afectado por esta condicion nutricional. En recién
nacidos y nifios preescolares la DCP provoca atrofia en el timo, asociada a la
disminucion celular y un mal desarrollo de los 6rganos linfoides periféricos (Savino,
2002). Esto inicia una cadena de defectos inmunoldgicos caracterizados por
leucopenia, disminucion de la proporcion de linfocitos T CD4+ y CD8+ e incremento del
namero de células T doble negativas e inmaduras en la periferia (Schaible y Kaufmann,
2007). Se observa, ademas una relacion directa entre la desnutricion, la supresion de

la respuesta inmunoldégica y la infeccion (Keusch, 2003).

Estudios de autopsia en nifios desnutridos describen atrofia timica profunda,
agotamiento de timocitos y una alteracion de la matriz extracelular (Lyra y col., 1993).
Sin embargo, muchos de estos nifios murieron a causa de infecciones graves, que en

si mismo es la causa de atrofia timica aguda (Savino y col., 2007).

El agotamiento de los timocitos relacionados con la desnutricion y la infeccién es
causado por el aumento apoptosis de las poblaciones de timocitos CD4-CD8- (doble
negativas) y CD4+CD8+ doble positiva (Ortiz y col., 2008). La reduccion de la
proliferacion de timocitos también contribuye a la hipocelularidad del timo (Mitsumori.,

1996). Las deficiencias en proteinas dietéticas y zinc conducen a apoptosis de timocitos
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(Nodera y col., 2001). La apoptosis de timocitos durante la desnutricion es impulsada
por niveles elevados de glucocorticoides circulantes (Barone y col., 1993) y niveles
reducidos de leptina (da Silva y col., 2013). El tratamiento con leptina a ratas
desnutridas a causa de una dieta deficiente en proteinas disminuyé la apoptosis de

timocitos (Howard y col., 1999).

Linfocitos T. Resultados en nifios desnutridos hospitalizados con infeccion bacteriana
no mostraron diferencias en el nimero de linfocitos T CD8 +y CD4 + en sangre (Néjera
y col., 2004), pero tenian numeros reducidos de linfocitos T de memoria CD4 + CD45R0O
+ (Najera y col., 2001) y numeros reducidos de subconjuntos de linfocitos T efectoras
(CD4 + CD62L-y CD8 + CD28-) (Néjera y col., 2007). Nifios anémicos con deficiencia
de vitamina A mostraron aumentos notables en el nimero total de linfocitos T CD4 +y
linfocitos T CD8 + después de la suplementacion con vitamina A (de Azevedo y col.,
2010). De acuerdo a estos datos y que la desnutricién altera la funcion de las células
presentadoras de antigenos, podria ser que la respuesta adaptativa de las linfocitos T
es imposibilitada no debido a un cambio intrinseco en la funcién de las linfocitos T.
Estudios en células mononucleares de sangre periférica de nifios desnutridos con
infeccidn bacteriana tuvieron niveles reducidos de citocinas clave requeridas para la
diferenciacion Thl (IL-7, IL-12, IL-18 e IL-21) y la funcién (IFN-y e IL-2) (Badr y col.,
2011; Gonzalez y col., 2013) y sobreexpresion de las citocinas Th2 IL-4 e IL-10
(Gonzaéles y col., 2008). Estudios en ratones con dieta restringida de proteinas condujo
a atrofia esplénica con numeros variables de linfocitos T (Taylor y col., 2013, Cuervo y

col., 2014). Ratas con DCP y deficiencia de zinc presentaron disminucion en el nivel de
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produccion de linfocitos T CD4+CD8+ inmaduras debido a una mayor tasa de apoptosis
de estos timocitos y una menor capacidad proliferativa (Ortiz y col., 2008). La capacidad
de linfocitos T para responder a los estimulos inflamatorios también se ve afectada
negativamente por la desnutricion. La desnutricion grave inhibe la activacion de las
células T dependientes del metabolismo de la glucosa (proliferacion y produccion de
citoquinas) (Saucillo y col., 2014; Jacobs y col., 2008). La activacion in vitro de células
T de ratones en ayunas durante 48 h mostr6 un deterioro en la produccion de las
citocinas Thl IL-2 e IFN-y que fueron recuperadas por leptina exégena (Saucillo y col.,

2014).

Linfocitos B y la respuesta de anticuerpos. Nifios desnutridos con infeccion bacteriana
respiratoria 0 gastrointestinal presentaron un numero reducido de linfocitos B en
comparacién con nifios infectados bien nutridos (Najera y col., 2014). La funcién de los
linfocitos B generalmente parece mantenerse en nifios con DCP, aunque la respuesta
inmunolégica mediada por anticuerpos especificos puede verse afectada. Los niveles
de inmunoglobulinas de tipo Th2 (IgG1 e IgE) aumentan, mientras que los niveles de
inmunoglobulinas de tipo Thl (IgG2a e IgG3) no se modifican (Neyestani y Woodward,
2005). Se reducen los numeros de células secretoras de IgA y las concentraciones de
IgA secretora (Green y Heyworth, 1980, 59). Sin embargo, la administracion oral del
probidtico Lactobacillus pentosus a ratones deficientes en proteinas restauro los niveles
de IgA intestinal y el niumero de células esplénicas By Th2 a los niveles de los controles
(Shimosato y col., 2011). Esto sugiere que la desnutricion media su efecto sobre la

inmunidad de la mucosa al afectar la microbiota intestinal. Ratas deficientes en folato
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tuvieron un numero menor de células By T que las de los controles (Abe y col., 2013).
Ratones deficientes en vitamina A produjeron una respuesta deficiente de 1gG que se

restaurd con la reposiciéon de vitamina A (Chuny col., 1992).

La DES provoca disminucion tanto de linfocitos circulantes como tisulares, las
respuestas cutaneas de hipersensibilidad retardada estan disminuidas en proporcion a
la severidad de la DES. La respuesta proliferativa de los linfocitos T se encuentra

alterada en forma variable.
d) Efectos de la desnutricién sobre la sintesis de citocinas

Investigaciones previas han demostrado que en la DCP, la actividad de los macrofagos
se encuentra alterada, hay disminucion en la fagocitosis y en la produccién de citocinas
(IL-1 e IL-6). También se ha demostrado que en células mononucleares de sangre
periférica de nifios desnutridos, existe disminucion en la sintesis de IL-1 (Palacio y col.,

2002).

En 2005, Rodriguez y col., reportaron disminucion en la sintesis de IL-2 e IFN-y y
aumento de IL-4 e IL-10 en sangre periférica de nifios desnutridos. Trabajos realizados
con cobayos desnutridos han demostrado que la produccion de varias citocinas,
incluyendo TNF-q, interferon y factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) esta
reducida. Otro estudio muestra que existe disminucién significativa en el contenido de
IL-6 en el sobrenadante de cultivos de células mononucleares de sangre periférica de

nifos desnutridos (Ortiz y Rodriguez, 2008).
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2.5 AGENTES INMUNOMODULADORES

La actividad inmunomoduladora es un término general que indica un efecto biolégico o
farmacoldgico sobre los factores humorales o celulares que actdan en la respuesta
inmunoldégica. Desde tiempos antiguos se han utilizados productos naturales capaces
de modificar la respuesta inmunolégica. La modulacién del Sl a través de su
estimulacion o supresion puede contribuir al mantenimiento de un buen estado de salud
(Tany Vanitha, 2004; Chin y col. 2006). Numerosas moléculas estimulantes del sistema
inmunolégico han sido aisladas de plantas y de hongos superiores, y con ello han
abierto las puertas para el desarrollo de farmacos novedosos. Algunos de los ensayos
utiizados méas frecuentemente para detectar la actividad inmunomoduladora de
extractos son: Evaluacion de fagocitosis, ensayo proliferacion linfocitica, ensayos para

determinar la produccion de diferentes citocinas, etc. (Sanchez y col., 2002).

2.6 Urtica dioica L.

La planta herbacea Urtica dioica L. (Urticacea), es de importancia econémica debido a
sus potenciales medicinales, nutritivos y textiles. Es de distribucibn amplia,
principalmente en América, Europa y Asia (Kavalali, 2003; Rafajlovska y col., 2013). En
México, es conocida como Ortiga, Chichicastle, Mala mujer, etc., se localiza en los
estados de Hidalgo, Jalisco, Morelos, Puebla, Oaxaca (Espinosa y Sarukhan, 1997;

Villasefior y col., 1998;).
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2.6.1 CARACTERISTICAS BOTANICAS

Urtica dioica L. es una hierba anual o perenne que alcanza hasta un metro de altura.
Debido a su rizoma, vuelve a surgir afio tras afio, generando un tallo de seccion
cuadrada y color ligeramente rojizo. Tanto el tallo como las hojas se encuentran
cubiertos por tricomas urticantes. Las hojas son redondas o alargadas con el borde
aserrado. Las flores son verdes, pequefias y agrupadas en espigas que salen de las
axilas de las hojas. Los frutos son aquenios, ovoides de color café (Villasefor y col.,

1998; Espinosa y Sarukhan, 1997; Kavalali, 2003).

2.6.2 COMPOSICION QUIMICA

Se ha descrito una gama amplia de metabolitos de la raiz y de las estructuras aéreas

de Urtica dioica (UD), incluyendo flavonoides y fenilpropanoides.

En los pelos urticantes se ha reportado la presencia de &cido férmico, acetilcolina,

serotonina e histamina.

En las flores y hojas de UD se han identificado algunos flavonoides glucésidos como:
rutina, isoquercetina, quercetina, kampferol. Farag y col., (2013) identificaron 43
compuestos del aceite esencial de las estructuras aéreas de UD, entre ellos: hexanal,
nonanal, lonalool, octanol, carvona, carvacrol, fitol, etc. Se ha determinado la presencia
de clorofilas, acidos grasos, acido caféico, los acidos; acético, butirico, citrico, formico,
fumarico, ascorbico y proteinas, aceites esenciales, taninos, mucilagos (Konrad y col.,

2000; Giil y col., 2003), vitaminas A, B1, Bz, C, acido félico, acido pantoténico, ademas
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de minerales; hierro, azufre, magnesio, manganeso, cobre, zinc, cobalto, sales

potésicas y célcicas, nitratos (ESCOP Monographs, 2003; Rafajlovska y col., 2013).

En la raiz de UD se han encontrado &cido oleandlico, 3-B-sitosterina, escopoletina,
neolivil y glucésidos (Schilcher y Effenberger, 1986; ESCOP Monographs, 2003).
Peumans y col., (1984) aislaron una lectina: Urtica dioica aglutinina (UDA), ademas de
compuestos activos, tal como: fitosteroles, triterpenos, lignanos, cumarinas, ceramidas,
acidos grasos que fueron aislados de la fraccion lipofilica de la raiz de UD, estos

hallazgos se consideran muy importantes farmacolégicamente.

2.6.3 USOS Y PROPIEDADES MEDICINALES

De Urtica dioica L. se utiliza la planta completa, las hojas, los frutos o la raiz. Tiene
propiedades nutritivas, medicinales y textiles. Tradicionalmente se emplea para tratar:
afecciones genitourinarias (cistitis, uretritis, urolitiasis, nefritis), adenoma benigno de
préstata, gota, hipertension arterial, edemas, afecciones de la piel (acné, quemaduras,
Ulceras cutaneas, alopecia), diabetes, anemia (por déficit vitaminico o mineral),
sangrados internos, afecciones del tracto gastrointestinal (diarrea, disenteria e
hiperacidez gastrica), alergias, dolores musculo-esqueléticos, osteoartritis (Hirano y

col., 1994; Gilcin y col., 2004).

2.6.4 PROPIEDADES BIOLOGICAS Y FARMACOLOGICAS

Se han realizado estudios in vitro e in vivo, pre-clinicos y clinicos de Urtica dioica L.

Moderresi-Chahardehi y col. (2012) reportan actividad antimicrobiana de nueve
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extractos crudos de sus estructuras aéreas pero no actividad antifangica. El extracto
acuoso de las estructuras aéreas de la planta tiene actividad antioxidante, antiulcerosa
y analgésica (Gulcin y col., 2004). Las partes subterrdneas (raiz y rizomas) han sido
objeto de investigacion en el tratamiento de la hiperplasia benigna de prostata. Se
reporta que el extracto de la raiz de UD tiene efecto antiproliferativo sobre cancer de

préstata (Konrad y col., 2000).

2.6.5 ACTIVIDAD INMUNOMODULADORA IN VITRO

En 1997, Basaran y colaboradores reportaron la actividad inmunomoduladora de Urtica
dioica L. sobre la quimiotaxis y la integridad metabdlica de neutrofilos. En el 2003,
Akbay y Basaran aislaron algunos compuestos del extracto metandlico de las partes
aéreas de Urtica dioica L., estudiaron la actividad inmunomoduladora de éstos in vitro
y establecieron que dichos compuestos tienen efecto quimiotactico significativo, lo que
sugiere que posiblemente podrian ser Utiles para el tratamiento de pacientes que sufren
de deficiencia de la funcién de neutrofilos. En el 2011, Tapia y col., reportaron la

actividad hematopoyética de Urtica dioica L. sobre células de bazo de ratén.

l1l. JUSTIFICACION

La desnutricion es un problema de Salud Publica en paises subdesarrollados, es una
preocupacion prioritaria para los servicios de salud dada su repercusion en las cifras de

mortalidad infantil y de eventuales secuelas en edades posteriores. Por lo que ha sido
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y sigue siendo de gran importancia conocer los efectos producidos por esta condicion.
Diversos estudios muestran que los niflos desnutridos presentan alteraciones en el
sistema inmunoldgico lo que les provoca alta susceptibilidad a infecciones. Hoy en dia,
los compuestos con actividad farmacologica sobre el sistema inmunolégico son de gran
interés por su potencial terapéutico en el tratamiento de diferentes patologias. Las
plantas y sus metabolitos pueden ser una fuente importante de compuestos
inmunomoduladores. En este caso, Urtica dioica L., es un excelente candidato, ya que
es de amplio uso medicinal, se comercializa como suplemento alimenticio en Estados
Unidos, Europa y Asia. Adema4s, esta planta es rica en compuestos y minerales con
actividades biolégicas diversas, por ello es necesario estudiar su efecto
inmunomodulador en la desnutricion. El presente trabajo se considera importante
evaluar el efecto inmunomodulador de la planta Urtica dioica L. sobre la proporciéon de
linfocitos T y B, produccion de citocinas, ademés de verificar si las células de ratas

desnutridas son capaces de incrementar su capacidad proliferativa.

IV. HIPOTESIS

La desnutricidn grave en ratas lactantes afecta la respuesta inmunol6gica. Por lo tanto,
la administracion del extracto de Urtica dioica L. a ratas con desnutricion grave durante
la lactancia, debera restablecer los elementos de la respuesta inmunoldgica que se

encuentren deteriorados en ellas.
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V. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad inmunomoduladora de Urtica dioica L. en células de timo, bazo

y sangre de ratas desnutridas.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Desarrollar una curva dosis respuesta de Urtica dioica L. para determinar su

efecto sobre la proliferacion de linfocitos T de bazo de ratas desnutridas.

2. Determinar el contenido de polifenoles totales en la dosis de trabajo de Urtica

dioica L.

3. Determinar el efecto de Urtica dioica L. sobre la proporcion de subpoblaciones

de linfocitos T CD4+ y T CD8+ en sangre y timo de ratas desnutridas.

4. Evaluar la proporcién de leucocitos en sangre periférica de ratas desnutridas

tratadas con Urtica dioica L.

5. Determinar la concentracion de células nucleadas totales en médula 6sea de

ratas desnutridas tratadas con Urtica dioica L.

6. Evaluar la capacidad de proliferacion de linfocitos T de bazo de ratas desnutridas

tratadas con Urtica dioica L.
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VI. MATERIAL Y METODOS

6.1 MATERIAL BIOLOGICO

Animales de experimentacion

Se emplearon crias de ratas Wistar de 1 dia de edad y ratas Wistar nodrizas del Bioterio
UAM-Iztapalapa, en condiciones controladas, con agua y alimento ad libitum. Los
animales fueron cuidados y tratados de acuerdo con los estatutos del CICUAL (Comité
Institucional para el Uso y Cuidado de los Animales de Laboratorio), de la norma oficial
mexicana para la produccién y mantenimiento de animales de laboratorio (NOM-062-

200-1999).
Material vegetal

e Urtica urens. Decoccion.
e Stinging Nettle Leaf Extract ©2013 Enzymatic Therapy, LLC Green Bay, WI
54311 USA. (Suplemento alimenticio de Urtica dioica L.). Su presentacion es en

capsulas con polvo del extracto de hojas de Urtica dioica L.

6.2 REACTIVOS

Xilazina (Procin, México; CAS 23076-35-9), Cloruro de sodio (NaCl; Meyer, México;
CAS 7647-14-5), Solucion amortiguadora de fosfatos (PBS-DULBECO; Microlab,
Mexico; MDL MFCD00131855), anticuerpos monoclonales: anti-CD3, anti-CD4, anti-

CD8, anti-CD45 (Biolegend, San Diego, CA, USA), Cell Counting Kit-8 (CCK-8, Dojindo



Sara B, Fevera Solie

Corp., Japan). Azul tripan; CAS 72-57-1, Concanavalina A (ConA); CAS 11028-71-0),
Albumina bovina sérica (BSA; Cohn Fraction V, p.H. 7.0; CAS 9048-46-8,
Paraformaldehido (PFA); CAS 30525-89-4 fueron obtenidos de Sigma Chemicals Co.

(St. Louis, MO, USA).

6.3 METODO

Colecta. La planta se colecté en Amecameca y municipios aledafios asi como también
en Toluca; sin embargo, no se encontrd Urtica dioica L., las especies que se colectaron
fueron Urtica urens, Urtica dioica variedad angustifolia Webb y Urtica mexicana.
Ademas, se compraron diferentes ortigas en el Mercado Sonora de la Ciudad de México
identificadas como Urtica urens. La identificacidon y autentificacion taxonémica se realizé
en el Herbario Metropolitano ‘Ramon Riba’ de la Universidad Autbnoma Metropolitana-

Iztapalapa.

U. urens es una planta que comparte el nombre coman de Ortiga con U. dioica L., su
morfologia es semejante y tienen propiedades etnomedicinales similares, como plantas
silvestres tienden a crecer en los mismos lugares, por lo que en ocasiones se les
comercializa indistintamente. Sin embargo, U. dioica L. ha sido mas estudiada
cientificamente (Ozkarsli y col., 2008; Marrassini y col., 2010). Con base a esta
informacion, se decidié comparar el efecto de la decoccion Urtica urens con el efecto
del extracto de Urtica dioica L. (adquirida como suplemento alimenticio en Estados
Unidos) sobre la capacidad de proliferacion de células de bazo de ratas con desnutricion

grave.



Sara B, Fevera Solie

Preparacién de la decoccién. La planta se dej6é secar a temperatura ambiente
protegida del sol y del polvo, se utilizaron las hojas, se pulverizaron en un molino manual
y se pesaron 270 g del material pulverizado, se agreg6 agua destilada en una relacién
1:12 y se calentd a ebullicion durante 15 minutos. Posteriormente, la mezcla obtenida
se filtré con gasa y papel Whatman No. 42, se eliminé el agua hasta sequedad total por
evaporacion por bafio Maria. Con el material solido se prepararon soluciones de
0.2g/mL, 0.3 g/mL y 0.4 g/mL, para ser administradas a las ratas desnutridas, el resto

se guardo en congelacion.

Induccidon de desnutricion por competencia de alimento. Se indujo desnutricion por
competencia de alimento durante el periodo de lactancia, que comprende los primeros
21 dias de vida. Se emplearon crias de ratas Wistar y ratas Wistar nodrizas, estas
Ultimas son alimentadas con alimento balanceado para roedores (PMI 5008). Los lotes
se formaron con crias de un dia de edad. Las camadas de las ratas bien nutridas (C-
BN) (Grupo control) fueron formadas con 7 crias por nodriza, y las camadas de ratas

desnutridas (C-DN) con 16 crias por nodriza.

Se registré el peso de las ratas cada tercer dia hasta el dia 21 (periodo de lactancia)

para identificar el grado de desnutricion en las ratas al destete, de acuerdo a:

= Primer grado o leve: son las que presentan un déficit de peso mayor al 10% y
menor al 25%.

= Segundo grado o moderada: son las que presentan un déficit de peso mayor al
25% y menor del 40%.

= Tercer grado o grave: son las que presentan un déficit de peso del 40% o mayor.
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Para este estudio se seleccionaron las ratas que presentaron desnutricion de tercer

grado, es decir, que tuvieran déficit de peso igual o mayor al 40 %.

6.4 Estudio comparativo del efecto de la decoccion de Urtica urens y el extracto
de Urticadioica L. sobre la capacidad de proliferacion de células de bazo de ratas

con desnutricion grave durante la lactancia

Se utilizaron ocho ratas desnutridas (DN) distribuidas aleatoriamente en tres grupos:
1) Tres ratas tratadas con la decoccion de Urtica urens (DNUU).
2) Tres ratas tratadas con la solucién del extracto de Urtica dioica L. (DNUd).
3) Dos ratas desnutridas sin tratamiento (DN)

Se incluyeron dos ratas bien nutridas sin tratamiento (BN).

Ambas plantas se probaron a la concentracion de 0.2, 0.3y 0.4 g/mL y se administraron
via intragastrica los dias 14, 16, 18 y 20 del experimento. Los grupos BN y DN recibieron
Solucién Salina Fisiolégica bajo el mismo esquema de inoculacion. Al dia 21, todas las
ratas fueron anestesiadas con Xilazina (Procin, México) y sacrificadas por puncion
cardiaca. Se realizaron cultivos de células de bazo de estas ratas para determinar su
capacidad de proliferacion en presencia y ausencia de Concanavalina A (ConA).

Ademas, se determind el nUmero de células nucleadas totales de médula 6sea.

Este estudio comparativo entre el extracto acuoso de Urtica urens y el extracto de Urtica
dioica L. permiti6 determinar la capacidad de ambas plantas para estimular la

proliferacion de linfocitos del bazo de rata in vitro. La actividad mas alta y constante se
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obtuvo con el extracto de UD a la concentracion de 0.2 g/mL, por esta razon, el trabajo

se continud Unicamente con Urtica dioica L.

6.5 Evaluacion del efecto de Urtica dioica L. (0.2 g/mL) sobre lamodulacion de los

elementos de la respuesta inmunoldgica en ratas con desnutricion grave

Bajo el mismo esquema de induccion de desnutricion grave (apartado 6.4), se
administré UD a la concentracion de 0.2 g/mL los dias 14, 16, 18 y 20 del experimento.
Al dia 21, se extrajo la sangre (por puncion cardiaca, con jeringas heparinizadas), el
timo, el bazo y la médula 6sea del canal medular del fémur derecho. Ademas, se

registré el peso del bazo y del timo.
Distribucién de los grupos:

- Bien nutridas
- Desnutridas tratadas con Solucion Salina Fisiolégica (SSF)

- Desnutridas tratadas con 0.2 g/mL del extracto de Urtica dioica L.

a) Determinaciéon de subpoblaciones de timocitos

Se extrajo el timo, se obtuvieron las células homogeneizando dicho 6rgano y filtrAndose
a través de una malla de plastico, y las células se suspendieron en solucion salina de
fosfato libre de Ca++y Mg++ (PBS, pH 7,0). La viabilidad celular se determind con 0,2%
de azul tripan y se ajusté a 1x10’ células/mL, que se colocaron en tubos de 5 ml

(Falcon®). Las células se tifieron con 2 L de anticuerpos monoclonales, anti-CD4 y
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anti-CD8 conjugados a fluorocromos de APC y PE, durante 30 minutos. Después, se
afladieron 2 mL de PBS albumina al 0,5% y se centrifugd durante 5 minutos a 1500
rom. Posteriormente, se afadieron 500 uL de solucion fijadora (paraformaldehido al
1%). Se analizaron diez mil células en un citbmetro de flujo usando el programa
CELLQuest®. Los resultados se expresan como el porcentaje de células positivas para
el marcador correspondiente. En cada muestra se identificaron la subpoblaciones de

células CD4+ CD8+, CD4-CD8-, CD4+CD8-y CD8+CD4- .
b) Determinacién de subpoblaciones de leucocitos en sangre

Se colocaron 100 pL de sangre de rata de cada grupo de estudio en tubos Falcon®, y
se usaron 2 pL de los siguientes anticuerpos monoclonales conjugados a diferentes
fluorocromos: Para la identificacion de leucocitos se utilizd anti-CD45 PerCP, para
linfocitos T y B, anti-CD3 FITC y anti-CD45RA FITC, respectivamente; para la
identificacion de los linfocitos T4 y T8, se utilizaron los anti-CD4 APC y el anti-CD8 PE,
respectivamente. Después de 30 minutos, se afiadieron 2 mL de solucién de lisis (FACS
Lysing Solution, Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San José, CA) y se
incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, cada muestra
se centrifugd durante 5 minutos a 500 g a temperatura ambiente, se separé el
sobrenadante, y el boton celular se lavé con PBS-albimina al 0,5%. Posteriormente, se
afiadieron 500 L de la solucion fijadora de paraformaldehido al 1%. Las células se
suspendieron antes de la determinacion. Al menos 10.000 células fueron analizadas

por citometria de flujo. El analisis se realiz6 con CELLQuest®. Los resultados se
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analizaron en graficas de puntos y se expresaron como el porcentaje de células

positivas para cada marcador.

Citometria de flujo. La determinacion de subpoblaciones de timocitos y la
determinacién de subpoblaciones de leucocitos en sangre se realizd con un citbmetro
de flujo FACSCalibur [(Becton Dickinson, Immunocytometry System (BDIS), CA,

EE.UU.)] con un laser de argén (488 nm).
c) Determinaciones heméticas

La concentracion total de leucocitos (Leu), eritrocitos (Eri), parametros eritroides,
recuento de plaquetas y la relacién linfocitos / neutréfilos se determinaron usando un

analizador automético KX-21N (Sysmex, Japon).
d) Determinacion de cuenta total de células nucleadas de médula ésea

Se disecciono el fémur derecho de cada rata, se elimind el masculo y se inyectdé 1 mL
de solucion salina fisioldgica a través del canal femoral. Las células se recogieron en
un tubo de plastico y se homogeneizaron mediante pipeteo. La suspension celular se
diluyé 1:40 con la solucion de Turk, y se contaron las células nucleadas totales en una

camara de Neubauer con un microscopio optico.
e) Determinacion de la capacidad de proliferacion de células de bazo

En condiciones estériles, se aislo el bazo de las ratas, se disgregd mecanicamente
sobre una malla de plastico de 30 um y se lavd con solucion salina. Se afiadio la
suspension celular con un 95% de viabilidad ajustada a la concentracion de 2X10°

células/mL. Se evaluo el nimero de células nucleadas totales y viabilidad celular con
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solucién de Turk y azul tripan, respectivamente, en una camara de Neubauer. Se
preparé el cultivo en placa de 96 pozos con alicuotas de 200 pL en presencia de 10
mg/mL de Concanavalina A [ConA]) (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO) durante 68
horas a 37°C en una atmosfera de CO:2 al 5% de humedad. Como grupo control se
cultivaron las células Unicamente con medio RPMI-1640 sin mitdgeno. El cultivo se
realizo por triplicado con y sin ConA. Posteriormente, se adicionaron a cada pozo 10 pL
del compuesto CCK-8 (Cell Counting Kit-8; Dojindo Corp., Japan). La placa se incub6
4 horas a 37°C en una atmoésfera de CO:2 al 5% y 90% de humedad. Se leyo la

absorbancia a 450 nm con el lector de placas de ELISA (BioTek).

6.6 Cuantificacién de polifenoles totales en las capsulas de Urtica dioica L.

Andlisis de fenoles totales. La concentracion de fenoles totales en extractos fue medida
por espectrofotometria, basandose en una reaccion colorimétrica de oxido-reduccion.

El agente oxidante utilizado fue el reactivo de Folin-Ciocalteu.

Preparacién de la curva de calibracion. Se utilizé una solucién estandar de acido gélico
(0.1 mg/mL) de la cual se tomaron volumenes de O yL a 100 pL en intervalos de 20 yL

y se completd el volumen de cada uno a 500 pL con agua destilada.

Determinacion de fenoles en una muestra. Se pesaron 5 mg de extracto y se disolvieron
en 1 mL de agua destilada. Se diluyo 1:10 en agua destilada y de ésta solucion se

tomaron 40 pL para después completar a 500 pL con agua destilada.

Procedimiento. A cada uno de los estandares y muestras previamente preparados se

le adicionaron 250 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu 1N y se sonicO por 5 minutos.
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Posteriormente se adicionaron 1.250 mL de Na2COs al 20% y se dejo reposar por dos
horas. La absorbancia fue medida a 760 nm. Los resultados fueron expresados en mg

equivalentes de acido galico por g de extracto (mg GA/g extracto).

6.7 Andlisis estadistico

Se utiliz6 el programa estadistico NCSS 2010 (Versién: 07.1.20). Los valores se
expresan como la media + error estdndar (M + SE). Para la comparacion entre los
promedios de los grupos tratados versus los grupos de control, empleamos el analisis
de varianza de una via (ANOVA de una via) con la prueba de Tukey y la prueba de
Duncan como necesarios para establecer la significacion estadistica, utilizando un 95%

como indice de confiabilidad con una p <0.05.
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VIl. RESULTADOS

De la decoccion de las hojas de Urtica urens se obtuvieron 57.10 g que equivalen a

21.15 por ciento de recuperacion.

El contenido de polifenoles totales en las capsulas de U. dioica L. fue de 2.43% GAE/g
del material seco de acuerdo al analisis fitoquimico de UD L. determinado a partir de la
curva estandar (y = 0.0674X + 0.0082; R2 = 0.9975) con acido galico (Otles y Yelcin,

2012).

7.1 Comparacion del efecto de la decoccion de U. urens y el extracto de U. dioica
L. sobre la proliferacion de células de bazo y el niumero de células nucleadas

totales de médula 6sea de ratas desnutridas.

En el cultivo de células de bazo de ratas desnutridas tratadas con U. dioica L. hubo
mayor tasa de proliferacién que en el de ratas desnutridas tratadas con la decoccion U.
urens. La dosis efectiva de U. dioica L. fue de 0.2 g/mL, con la cual se continué el

estudio (Figura 2).

Como se puede observar en la Figura 3, las ratas tratadas con U. dioica L. presentaron
una concentracion de 7.55X106 células/mL practicamente lo doble de las ratas tratadas
con U. urens (3.53 X108 células/mL) y ligeramente mayor a la concentracion de las ratas
DN testigo (6.74 X108 células/mL). Sin embargo, con el tratamiento con la planta no se

alcanzan los valores del grupo BN (1.18 X107 células/mL).
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Figura 2. Proliferacion de células de bazo de ratas desnutridas con y sin Concanavalina A. BN. Ratas
bien nutridas, DN. Ratas desnutridas, DNUu. Ratas desnutridas tratadas con la decoccién de Urtica
urens 0.2 g/mL, DNUd. Ratas desnutridas tratadas con las capsulas de Urtica dioica L. 0.2 g/mL
(DN+UD 0.2 g/mL) n=8
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Figura 3. Células nucleadas totales de médula 6sea de ratas desnutridas tratadas con U. urens y U.
dioica L., n=8

Con base a estos resultados se decidi6é continuar el trabajo con UD.
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7.2 Efecto de UD sobre la modulacion de los elementos de la respuesta

inmunoldgica en ratas con desnutricion grave

a) Peso corporal de ratas bien nutridas, desnutridas sin tratamiento y desnutridas

tratadas con U. dioica L.

A través de este modelo de desnutricidn, sélo entre el 30 y el 40% de las ratas por
camada llegan a alcanzar el tercer grado de desnutricion. En la Tabla 1 se muestran
los datos acumulados.

El peso corporal promedio de las ratas recién nacidas (antes del tratamiento) fue de 7.6
+ 1.0 g. En el dia 20, el peso corporal promedio del grupo BN fue de 43.4 + 5.0 g frente
a26.1+4.1genelgrupo DNy de 26.0 £ 4.5 g en el grupo DNUd. Las ratas DN tenian
un peso 40% mas bajo que las ratas BN, lo que muestra que los grupos DN y DNUd
alcanzaron el tercer grado de desnutricion. A pesar del tratamiento, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los pesos de las ratas DN y las ratas

DNUd (Cuadro 1).
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Cuadro 1: Peso corporal en ratas bien nutridas, en ratas desnutridas sin tratamiento y
tratadas con U. dioica L.

LOTE DIA

1 4 7 9 12 14 16 18 20

BN 7.6+0.1 11.0+0.4 14.8+0.5 20.1+0.5 24.8+0.5 29.6+0.5 33.8+0.5 38.1+0.6 43.4+0.6

DN 7.6£0.1 9.2+0.1 11.5+0.1 14.8+0.1 16.9+0.2* 20.3+0.2* 22.1+0.2* 24.2+0.3* 26.1+0.3*

DNud 7.6£0.1 9.2+0.1 11.5#0.1 14.8+0.1 16.9+0.2* 19.6x0.4* 21.8+0.4* 23.9+0.6* 26.0+0.7*

BN. Ratas bien nutridas (n = 68), DN. Ratas desnutridas (n = 161) y DNUd (n=37). Ratas desnutridas
tratadas con U. dioica L. Los datos se expresan como la media + error estandar. * p <0.05, diferencias
significativas con respecto al grupo BN.

b) Peso del timo y el bazo

El peso promedio del timo en las ratas BN fue de 0.145 £ 0.017 g, mientras que el peso
promedio en las ratas DN fue de 0.050 £ 0.007 g, y el peso promedio en las ratas DNUd
fue de 0.069 + 0.008 g, lo que indica que no hubo diferencias significativas entre los
grupos desnutridos. Sin embargo, el grupo BN tuvo un valor significativamente mas alto

gue los grupos desnutridos.

Los pesos medios del bazo para los grupos BN, DN y DNUd fueron 0.227 + 0.017 g,
0.067 = 0.007 gy 0.090 + 0.010 g, respectivamente. El peso del bazo del grupo DN fue
70% menor que el peso del bazo de las ratas BN, y el peso medio del bazo de las ratas

DNUd fue 60%, lo que indica que el peso del bazo de este grupo gano 10% (Figura 4).
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Figura 4. Peso del timo y el bazo de ratas desnutridas. BN. Ratas bien nutridas (n = 10), DN. Ratas
desnutridas (n = 11) y DNUd. Ratas desnutridas tratadas con U. dioica L. (n = 15). Los datos se
expresan como la media * error estandar. * p <0.05, diferencias significativas con respecto al grupo BN.

c) Subpoblaciones de timocitos

Las ratas del grupo DN tuvieron 12.8+1.6% de timocitos CD4-CD8-, que corresponden
a 3.0 y 1.8 veces mas proporcion que los valores del grupo BN y DNUd,
respectivamente. Por el contrario, este mismo grupo presentd menor proporcion de
timocitos CD4+CD8+ (65.1+2.7%), lo que significa que tuvo aproximadamente 14%
menos numero de éstas células que el grupo BN (75.3+1.2%) y 7% menos celularidad
gue el grupo DNUd (69.8+£2.2%). El grupo DNUd no presenté diferencias significativas

con respecto al grupo BN, en la proporcién de linfocitos T CD4-CD8- vy linfocitos T
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CD4+CD8+ (Figura 5). No se observaron diferencias significativas en la proporcién de
linfocitos T CD4+ entre los grupos desnutridos con el bien nutrido. Sin embargo,
podemos observar que el grupo DN presento 48% mas células CD8+ que el grupo BN

y el grupo DNUd 26% mas células CD8+ que el grupo BN.

[ JenN
DN
[] DNud

% de células

S

CD4-CD8- CD4+CD8+

CD4+CD8-

SUBPOBLACIONES DE TIMOCITOS

Figura 5. Porcentaje promedio de subpoblaciones de timocitos de ratas desnutridas tratadas con U. dioica
L. BN. Ratas bien nutridas (n = 5), DN. Ratas desnutridas (n = 5) y DNUd. Ratas desnutridas tratadas
con U. dioica L. (n = 5). Los datos se expresan como la media * error estdndar. * p <0.05. Diferencias
significativas con respecto al grupo BN. **Diferencias significativas con respecto al grupo DN.

d) Distribucién de leucocitos en sangre

El grupo DN presentdé 18% menos linfocitos T CD4+, 30% menos linfocitos T CD8+,
68% menos monocitos que el grupo BN, 32% menos linfocitos T totales, solo en los
linfocitos B no hubo diferencias estadisticamente significativas. El grupo DNUd tuvo
aproximadamente la misma cantidad de linfocitos T CD4+ (11.2+0.5%), de linfocitos T

CD8+ (38.8+3.7), de linfocitos B totales, que el grupo BN. Solo la proporcién de
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monocitos de las ratas tratadas con la planta fue 11% mayor que la del grupo BN.
Entonces, la proporcion de leucocitos en las ratas DNUd fue similar a la de las ratas
BN, a excepcidn de las células T, que fueron 25% menos que en este grupo. Hubo una
diferencia significativa entre los grupos BN y DN; por lo tanto, la desnutricion disminuye
la proporcién de leucocitos. Aunque el grupo DNUd mostré una mayor proporcion de
células CD4+, linfocitos T CD8+, monocitos y células B que el grupo DN, solo los
recuentos de CD4 + y monocitos mostraron diferencias estadisticamente significativas

entre los grupos (Figura 6).
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Figura 6. Porcentaje de glébulos blancos circulantes en ratas tratadas con U. dioica L. BN. Ratas bien

alimentadas (n = 5), DN. Ratas desnutridas (n = 10) y DNUd. Ratas desnutridas tratadas con U. dioica

L. (n = 10). Los datos se expresan como la media * error estandar. * p <0.05, diferencias significativas
con respecto al grupo BN. ** p <0.05, diferencias significativas con respecto al grupo DN.
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e) Hemocitometria

La concentracion de globulos blancos en el grupo DN disminuyd 29% y 25% en
comparacién con la concentracion de los grupos BN y DNUd, respectivamente. Los
valores del volumen corpuscular medio (MCV), hemoglobina corpuscular media (HCM)
y concentracion media de hemoglobina corpuscular (CMHC), del grupo DNUd tendieron
a ser mas altos que los valores del grupo BN. Esto fue significativo solo para los valores
de HCM y CMHC que fueron 12% y 9% mas altos que en el grupo BN (p<0.5) (cuadro

2).

Cuadro 2: Hemocitometria de ratas desnutridas tratadas con U. dioica L.

GRUPO LEU ERI Hb HCT VCM HCM CMHC PLT
(n) X 103uL X 10%uL  g/dL % fL Pg g/dL X 103/uL
BN

(10) 4206  5.3%0.2 9.3:0.4 31.3+1.6 57.5+1.6 17.0:0.4 29.7+0.7  408.8+72.3
DN

9) 3.0£0.2" 4.1:04° 8.4+0.6 27.0£2.0 58.7+2.0 19.0+0.7 31.3+0.4  341.0+46.9
DNUd

(11) 4.0+0.4  4.7+0.3  9.3:0.6 29.3t1.7 61.9+0.9 20.2+0.6" 32.6+0.7° 290.4%55.1

Leucocitos (LEU); Eritrocitos (ERI); Hemoglobina (Hb); Hematocrito (HCT); Volumen celular promedio
(VCM); Hemoglobina celular media (HCM); Concentracién media de hemoglobina celular (CMHC);
Plaguetas (PLT). BN. Ratas bien alimentadas (n = 10), DN. Ratas desnutridas (n = 9) y DNUd. Ratas
desnutridas tratadas con U. dioica L. (n = 11) Los datos se expresan como la media + error estandar. * p
<0.05, diferencias significativas con respecto al grupo BN.
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La relacion de linfocitos-neutréfilos en los grupos DN y DNUd mostr6é una reduccién de
aproximadamente 13% de linfocitos con respecto a la del grupo BN, significativo solo
para el grupo DN. Los neutrdéfilos aumentaron en un 50% en los grupos DN y DNUd en

comparacion con el grupo BN (Figura 7).
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Figura 7. Proporcion de linfocitos/neutréfilos de ratas desnutridas. BN. Ratas bien nutridas (n =
10), DN. Ratas desnutridas (n = 9) y DNUd. Ratas desnutridas tratadas con U. dioica L. (n = 11).
Los datos se expresan como la media + error estandar. p <0.5. * Diferencias significativas con
respecto al grupo BN.

f) Células nucleadas de médula 6sea

Los grupos DN y DNUd presentaron 25% y 47% menos células nucleadas en médula

0sea, respecto al grupo BN. Figura 8.
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Figura 8. Células nucleadas totales de médula 6sea de ratas desnutridas. BN. Ratas bien
nutridas (n = 10), DN. Ratas desnutridas (n = 10) y DNUd. Ratas desnutridas tratadas con U.
dioica L. (n = 10). Los datos se expresan como la media * error estandar. p <0.5. *
Diferencias significativas con respecto al grupo BN.

g) Capacidad de proliferacion de células de bazo

El cultivo del grupo BN expuesto a ConA tuvo 18.1% mas concentracion celular que el
cultivo sin ConA. La concentraciéon celular del grupo DN en presencia de ConA fue
9.2% mayor que el cultivo sin ConA. El cultivo del grupo DNUd con ConA mostré un

aumento del 41.1% en comparacién con el mismo grupo sin ConA (Figura 9).
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Figura 9. Proliferacion de células del bazo de ratas desnutridas. Los cultivos se realizaron en ausencia
(s/ConA) y presencia de Concanavalina A (c/ConA). BN. Ratas bien alimentadas (n = 15), DN. Ratas
desnutridas (n = 8) y DNUd. Ratas desnutridas tratadas con U. dioica L. (n = 10). Los datos se
expresan como la media * error estandar. * p <0.05, diferencias significativas con respecto al grupo BN.
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VIIl. DISCUSION

Este estudio se inicidé con la colecta de la planta y el establecimiento de la dosis de
trabajo, para esto se busco U. dioica L. en campo, recolectandose plantas con
morfologia similar que resultaron ser U. chamaedryoides y U. dioica var. angustifolia,
las cuales han mostrado capacidad para restaurar la hematopoyesis en ratones
gestantes lo que podria impedir el desarrollo de malformaciones en fetos (Velasco y
col., 2013; Herrera y col., 2015). En otras colectas se identificaron especimenes de U.
urens. Entonces, se realizé un andlisis comparativo entre la decoccion de U. urens y el
extracto U. dioica L. para evaluar la capacidad de ambos para estimular la proliferacion
de linfocitos de bazo de rata in vitro. La actividad mas alta y constante se obtuvo con el
extracto de UD. Por esta razén, después de establecer una curva dosis-respuesta, el

presente trabajo se realiz6 con el extracto de U. dioica L.

La concentracion de compuestos fendlicos del extracto de hoja de U. dioica L. fue de
2,43% GAE/ g del material seco; estos resultados son bajos en comparaciéon con lo
reportado por Hudec y col., 2007, quienes determinaron mediante el método Folin-
Ciocalteu para raiz, tallo y hojas 7.82, 9.91 y 7.62 mg de GAE / g del material seco,
respectivamente; por Pinelli y col., 2008, quienes reportan sobre el analisis fendlico de
UD cultivada y silvestre, 28.6% y 24.4% para el tallo, 71.5% y 76.5% para hojas,
respectivamente. Otles y Yalcin (2012) reportan concentraciones mas altas de dichos
compuestos y su actividad antioxidante; concluyendo que estos compuestos activos

tienen efectos positivos que pueden contribuir a un buen estado de la salud, con
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aplicaciones en cardiopatias coronarias, hipertension arterial, diabetes, céancer,

enfermedades inflamatorias, virales y parasitarias, trastornos psicéticos, etc.
Peso corporal de ratas desnutridas tratadas con Urtica dioica L.

El comportamiento del peso corporal de ratas Wistar sometidas a un esquema de
desnutricion por competencia de alimento durante la lactancia es bien conocido (Ortiz
y col., 1999). Nuestros resultados confirman que se logré inducir desnutricion grave en
las ratas de los grupos DN y DNUd, ya que presentaron déficit de peso del 40% desde
el dia 18 de la lactancia, ademas de otros signos, como pelo escaso, huesos fragiles y
actividad motora pobre similar a los observados en nifios desnutridos como lo reportan

Ortiz y col., 2000.

La pérdida de peso y las alteraciones en el crecimiento son las principales
manifestaciones del estado nutricional. Con base al peso esperado del nifio (de acuerdo
a su edad o estatura) se realiza el céalculo que determina el grado de desnutricién.
Segun la OMS, "la desnutricion provoca adelgazamiento morboso y/o un edema

nutricional y retraso del crecimiento” (Ravasco y col., 2010).
Los efectos de la dieta deficiente en proteinas son en general los siguientes:

1. Pérdida de peso y emaciacion progresiva. Al faltar calorias, el organismo literalmente
se consume utilizando sus propios tejidos como fuente de energia y de materia vital. La
emaciacion es inevitable porque no hay materia estructural (principalmente proteinas)

para reemplazar el desgaste natural de los tejidos.
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2. Retraso o estancamiento permanente en el crecimiento; la infancia es precisamente

la etapa del crecimiento que necesita mayor aporte de materia estructural.
3. Debilidad muscular marcada que afecta toda actividad.

4. Disminucién en la cifra total de proteinas en el plasma sanguineo con especial
reduccion de la cantidad de albumina. Esta manifestacion, al igual que el retraso en el

desarrollo, se observa solamente en los casos graves o crénicos.

En el presente estudio, al dia 21 de la desnutricion, observamos que el peso de las
ratas del grupo DNUd no es estadisticamente diferente al grupo DN, es decir, no ganan
peso al administrar la planta. Esto puede deberse al bajo numero de dosis
administradas. Podria ser que al modificar el esquema de administracion del extracto a
un nimero mayor de administraciones después de los 21 dias de la lactancia, se logre
ver algun incremento en el peso corporal, lo que queda por determinar en trabajos
posteriores, como lo reportan Feliu y Slobodianik (2002), quienes observaron la
recuperacion de peso corporal en ratas con desnutriciébn a causa de una dieta libre de
proteina con pérdidas de aproximadamente 15, 20 y 25% del peso al destete, y posterior

administracion de dieta al 20% de proteina (caseina) durante 9 dias.
Peso de timo y bazo de ratas desnutridas tratadas con Urtica dioica L.

Al final del estudio, los grupos DN y DNUd presentaron menor peso del timo y bazo
gue el grupo BN; obteniéndose los valores mas bajos en el grupo DN, en forma similar
a lo reportado por de la Rosa (2002), al determinar que dichos valores estan influidos

por la celularidad de tales 6rganos.
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En la literatura, se reporta que el tamafio del timo se ve mas afectado, debido a la alta
tasa de velocidad fisioldgica de recambio celular, sobre todo en casos de desnutricion
e infeccion. Estudios post-mortem en nifios desnutridos asi como los realizados en
modelos experimentales en animales en crecimiento, presentaron atrofia de los tejidos
linfoides, siendo el timo el mas afectado (Menéndez y col., 1987; Chevalliery col., 1994;

Prentice, 1999; Varg y col., 2011).

A su vez, el grupo DNUd ganoé peso en dichos érganos. Podemos inferir que la planta
esta estimulando la proliferacion celular, poblando a los 6rganos aunque no lo suficiente
como para alcanzar los valores del grupo BN. Esta ganancia de peso puede estar
vinculada con la presencia en el extracto de la planta de proteinas, vitaminas,
flavonoides, carotenos, otros macro y microelementos y &cidos grasos; se ha
demostrado que los flavonoides y acidos grasos promueven la proliferacion celular, y a
dichos compuestos, se les atribuyen propiedades curativas en cancer, diabetes,
hiperplasia prostatica, alergias, purificacion de la sangre, anemia, etc. Ademas, se
reporta que por su alto valor nutritivo, las hojas de ortiga son incluidas en la dieta
humana, como un ténico para fortalecer el cuerpo, en la preparacién de sopas y varios
platos y como una fuente natural de saborizante de alimentos. Como alimento de
ganado y aves de corral, las hojas de ortiga son importantes para aumentar y mejorar

el peso corporal y la calidad de la carne (Rafajlovska y col., 2013).
Subpoblaciones de timocitos de ratas desnutridas tratadas con Urtica dioica L.

Los linfocitos T proceden de células madre hematopoyéticas que tienen su origen en la

meédula 6sea. Estos precursores migran desde la médula 6sea y colonizan el timo. Una
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vez alli, estas células, denominadas timocitos, experimentan un proceso de maduracién
en varias etapas que pueden ser identificadas segun la expresion de marcadores de
membrana. Este proceso implica la expresion secuencial de diversas proteinas y
reordenamiento de genes del receptor de células T (TCR). Se ha establecido que la
mayoria de los timocitos inmaduros no expresan el complejo TCR ni las moléculas
accesorias CD4 o CD8. Estas células se denominan timocitos doble negativos (CD4-
CD8-) y representan casi el 5% de los timocitos totales. La maduracion progresa con la
adquisicion de marcadores CD4 y CD8 que generan células doble-positivas
(CD4+CD8+), que comprenden casi el 80% de la poblacion de timocitos, de ellas,
alrededor del 4% se seleccionan continuamente para generar células maduras CD4+ o
CD8+. En nuestros resultados, observamos que a causa de la deficiencia nutricional
del grupo DN, esté proporcion se altera, de tal manera que este grupo presentd 12.8%
de células dobles negativas y 65.1% de células dobles positivas; la cuenta de células
CD4+ no se modificé debido a la desnutricién pero si aumento CD8+. Estos resultados,
en parte concuerdan con lo reportado por Ortiz y col., 2008, ya que ellos reportaron
aproximadamente tres veces mas porcentaje de células dobles negativas en ratas
desnutridas; sin embargo a diferencia de sus resultados nosotros si observamos
disminucién de células dobles positivas y aumento en simples positivas CD8, respecto
al grupo BN. Estos datos sugieren un impedimento para la maduracion temprana de los
timocitos, tal vez debido a la falta de expresion de marcadores de membrana o bien a
defectos en el reordenamiento génico de la cadena B del TCR y esto se correlaciona

con incremento de apoptosis.
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Por el contrario, el grupo DNUd presento solo 1.8 veces mas células dobles negativas
y 7.8 veces menos células dobles positivas que el grupo BN. A su vez, el grupo DNUd
presentd la mitad de células dobles negativas y 0.7 veces mas células dobles positivas
qgue el grupo DN. Respecto a las células CD4+ simples y células CD8+ simples no se
observaron diferencias significativas en comparacién con los grupos BN y DN. De cierta
manera, la planta estad actuando sobre la maduracién de los timocitos. Harput y col.,
2005, habian observado que las especies de Urtica se han usado ampliamente para el
tratamiento del cancer en los sistemas de la medicina tradicional turca y de otras
regiones. Por este motivo, investigaron la actividad citotdéxica del extracto acuoso de U.
dioica sobre las lineas celulares tumorales KB (human epidermoid carcinoma), B16
(mouse melanoma), HeLa (human epithelial carcinoma) and HLA (human hepatoma),
utilizando el ensayo MTT sin demostrar citotoxicidad. Por tanto, proponen que es la
actividad inmunomoduladora de la planta la responsable de la actividad. Para ello,
realizaron cultivos de esplenocitos con diferentes concentraciones del extracto de U.
dioica, observando que el extracto acuoso de la planta (400ug/mL) estimulé la
proliferacion de linfocitos moderadamente, sin usar ningun tipo de mitégeno. Para
identificar la especificidad de esta estimulacion, después de 42 horas de incubacion con
muestras de prueba, trataron a los esplenocitos con anticuerpos especificos para
analisis de citometria de flujo y determinaron que con el extracto, la proporcion de
linfocitos T se incrementd en comparacion con el grupo control. Durante la activacion
de los linfocitos T, también observaron incremento en la proporcion de células T CD4 +

y células T CD8 +. Esto es, la planta estimula linfocitos T esplénicos y timicos.
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Leucocitos en sangre de ratas desnutridas tratadas con Urtica dioica L.

La desnutricién provocé leucopenia, disminucion en la proporcion de linfocitos T CD4+
y CD8+, respecto al grupo BN, lo que concuerda con lo reportado por Cortés, 2009. En
el grupo DNUd, hubo restablecimiento del nimero y tipo de células hematopoyéticas,
lo que sugiere que el extracto promueve la diferenciacion celular y la maduracion hasta
alcanzar los niveles casi normales. Los resultados muestran que el tratamiento con U.
dioica L. aumentd significativamente el porcentaje de células CD4+, monocitos y
linfocitos T totales en sangre. Estos resultados estan de acuerdo con lo reportado por
Le y col.,, 1992, quienes reportan que la aglutinina U. dioica (UDA) estimula la
proliferacion de linfocitos T, aunque lo hace de forma retardada respecto a ConA. La
UDA se comporta como un superantigeno que activa los segmentos V3 del receptor de
linfocitos T (TCR) uniéndose a las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
tipo I y Il (Rovira y col., 1999). Sin embargo, la aglutinina antes mencionada ha sido
aislada del rizoma de la planta y el presente estudio se llevd a cabo con un extracto
crudo de la hoja, lo que sugiere que la aglutinina podria estar presente en la hoja o bien
gue se trata de otro mecanismo de estimulacion para la proliferacion de células T

(Ganeshpurkar y col., 2017).
Citometria hematica de ratas desnutridas tratadas con Urtica dioica L.

La citometria hematica realizada al grupo DN confirmé que esta patologia provoca
leucopenia y anemia respecto al grupo BN. Segiin Menéndez y col., 1987, las secuelas
de la desnutricion en ratas y sus crias, sobre cambios fisiol6gicos (peso corporal, peso

de timo y bazo, recuento de globulos rojos, hemoglobina, hematocrito, volumen celular
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medio, hemoglobina celular media, concentracion media de hemoglobina celular,
recuento de glébulos blancos, linfocitos, monocitos, eosindéfilos, neutrofilos
polimorfonucleares, basofilos) durante el embarazo y la lactancia y su capacidad de
recuperacion de la desnutricion temprana, son las siguientes: 1) disminucién altamente
significativa en el peso corporal y el peso de los érganos; 2) alteracion importante en
sus parametros hematicos de madres y crias (o que puede ser un determinante del
retraso del crecimiento en las crias) y 3) los parametros hematolégicos de las crias
desnutridas se modificaron en relacién con los controles durante todo el estudio (15, 30

y 90 dias).

Sin embargo, en el grupo DNUd se logra observar incremento en la concentracion de
leucocitos, eritrocitos, hemoglobina celular media (HCM) y concentracion media de
hemoglobina celular (CMHC) respecto a los grupos DN y BN. El incremento de
leucocitos, puede atribuirse al efecto del extracto de la planta debido a que desde la
primera administracion de U. dioica L. hasta el sacrificio de los animales, transcurrieron
siete dias, periodo que coincide con el término de cinco a siete dias promedio para la
produccién de éstas células sanguineas, desde la célula madre hematopoyética
totipotencial hasta las células sanguineas circulantes. Es decir, el tratamiento con el
extracto de la planta en el grupo DNUd promovié la recuperacion de la hematopoyesis
(Greer y col., 2009). Meral y Kanter (2003), reportan los efectos de Nigella sativa L.
(NS) y Urtica dioica L. (UD) en el estado mineral seleccionado y valores hematolégicos
en ratas tratadas con CClas. Ellos determinaron que el tratamiento con CClsa durante 45

dias aumenta significativamente los niveles de Ky Ca del suero y disminuye los niveles
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de eritrocitos, leucocitos, hematdécrito y hemoglobina sin cambiar los niveles séricos de
Na y Cl. Los tratamientos con NS o UD (solos o combinados) durante 45 dias,
disminuyeron los niveles séricos elevados de Ky Ca y también aumentaron los niveles

reducidos de éstos parametros sanguineos.

Células nucleadas totales de médula 6sea de ratas desnutridas tratadas con

Urtica dioica L.

El nimero de células nucleadas totales de la médula 6sea fueron mas bajas en el grupo
DNUd que en el grupo DN, probablemente porque la planta al promover la liberacion
rapida de células de la médula 6sea a la sangre se va agotando, de tal manera que los

resultados reflejan hipoplasia medular.

En la medicina tradicional mexicana, U. dioica L. se emplea para tratar la anemia debido
a su alto contenido de hierro, que puede contribuir al aumento de los eritrocitos y
especificamente a la concentracion media de hemoglobina corpuscular, como lo
reportaron previamente Herrera y col., 2015, al trabajar con la decoccién de U. dioica
L. var. angustifolia, la cual mostr6 la capacidad de evitar malformaciones en fetos de

ratones anémicos, esto es, favorecié la hematopoyesis en los fetos.

Efecto de Urtica dioica L. sobre la capacidad de proliferacién de células de bazo

de ratas desnutridas

Nuestros resultados confirman que la desnutricion grave disminuye la capacidad de
proliferacion de células de bazo como lo reporta Ibrahim y col., 2017. En el grupo DN

se observo que tanto en presencia y ausencia de ConA no hubo aumento de la
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proliferacion celular, respecto al grupo BN. Es decir, los esplenocitos de estas ratas no
tuvieron capacidad para responder al mitégeno. Sin embargo, los esplenocitos de las
ratas tratadas con la planta en presencia de la ConA, proliferar mas que los de los
grupos BN y DN. Podria considerarse que hay un efecto sinergistico entre la plantay la

ConA sobre la proliferacion del grupo DNUd que no se observa en los grupos DN y BN.

Se sabe que U. dioica L. es una fuente de energia, proteinas, fibra y una gama de
compuestos bioactivos que tienen beneficios para la salud (Adhikari y col., 2015). En
Nepal, U. dioica L. es un alimento basico y un alimento complementario, que a menudo
es el principal cultivo comercial de las comunidades locales, lo que contribuye a la
seguridad alimentaria en esa region. En el caso de México, a pesar de que es un pais
en desarrollo rico en flora y fauna, la DCP tiene una alta incidencia en areas suburbanas
y rurales (Monarrez y col.,, 2000). Los efectos de U. dioica L. en ratas con
inmunodeficiencia debido a desnutricién severa observadas en este trabajo pudieran
atribuirse a que la planta actia como un nutriente que podria actuar como

fitomedicamento (nutracéutico).

Los resultados reportados en este trabajo muestran el papel hematopoyético e
inmunoestimulante del extracto acuoso obtenido de la hoja de U. dioica L., en contraste,
en la literatura las propiedades inmunoestimulantes han sido atribuidas a la raiz. Por lo
tanto, este trabajo muestra que el uso de la hoja de la planta puede ser una alternativa
terapéutica como inmunoestimulante y punto de partida para continuar los estudios al

respecto.
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No obstante que se sabe que U. dioica L. estimula la proliferacion de linfocitos T en
individuos sanos, nuestros resultados refuerzan este conocimiento, pero en una

condicién patolégica como es la desnutricion.

IX. CONCLUSIONES Y COMENTARIOS FINALES

El extracto acuoso de las hojas de U. dioica L. estimula la respuesta inmunolégica
porque:
» Promueve la diferenciacion de los linfocitos T hacia las células CD4+ y CD8+.

» Contrarresta la anemia y leucopenia asociadas con desnutricion severa.

Por sus propiedades, la hoja de la planta podria usarse como suplemento nutricional
o nutracéutico incluso en aquellas poblaciones sin recursos suficientes, ya que su dieta

carece de los nutrientes proporcionados por U. dioica L.

X. PERSPECTIVAS

Complementar la determinacién de la actividad inmunoestimulate de U. dioica L. en

ratas con desnutricion de tercer grado sobre:

1. La capacidad de activacién de linfocitos T de bazo.
2. La produccioén de citocinas (IL-2, IL-3, IL-4, IL-10 e IFN-y) en linfocitos de bazo.

3. La concentracion IL-2, IL-4, IL-6 e IFN-y en plasma.
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4. La capacidad de activacion de linfocitos B de bazo.

5. La proporcién de macrofagos y su capacidad de fagocitosis.

6. La proporcion y actividad de polimorfonucleares.

7. Se sugieren la modificacibn del esquema de administracion de la planta

aplicando mayor nimero de dosis y tiempos mas prolongados de observacion.

En cuanto al extracto de U. dioica L., seria interesante utilizarlo como referencia en el
estudio comparativo del efecto inmunoestimulador de especies del género Urtica

endémicas de México.
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Background: Severe malnutrition is the main cause of immunodeficiency in children
under 5 years in areas of economic depression in developing countries, and it is associ-
ated with generalized atrophy of lymphoid tissues. Urtica dioica L. is a medicinal herb
with multiple pharmacological functions; it acts as modulator of the immune response,
stimulating the proliferation of T lymphocytes in vitro.

Objective: To determine the ability of U. dioica L. to modulate the immune response of
malnourished rats in the first 21 days of life.

Methods: Third-degree malnutrition during lactation was induced by food competition,
and treatment with U. dioica L. was tested. Day-old Wistar rats were randomly assigned
to three groups: (a) the well-nourished group, (b) the untreated malnourished group,
and (c) the malnourished group treated with 0.2 g/ml U. dioica L. on days 14, 16, 18,
and 20. On day 21, animals were euthanized, and the thymus, spleen, bone marrow, and
blood were obtained. Lymphocyte subpopulations were determined in the thymus and
leukocyte subpopulations in blood. The total number of nucleated bone marrow cells
was determined, and the proliferative capability of spleen lymphocytes from malnour-
ished rats treated with U. dioica L. was compared to that of other groups.

Results: Urtica dioica L. decreased CD4~ CD8" lymphocytes and increased CD4* CD8*
lymphocytes in the thymus, while in the blood, it increased CD4* cells, monocytes, and
total T lymphocytes. The proliferation of spleen cells was stimulated in the malnourished
rats, and a decrease in total nucleated bone marrow cells was observed. An increase in
the red blood cell count, hemoglobin, and white blood cell count was observed in mal-
nourished rats treated with Urtica dioica L. (p £ 0.05).

Conclusion: Urtica dioica L. had immunomodulatory effects since it promoted the
differentiation of CD4~ CD8 T lymphocytes toward CD4* CD8" T lymphocytes and
counteracted anemia and leucopenia associated with severe malnutrition.

KEYWORDS

Severe malnutrition;
immunodeficiency;
immunomodulatory
activity; T lymphocytes;
Urtica dioica L.

Introduction . ) . ) )
main cause of immunodeficiency in children

Malnutrition is a public health problem that
mainly affects developing countries as a conse-
quence of poor economic and social conditions.
Malnutrition results from an imbalance between
food intake and nutritional requirements [1-3].
Severe malnutrition or protein energy malnu-
trition (PEM) is an extreme condition and is the

under 5 years [4]. In neonates and preschool chil-
dren, PEM has been shown to impair the immune
response and is associated with generalized
atrophy of lymphoid tissues [5,6], causing a
chain of immunological alterations character-
ized by leucopenia, a decrease in the ratio of
T CD4*/CD8* lymphocytes and an increase in T
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CD4"/CD8" lymphocytes in circulating blood [7],
anemia, and thrombocytopenia.

Different substances, such as flavonoids, poly-
saccharides, lactones, and glycosides, are present
in several plants and can affect humoral or cellular
factors of the immune response [8,9]. Plants such as
Panax ginseng, Tinospora cordifolia, and Asparagus
racemosus have been shown to stimulate the
immune system [10] and, therefore, have opened
doors for the development of new plant-based
immunostimulatory drugs. Stinging nettle, Urtica
dioica L., has been proposed to have such immuno-
stimulatory effects.

Urtica dioica L. (Urticaceae) is an herbaceous
plant of economic importance due to its medicinal,
food, nutritional complement, and textile proper-
ties. This plant is widely distributed in America,
Europe,and Asia [11,12]. Urtica growsin central and
Southwestern Mexico, where it is known by many
common names, including “Ortiga,” “Chichicastle,”
and “Mala mujer” [13,14]. It is an annual or peren-
nial plant that reaches up to 1 m in height and pres-
ents stinging trichomes on the stem and leaves.

Urtica dioica L. has been recommended as an
adjuvant treatment for rheumatic conditions, a nutri-
tional tonic, and anti-anemic treatment, and has been
suggested for the treatment of headache, eczema,
skin care, edema, lower urinary tract infections, and
allergies [15-17]. Urtica dioica L. has multiple phar-
macological functions, including anti-inflammatory,
analgesic, antioxidant, antiplatelet, antihyperglyce-
mic, antihyperlipidemic, antiviral, anticancer, and
antiandrogenic activities, among others [18].

In vitro studies have shown that the plant pos-
sesses [3-sitosterol and scopoletin, molecules that
could be of clinical use in the management of
benign prostatic hyperplasia because both inhibit
S5a-reductase, which is associated with this condi-
tion [19]. As mentioned previously, another import-
antactivity of U. dioica L. is its role as a modulator of
the immune response because it has been reported
that U. dioica L. increases chemotaxis and the meta-
bolic integrity of neutrophils from healthy humans
in vitro [20]. Quercetin and two glycosidic flavo-
noids from a methanolic extract of the aerial parts
of this plant stimulated chemotaxis of neutrophils
[21]. In addition, U. dioica L. has been shown to
stimulate the proliferation of mouse spleen T lym-
phocytes in vitro and result in a moderate increase
in CD4* T lymphocytes [22]. An aqueous decoc-
tion of the aerial structures of the plant stimulated
the proliferation of mouse spleen lymphocytes in
vitro, thereby confirming that the plant extract
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can stimulate proliferation of cells of the immune
system [23].

Urtica dioica L. has a wide range of compounds,
including glycopyranosides, glycoproteins, proteins,
flavonol glycosides, carotenoids, and biologically
active compounds, such as caffeic acid, quinic acid,
essential oils, formic and acetic acid, histamine, tan-
nins, mucilage, and vitamins (A, B1, B2, C, K1, folic
acid, and pantothenic acid), which can contribute to
improved health in childhood malnutrition [24,25].

Considering that severe malnutrition causes
immunodeficiency in children under 5 years of age,
mainly in developing countries such as Mexico, which
is rich in plants for medicinal use, among them U.
dioica L.; the present study aimed to determine the
effects of U. dioica L. on the proportion of T and B
lymphocytes and the proliferative capacity of thymus,
spleen, bone marrow, and blood cells using an exper-
imental model of rats with third-degree malnutrition.

Materials and Methods
Chemicals and reagent tests

The following chemical and reagent tests were
obtained: xylazine [Procin, México; Chemical
Abstracts Service (CAS) 23076-35-9]; sodium
chloride (NaCl; Meyer, México; CAS 7647-14-
5); phosphate-buffered saline (PBS-DULBECCO;
Microlab, Mexico; Mecanismo de Desarrollo Limpio
MFCD00131855); monoclonal antibodies: anti-CD3,
anti-CD4, anti-CD8, and anti-CD45 (Biolegend, San
Diego, CA); fluorochromes [fluorescein isothiocy-
anate (FITC), phycoerythrin (PE), peridinin chlo-
rophyll protein (PerCP) or allophycocyanin (APC)]
(BD Biosciences, San Jose, CA); Cell Counting Kit-8
(CCK-8, Dojindo Corp., Japan); trypan blue (CAS
72-57-1); Concanavalin A (ConA; CAS 11028-71-
0); bovine serum albumin (Cohn Fraction V, pH
7.0; CAS 9048-46-8); and paraformaldehyde (CAS
30525-89-4, Sigma Chemicals Co., St. Louis, MO).
Stinging nettle (U. dioica L.) leafextract (Enzymatic
Therapy, LLC, part of Nature’s Way Brands) was
obtained. Stinging nettle (600 mg, serving size 2
capsules) was standardized to contain 1% silicic
acid. This product contains natural ingredients.
Entreprise de Taille Intermédiaire is a The Food and
Drug Administration-registered drug establishment.

Determination of the total polyphenol content of the
extract of U. dioica L.

The total concentration of phenols was deter-
mined by spectrophotometry using Folin-Ciocalteu
reagent as the oxidant agent [26].
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Calibration curve

A standard solution of gallic acid (0.1 mg/ml) was
used, from which volumes were taken from 0 to 100
ul in 20 pl intervals, and the volume of each solu-
tion was diluted up to 500 pl with distilled water.
Determination of phenols in the powder of a cap-
sule of U. dioica L. was performed. First, 5 mg of
extract was dissolved in 1 ml of distilled water and
diluted 1:10 with distilled water, and 40 pl of this
solution was taken and then diluted to 500 pl with
distilled water. Finally, to each of the standards and
previously prepared plant sample, 250 pl of Folin-
Ciocalteu 1 N reagent was added and agitated in
a vortex for 5 minutes. Subsequently, 1,250 pl of
20% Na,CO, was added and allowed to stand for 2
hours. The absorbance was measured at 760 nm.
The results are expressed as a percentage of gallic
acid equivalent per milligram dry matter (% GAE/
mg dry matter).

Experimental animals

Wistar rats were obtained from the animal facilities
of the “Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud,
Universidad Auténoma Metropolitana-Iztapalapa
(UAM-I)" in Mexico City, Mexico. The animals were
kept under controlled temperature (22°C-25°C)
and 45% relative humidity with a 12-12 hour
light-dark period (light 07:00-19:00 hour) with
free access to food (Purina Mills International
5001, Richmond, VA) and water. Experiments were
performed according to the guidelines of the UAM-I
and the Official Mexican Guidelines (NOM-062-
Z00-1999). Nursing mother rats of approximately
350 g at 4 months of age were used.

Induction of malnutrition and treatment U. dioica L.

Malnutrition during lactation was induced by food
competition [27]. Rats (1 day of birth) from differ-
ent litters were randomly assigned to one of two
groups: (1) the well-nourished group (WN), eight
pups with a nursing mother (control group), and
(2) the malnourished group (MN), 16 pups with a
nursing mother.

The pups were weighed every 2 or 3 days to esti-
mate the body weight of each litter from the first
day until weaning (day 21) to determine the degree
of malnutrition compared to age-matched controls
(WN). On day 14, rats with a weight deficit greater
than 40% (rats with third degree or severe malnu-
trition) were used. Then, the MN group was distrib-
uted into two subgroups: (a) MN rats that received
saline physiological solution and (b) MN rats

WWWw.jocmr.com

treated with 0.2 g/ml U. dioica L. (MNUd), which
was intragastrically administered through a can-
nula on days 14, 16, 18, and 20. On day 21, rats were
anesthetized with xylazine, and blood was obtained
by cardiac puncture with a heparinized syringe.
Thymus, spleen and bone marrow were obtained.
The weight (in grams) of the thymus and spleen of
each rat was recorded and compared with the WN
group. For the comparison, one-way analysis of
variance (one-way ANOVA) was employed with the
Tukey test as necessary to establish the statistical
significance, for which 95% was taken as an index
of reliability with a p < 0.05.

Determination of lymphocyte subpopulations in
thymus

The thymus was extracted, cells were obtained
by homogenizing the organ and filtering through
85-mm mesh, and the disrupted cells were sus-
pended in Ca** and Mg**-free phosphate saline
(PBS, pH 7.0). Cell viability was determined with
0.2% trypan blue and adjusted to 1 x 107 cells/ml,
which were placed in 5 ml tubes (Falcon®). Cells
were stained with 2 pl of monoclonal antibodies,
anti-CD4 and anti-CD8 conjugated to APC and PE
fluorochromes, for 30 minutes. Then, 2 ml of 0.5%
PBS-albumin was added and centrifuged for 5 min-
utes at 1,500 rpm. Subsequently, 500 pl of fixative
solution (1% paraformaldehyde) was added. Ten
thousand cells were analyzed on a flow cytometer
using the CELLQuest® program. The results are
expressed as the percentage of positive cells for the
corresponding marker. In each sample, CD4* CD8*
(double positive, for both fluorescence markers),
CD4~ CD8" (double negative, for both fluorescence
markers), CD4* CD8" (single positive, only for CD4
fluorescence), and CD8* CD4- (single positive, only
for CD8 fluorescence) cells were identified.

Determination of leukocyte subpopulations in blood

A total of 100 pl of blood from each rat was loaded
into 5 ml tubes (Falcon®), and 2 pl of the follow-
ing monoclonal antibodies conjugated to different
fluorochromes were used: (1) CD3* FITC, CD8" PE,
and CD4* APC for CD4 T lymphocytes, (2) CD3*
FITC, CD8* PE, and CD4- APC for CD8 T lympho-
cytes, (3) CD3- FITC, CD8" PE, and CD4* APC for
monocytes, (4) CD45-RA FITC and CD45* PerCP
for B lymphocytes, and (5) CD3* FITC and CD45*
PerCP for total T lymphocytes. After 30 minutes, 2
ml of lysis solution (FACS Lysing Solution, Becton
Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose,
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CA) was added and incubated for 10 minutes at
room temperature. Subsequently, each sample
was centrifuged for 5 minutes at 500 g at room
temperature, the supernatant was removed,
and the cell button was washed with 0.5% PBS-
albumin. Then, 500 pl of the paraformaldehyde
fixative solution (1% in PBS) was added, and the
cells were suspended prior to determination. At
least 10,000 cells were analyzed by flow cytome-
try. The analysis was performed with CELLQuest®.
The results were analyzed in dot graphs and are
expressed as the percentage of positive cells for
each marker. For each sample, four cell types were
identified: CD4* CD8- cells (single positive, only
for CD4 fluorescence), CD8* CD4- cells (single
positive, only for CD8 fluorescence), monocytes,
B lymphocytes and T lymphocytes. Granulocytes
were not determined.

Flow cytometry

Determination of lymphocyte subpopulations
in the thymus and determination of leukocyte
subpopulations in blood was performed with a
FACSCalibur flow cytometer (Becton Dickinson,
Immunocytometry System (BDIS), CA) with an
argon laser (488 nm).

Automated blood cell analysis

The total concentration of white blood cells (WBCs),
red blood cells (RBCs), erythroid parameters, plate-
let count, and the lymphocyte/neutrophil relation-
ship were determined using a KX-21N automatic
analyzer (Sysmex, Japan).

Total count of nucleated bone marrow cells

The right femur of each rat was dissected, their
muscles were removed and 1 ml of physiological
saline was injected through the femoral canal. The
cells were collected in a plastic tube and homoge-
nized by pipetting. The cell suspension was diluted
1:20 with Turk’s solution, and total nucleated cells
were counted in a Neubauer chamber under a light
microscope.

Determination of proliferation of spleen
lymphocytes from malnourished rats treated with
U. dioica L.

Under sterile conditions, the spleen of rats was iso-
lated, dispersed mechanically on a metal 30 pm
mesh, and washed with saline solutions. The cell sus-
pension with 95% viability was added (trypan blue
0.2%) and adjusted to 2 x 10°/ml in 96-well plates

66

containing 100 pl aliquots in the presence of 10 mg/
ml ConA and incubated at 37°C in an atmosphere
of 5% CO, and humidity of 90% for 68 hours. As a
control group, cells were cultured with RPMI-1640
medium without ConA. Each culture was performed
in triplicate five times. Subsequently, 10 pl of CCK-8
(CCK-8, Dojindo Corp., Japan) was added to each well,
and the plate was incubated for 4 hours at 37°Cin a
5% CO, and 90% humidity atmosphere. The absor-
bance at 450 nm was read with an enzyme-linked
immuno sorbent assay plate reader (BioTek, USA).

Statistical analysis

The statistical program NCSS 2010 (Version:
07.1.20) was used. Values are expressed as the
mean * standard error (M % SE). For the compari-
son between the means of the treated groups versus
the control groups, we employed one-way ANOVA
with Tukey’s test and the Duncan test as necessary
to establish statistical significance, using 95% as an
index of reliability with a p < 0.05.

Results

Preliminary determination of total polyphenols in
the extract of U. dioica L.

The concentration was calculated from a standard
curve (y = 0.0674X + 0.0082; R* = 0.9975) made
with gallic acid. The content of total polyphenols
in U. dioica L. capsules was 2.43% GAE/mg dry
matter.

Body weight of well-nourished and experimentally
malnourished rats left untreated and treated with
U. dioica L. during the lactation period

Through the model of malnutrition, only 30%-40%
of rats per litter reached the third degree of malnu-
trition; the cumulative data are shown in Table 1.

The average body weight of newborn rats (before
the treatment) was 7.6 * 0.1 g. At day 20, the aver-
age body weight of the WN group was 43.4 + 0.6 g
versus 26.1 £ 0.3 gin the MN group and 26.0 £ 0.7 g
in the MNUd group. MN rats had a weight ten times
lower than the WN rats, indicating that the MN and
MNUd groups were still malnourished. In addition,
no statistically significant difference was observed
between the weights of the MNUd rats and the
untreated MN rats (Table 1).

Weights of the thymus and spleen

The average weight of the thymus in the WN rats
was 0.145 *+ 0.017 g, whereas the average weight
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Table 1. Body weight observed during lactation in well-nourished rats and malnourished rats.

Day
Group
1 4 7 9 12 14 16 18 20
WN 76+01 11.0+x04 148:05 20.1%05 248+05 29.6+0.5 33.8+0.5 38.1£06 43.4+0.6
MN 76+0.1 9.2+£0.1 11.5+0.1 14801 16.9+0.2* 20.3+0.2* 221+02* 242103* 26.1+0.3*
MNUd  7.6+0.1 9.2+0.1 11.5+0.1 148+0.1 16.9+0.2* 19.6+04* 218+04* 239+0.6* 26.0+0.7%

WN = well-nourished rats (n = 68), MN = malnourished rats (n = 161), and MNUd (n = 37) = Malnourished rats treated with Urtica dioica L.

Data are expressed as the mean * SE. *p < 0.05, significant differences with respect to the WN group.

in the MN rats was 0.050 £ 0.007 g, and the average
weight in the MNUd rats was 0.069 = 0.008 g, indi-
cating that no significant difference was observed
among the malnourished groups. However, the WN
group had a significantly higher value than the mal-
nourished groups. In addition, no significant differ-
ence was observed in the total body weights of both
malnourished groups.

The mean spleen weights for the WN, MN,
and MNUd groups were 0.227 = 0.017 g, 0.067
+ 0.007 g and 0.090 + 0.010 g, respectively. The
spleen weight of the MN group was 70% less than
the spleen weight of the WN rats, and the mean
spleen weight of the MNUd rats was 60%, indi-
cating that the spleen weight of this group gained
10% (Fig. 1).

Thymocyte subpopulations

Rats from the MN group had a higher average per-
centage of CD4- CD8- thymocytes than rats from the
other groups (3.04 and 1.8 times higher than the

WN and MNUd group values, respectively), and the
differences were statistically significant at p < 0.05.
In contrast, the MN group presented a lower aver-
age percentage of CD4* CD8" than the other groups.
No significant differences were observed between
the WN and MNUd groups (Fig. 2).

Distribution of circulating white blood cells

The mean percentages of CD4* and CD8* T lympho-
cytes and monocytes were lower in the MN group
than in the WN group, except for B lymphocytes.
The proportion of leukocytes in MNUd rats was
similar to that in WN rats, except for T cells, which
were decreased. There was a significant difference
between the WN and MN groups; thus, malnutrition
decreases the proportion of leukocytes. Although
the MNUd group showed a higher proportion of
CD4* cells, CD8* T lymphocytes, monocytes, and B
cells than the MN group, only the CD4* and mono-
cyte counts showed statistically significant differ-
ences between the groups (Fig. 3).
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Figure 1. Weight of the thymus and spleen of malnourished rats. WN—Well-nourished rats (n = 10); MN—
Malnourished rats (n = 11); and MNUd—Malnourished rats treated with Urtica dioica L. (n = 15). Data are expressed
as the mean + SE. *p < 0.05, significant differences with respect to the WN group.
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Figure 2. Average percentage of thymocyte subpopulations of malnourished rats treated with Urtica dioica L. WN—
Well-nourished rats (n = 5); MN—Malnourished rats (n = 5); and MNUd—Malnourished rats treated with Urtica
dioica L. (n = 5). Data are expressed as the mean * SE. *p < 0.05, significant differences with respect to the WN group.
**p < 0.05, significant differences with respect to the MN group.
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Figure 3. Average percentage of circulating WBCs in rats treated with Urtica dioica L. WN—Well-nourished rats
(n = 5); MN—Malnourished rats (n = 10); and MNUd—Malnourished rats treated with Urtica dioica L. (n = 10). Data
are expressed as the mean * SE. *p < 0.05, significant differences with respect to the WN group. **p < 0.05, signifi-

cant differences with respect to the MN group.

Hemocytometry

The concentration of WBCs in the MN group
decreased by 29% and 25% compared to that of
the WN and MNUd groups, respectively. RBC con-
centrations and erythroid parameters, including
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hemoglobin, hematocrit (HCT), mean corpuscu-
lar volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin
(MCH), and mean corpuscular hemoglobin con-
centration (MCHC), of the MNUd group tended to
be higher than those of the MN group. However, no
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Table 2. Hemocytometry of malnourished rats treated with Urtica dioica L.

Group (n) WBC x 10°/ul RBC x 105/pl Hb (g/dI) HCT (%) MCV (fL) MCH (pg) MCHC (g/dl) PLT x 10°/uL
WN (10) 42+0.6 53+0.2 93+04 313+16 57.5+16 17.0+0.4 29.7+0.7 408.8+72.3
MN (9) 3.0+0.2* 4.1+04* 8.4+06 27.0x20 58.7+2.0 19.0+0.7 313104 341.0+46.9
MNUd (11) 40+04 47+03 9.3+0.6 293+1.7 61.9+0.9 20.2+0.6° 32.6+0.7" 2904 +55.1

Hb = hemoglobin; PLT = platelet.

WN = well-nourished rats (n = 10), MN = malnourished rats (n = 9), and MNUd = malnourished rats treated with Urtica dioica L. (n = 11).

Data are expressed as the mean + SE.
*p < 0.05, significant differences with respect to the WN group.

statistically significant differences between the WN
and MNUd groups were observed, except for MCH
and MCHC, which were higher in the MNUd group
(p =0.5) (Table 2).

The ratio of lymphocytes/neutrophils in the
MN and MNUd groups showed a reduction of lym-
phocytes with respect to that of the WN group.
However, this reduction was not statistically signif-
icant. Neutrophils increased in the MN and MNUd
groups compared with the WN group (Fig. 4).

Nucleated bone marrow cells

Nostatistically significantdifferences were observed
among the WN, MN, and MNUd groups (Fig. 5).

Spleen cell cultures

In the WN group exposed to ConA, there was a
19.1% increase in the absorbance, indicating
increased cell proliferation with respect to the
same culture without ConA. For the MN group, in
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the presence of Con4, the increase in absorbance
was 9.2%. The MNUd group plus ConA showed an
increase of 41.1% compared with the same group
without ConA (Fig. 6).

Discussion

In previous studies, researchers looking for U. dio-
ica L. in the field collected plants with similar mor-
phology that turned out to be U. chamaedryoides
and U dioica var. Angustifolia, which showed an
ability to restore hematopoiesis in pregnant mice,
preventing the development of malformations in
fetuses [28,29]. In later collections, the specimens
were identified as U. urens. In addition, aqueous
extract of the leaf of U. dioica L. (capsules) commer-
cialized as a nutritional supplement was purchased,
and a comparative study was conducted between
an aqueous extract of U. urens and the capsules of U.
dioica L. to assess the ability of both to stimulate the

O Lymphocytes
Neutrophils

+

WN

MNUd

RATIO OF LYMPHOCYTES-NEUTROPHILS

Figure 4. Lymphocyte-neutrophil count ratio of malnourished rats. WN—Well-nourished rats (n = 10); MN—
Malnourished rats (n = 9); and MNUd—Malnourished rats treated with Urtica dioica L. (n = 11). Data are expressed
as the mean * SE. *p < 0.5, significant differences with respect to the WN group.
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Figure 5. Total nucleated cells of bone marrow from malnourished rats. WN—Well-nourished rats (n = 10); MN—
Malnourished rats (n = 10); and MNUd—Malnourished rats treated with Urtica dioica L. (n = 10). Data are expressed
as the mean * SE. *p < 0.5, significant differences with respect to the WN group.
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Figure 6. Proliferation of spleen cells from malnourished rats. The cultures were made in the absence (w/o-ConA)
and presence of Concanavalin A (w-ConA). WN—Well-nourished rats (n = 15); MN—Malnourished rats (n = 8); and
MNUd—Malnourished rats treated with Urtica dioica L. (n = 10). Data are expressed as the mean * SE. *p < 0.05,

significant differences with respect to the WN group.

proliferation of rat spleen lymphocytes in vitro. The
highest and constant activity was obtained with
the U. dioica L. capsules, and for this reason, after
establishing a dose response curve (results not
included), the present work was performed with
U. dioica L. capsules.
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The concentration of phenolic compounds in cap-
sules of stinging nettle (U. dioica L.) leaf extract was
2.43% of dry matter by weight; this is an import-
ant finding with respect to the different biological
properties of these metabolites and their possible
application in various areas, such as food/feed,
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cosmetics, phytomedicine, and textiles. However, it
is important to note that phenolic compounds were
determined only as reference due to their normal
presence in the plant.

Our results showed that severe malnutrition was
induced in Wistar rats by food competition, and the
MN and MNUd groups presented a 40% body weight
deficit, in addition to other signs, such as poor hair,
brittle bones, and poor motor activity similar to
those observed in malnourished children [30]. At
the end of the experiment, the MN and MNUd groups
presented reduced thymus and spleen weights and
severe atrophy of the thymus [31], indicating that
the U. dioica L. promoted cell proliferation, although
it was not sufficient to increase the levels to the WN
group levels.

Severe protein malnutrition causes leucopenia, a
decrease in the proportion of CD4* and CD8* T lym-
phocytes, and an increase in the number of CD4~
CD8" cells, plus immature T cells in the circulation
[32,33], as we observed in the MN group. In the
MNUd group, there was a restoration of hematopoi-
etic cell levels, indicating that our extract may pro-
mote cell differentiation and maturation to almost
normal levels. The data showed that treatment with
U. dioica L. significantly increased the percentage of
CD4* cells, monocytes, and T lymphocytes, result-
ing in cell counts in the MNUd group that did not
significantly differ from those of the WN group.
These results are in agreement with those reported
by other authors regarding the capacity of U. dioica
agglutinin (UDA) to stimulate the proliferation of T
lymphocytes, although it does so in a delayed man-
ner with respect to ConA [34]. The UDA behaves
like a superantigen that activates the V3 segments
of the T lymphocyte receptor (TCR) by binding to
molecules of the major histocompatibility com-
plex type I and II [35]. Notably, the aforementioned
agglutinin has been isolated from the rhizome of
the plant.

Our study was carried out with a crude extract of
the leaf that does not allow us to assume that this is
the same mechanism of stimulation as that for the
proliferation of T cells [36].

In blood cytometry analyses, the concentration of
WBCs in the MN group was lower by 29% and 25%
compared with that of the WN and MNUd groups,
respectively. However, there were no significant
differences between the WN and MNUd groups.
Differences in circulating blood parameters between
the MN and MNUd groups can be attributed to the
plant extract because there were 7 days from the
first administration of U. dioica L. to the sacrifice of

www.jocmr.com

the animals, a period that matches the term of 5-7
days average for the production of blood cells. That
is, treatment with the plant extract in the MNUd
group promoted the recovery of hematopoiesis,
while in the untreated MN group, this recovery was
not observed even with adequate time [37]. The
total nucleated bone marrow cells were lower in
the MNUd group than in the MN group, probably
because the plant promotes the rapid release of cells
from the bone marrow to the blood.

In Mexican traditional medicine, U. dioica L. is
used to treat anemia due to its high iron content,
which may contribute to the increase in eryth-
rocytes and specifically to the mean corpuscular
hemoglobin concentration. A comparable finding
was observed when a decoction of U. dioica L. var.
angustifolia prevented malformations in the fetuses
of anemic mice, although the mother remained ane-
mic [29]. Nettle plants are known to be very good
sources of energy, proteins, fiber, and a range of
bioactive compounds that have health benefits [38].
In Nepal, U. dioica L. is both a staple food and sup-
plementary food, which is often the top cash crop
of local communities, contributing to food security
in the Nepal region. In the case of Mexico, although
it is a developing country rich in flora and fauna,
severe PEM has a high incidence in suburban and
rural areas [39]. The effects of U. dioica L. on rats
with immunodeficiency due to severe malnutrition
observed in this work can be attributed to the plant
acting as a phytomedicine reinforced by its role as
a nutraceutical.

The immunostimulatory role of U. dioica L.
has been previously reported and identified as a
property of the root. In our work, the activity was
detected in the leaf. Notably, although it is already
known that U. dioica L. stimulates the proliferation
of T lymphocytes in healthy individuals, our results
reinforce this knowledge but in a pathological con-
dition, malnutrition, which is frequent in develop-
ing countries, where malnutrition is observed in a
high percentage of the child population.

Conclusions

The aqueous extract of the leaves of U dioica
L. stimulates the immune response because it pro-
motes the differentiation of T lymphocytes toward
CD4* and CD8* cells, in addition to countering
anemia and leucopenia associated with severe
malnutrition. The effect of the nettle plant extract
on lymphocyte activation and its production of
cytokines is still being investigated.
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Considering the pharmacological functions of
Urtica dioica L. and its role as an anti-inflammatory,
analgesic, antiandrogenic, antihyperglycemic, anti-
hyperlipidemic, antiviral, anticancer, and antianemic
plant and that the treatment of diseases with pat-
ented medicines is becoming increasingly expensive,
we note that it is important to highlight the action of
U. dioica L. to counteract severe malnutrition, espe-
cially when a high percentage of the world’s popula-
tion lives in poverty and extreme poverty.

This plant could be used as a nutritional supple-
ment or a nutraceutical even in those populations
without sufficient resources, as their diet lacks the
nutrients provided by U. dioica L.
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