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RESUMEN

Se desarrollé un modelo experimental in vivo para evaluar la potencialidad de la
fitohemaglutinina de 2 variedades de Phaseolus vulgaris de modular el sistema inmunolégico.
Ratas Wistar macho recibieron 10 y 20 mg/kg de peso de fitohemaglutinina obtenida de las
variedades de frijol “Cueto” y “Judia roja Santo Domingo”. Ambos extractos fueron
inocuos, incrementaron la masa corporal de los animales y no modificaron el hematdcrito
ni los conteos celulares de polimorfonucleares neutréfilos, eosinéfilos y monocitos. La
fitohemaglutinina BETERA obtenida del Phaseolus vulgaris de la variedad “Cueto” fue
mas efectiva para producir incrementos en el nimero total de leucocitos y linfocitos
circulantes y estimular a los linfocitos B para la produccion de anticuerpos.
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Wistar.

La fitohemaglutinina (PHA) del
Phaseolus vulgaris aglutina hematies y
leucocitos; es capaz de unirse a
oligosacéridos y estimula la mitosis en di-
ferentes estirpes celulares, incluidos los
linfocitos.! Esta comprende 5 glicoproteinas
tetraméricas (PM= 115 000 =+ 4130 D),?
isolectinas formadas por 2 polipéptidos
(L=leucocito y E=eritrocito) en combina-
ciones L,, L,E, LE,, LE, E,."? Las
subunidades tipo E (PM=31 700 == 600 D),

mayores que las L, son responsables de la
eritroaglutinacion, pero muestran poca ac-
tividad mitogénica o ninguna. Las subuni-
dades L (PM= 29 900 = 200 D) confieren
propiedades leucoaglutinantes a la proteina
nativa y tienen la méxima actividad esti-
mulante de la mitosis.>*

La PHA fue utilizada inicialmente para
separar células sanguineas,® después como
marcador histolégico®y en la produccion y
mejoramiento de medios diagnésticos y ana-



liticos.™ Resultados in vitro avalan el
posible uso terapéutico de la isoforma
mitogeénica L, como modificador de res-
puestas biolédgicas,de versatil adminis-
tracién, no sensibilizante, poco tdxica,
con maxima efectividad a bajas dosis, no
inductora de estrés, no oncogénica, no
infecciosa, compatible con diversas mo-
dalidades terapéuticas; probablemente
compatible con el embarazo y con una
adecuada relacion costo-efectividad en sus
anélisis econdmicos.

Las potencialidades de la PHA como
inmunomodulador se fundamentan en la in-
duccidén de la actividad y proliferacion
linfocitaria in vitro; efecto observado in vivo
solo con dosis excesivas de PHA
eritroaglutinante y nocivas para el sistema
circulatorio de pequefios animales de labo-
ratorio. La restringida disponibilidad del
mitdgeno en forma no aglutinante ha limi-
tado un estudio méas exhaustivo en el ser
humano. La subestimacion de su eficacia
ha limitado también su produccién indus-
trial en cantidades requeridas para ensayos
clinicos.™ Su posible efecto de modulacién
mitogénica podria ser de utilidad en la te-
rapéutica del cancer, infecciones graves y
anemia aplastica.?*

El Instituto Superior de Ciencias
Médicas de Villa Clara ha llevado a cabo
el aislamiento y la purificacion de la
PHA y ha detectado, ademas, un diferen-
te comportamiento electroforético de la
proteina obtenida de distintas variedades
de Phaseolus vulgaris (Boffill MA, co-
municacién personal). El contenido dife-
rente de las isoformas de PHA en las va-
riedades de frijol se ha valorado como
posible agente causal. Fue objetivo de
este trabajo evaluar, mediante un mode-
lo experimental in vivo, la potenciali-
dad de la PHA de diferentes variedades
de Phaseolus vulgaris de modular el sis-
tema inmunolégico.

METODOS

Se utilizaron 2 preparaciones de PHA
de Phaseolus vulgaris, una producida en los
laboratorios BETERA de Ciudad de La
Habana (PHA-BETERA),* con la variedad
“Cueto” de este frijol, suministrado por el
Instituto de Investigaciones Fundamentales
de la Agricultura Tropical (INIFAT). La
otra preparacion fue aislada y purificada
por los laboratorios de Bioquimica del Ins-
tituto Superior de Ciencias Médicas de Vi-
lla Clara (PHA-VC), a partir de la varie-
dad “Judia roja Santo Domingo™ suminis-
trada por el Instituto de Investigaciones de
Viandas Tropicales (INIVIT).

La evaluacion del efecto inmunomo-
dulador se desarrollé de acuerdo con la pro-
puesta de Godhwani y otros,® para estudios
de extractos de plantas en roedores. Para
ello se utilizaron 50 ratas Wistar macho
(170-190 g de peso) de 7-8 semanas de edad,
suministradas por el Centro Nacional de
Produccion de Animales de Laboratorio
(CENPALAB), mantenidas por 7 d en cua-
rentena para comprobacion de pardmetros
de calidad. Los animales se alojaron en un
cuarto experimental a 20 =2 °C, 40-70 %
de humedad ambiental y fotoperiodo de 12 h
y fueron alimentadas con Ratonina este-
rilizable SPF y agua ad libitum.

DISENO EXPERIMENTAL

Los animales fueron divididos en 5
grupos de 10 y sometidos al tratamiento
siguiente:

Grupo I: Control, no PHA

Grupo II: PHA-BETERA (1 mg/mL) sumi-
nistrada a 10 mg/kg de peso

Grupo I11: PHA-BETERA (2 mg/mL) sumi-
nistrada a 20 mg/kg de peso

Grupo IV: PHA-VC (1 mg/mL) suministra-
da a 10 mg/kg de peso



Grupo V: PHA-VC (2 mg/mL) suministra-
da a 20 mg/kg de peso

En los dias 1, 3y 5 del experimento se
inoculd, por via intraperitoneal, una sus-
pension de hematies de carnero 20 % en
solucidn salina (0,9 %) a los 5 grupos. El
dia 6 se extrajo, a todos los animales, una
muestra de sangre del seno venoso retroorbital
e inmediatamente se comenzo la inoculacion,
por via intraperitoneal, de las soluciones de
PHA con las concentraciones y a las dosis
antes sefialadas. La administracion de la PHA
se realiz6 diariamente durante 10 d. El dia
16 se extrajo la segunda muestra de sangre a
todos los animales, de la misma manera que
la primera. Las muestras de sangre fueron
sometidas segiin Godhwani y otros a los ana-
lisis siguientes:®

- Frotis sanguineo para estudio de la mor-
fologia celular.

- Hematdcrito.

- Conteo global de leucocitos.

- Conteo absoluto de las diferentes estir-
pes celulares del diferencial.

- Prueba de microhemaglutinacion (titulo
de anticuerpos).

DISENO ESTADISTICO

Los datos obtenidos del estudio fue-
ron procesados con el paquete estadisti-
co SPSS para Windows Version 10.0. Se
aplicaron los tests de Kolmogorov-
Smirnov y de Shapiro-Wilks para com-
probar normalidad. Como la mayoria de
las variables no seguian una distribucion
normal se decidi6 utilizar pruebas no
paramétricas para el analisis de varianza
unifactorial. Se empleo el test de Kruskal-
-Wallis para el analisis vertical de los
datos y como test de rangos para locali-
zar las diferencias entre grupos parea-
dos, la U de Mann-Whitney. Para el ana-
lisis horizontal se aplicé el test de
Friedman y como solo se compararon 2
momentos (antes y después de adminis-
trar la PHA) no se empled test de rangos
en este caso.

RESULTADOS

La ganancia de peso generada por el
suministro de PHA fue diferente en cada
grupo (fig. 1). Todos los grupos con PHA
tuvieron mayores incrementos en el peso
corporal que el grupo control. La dosis de
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Fig. 1. Incremento en la masa corporal de los animales después de concluir la administracion de fitohemaglutinina.



20 mg/kg de PHA-VC tuvo el mayor efecto
positivo (p= 0,004).

No se detectaron diferencias signifi-
cativas en los indicadores de laboratorio en-
tre los grupos de ensayo al inicio del expe-
rimento; sin embargo, el suministro de las
distintas PHA a diferentes dosis genero

modificaciones con alta significacion en el
conteo absoluto de polimorfonucleares
neutréfilos (p= 0,000) y el titulo de
anticuerpos contra los hematies de carnero
(p=0,000). El suministro de 20 mg/kg de
peso de PHA-BETERA (2 mg/mL) (Grupo
111) produjo los mayores incrementos en el
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Fig. 2. Diferencias medias entre los valores del conteo absoluto de linfocitos antes y después de administrar la fitohemaglutinina.
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Fig. 3. Diferencias medias entre los titulos de los anticuerpos contra hematies de carnero antes y después de administrar la fitohemaglutinina.



titulo de anticuerpos (p= 0,002), el cual
fue 8 veces superior al efecto de la dosis
inferior o al uso de la PHA-VC en cual-
quiera de las dosis. Esto generd, por tanto,
las mayores diferencias entre los grupos.
La PHA-BETERA adosis de 10 mg/kg (Gru-
po Il) y también la PHA-VC (Grupo 1V)
produjeron las mas manifiestas diferencias
en el conteo absoluto de neutréfilos, a pe-
sar de que estas diferencias no estuvieron
avaladas desde el punto de vista estadistico
(Grupo 1l p=1,000y Grupo IV p= 0,206).
El reducido tamafio de la muestra anali-
zada pudiese ser responsable de estos re-
sultados.

El tratamiento con los 2 tipos de PHA
a distintas dosis no produjo diferencias sig-
nificativas (Inter) en el conteo absoluto de
linfocitos. Sin embargo, individualmente el
suministro de cada una causo una elevacion
significativa de este parametro después del
tratamiento en algunos grupos (tabla).

La dosis de 10 mg/kg (Grupos Il 'y 1V)
vs. 20 mg/kg vy el uso de PHA-BETERA
(Grupos Iy 1) vs. PHA-VC (Grupos IV y
V) provocaron las mayores diferencias del

conteo absoluto de linfocitos antes y des-
pués de su suministro (fig. 2).

En la figura 3 se reflejan las diferen-
cias medias entre los titulos de anticuerpos
generados contra los hematies de carnero
antes y después de administrar las PHA, en
este caso también los grupos tratados con
la lectina mejoraron significativamente los
titulos, efecto que fue mas acentuado con
el suministro de 20 mg/kg peso de PHA-
-BETERA a 2 mg/mL de concentracién
(Grupo ).

El examen microscépico del frotis san-
guineo antes de comenzar la administracién
de la PHA, no mostré alteraciones mor-
foloégicas en hematies, leucocitos y
plaquetas, ni se observaron células atipicas
en ninguno de los animales. Al finalizar la
administracion del mitégeno se mantuvo este
mismo patrén de normalidad en todos los
€asos.

El resto de los indicadores analizados
no mostrd diferencias desde el punto de vista
estadistico en la comparacion horizontal.
Aunque el conteo global de leucocitos mos-
tré una tendencia al incremento en todos

TABLA. Efecto de la fitohemaglutinina (PHA) sobre el conteo absoluto de linfocitos y el titulo de anticuerpos contra hematies de carnero

Variable Significacion
CAL Titulo
Grupo  Momento x 10°L) (diluci6n) pl p2
media + DE media + DE
| Antes 65+17 1024 + 2 0,206 1,000
Después 77+24 1024 +2
[ Antes 59+16 1024 + 2 0,034 0,025
Después 9,750 2048 £2
I Antes 57+08 1024 +2 0,01 0,002
Después 82+23 8192 +2
% Antes 74+£10 1024 +2 0,011 0,034
Después 96+26 2048 £2
Vv Antes 66+15 1024 +2 0,058 0,034
Después 85+2,0 2048 £2

Antes: antes de administrar la PHA, Después: después de administrar la PHA, CAL: conteo absoluto de linfocitos, Titulo: titulo de anticuerpos
desarrollados contra hematies de carnero, p1 y p2; significacion para el conteo absoluto de linfocitos y titulo de anticuerpos contra hematies de

carnero respectivamente.
Fuente: Laboratorio de Investigaciones Bioguimicas.
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Fig. 4. Diferencias medias entre los valores del conteo global de leucocitos antes y después de administrar la fitohemaglutinina.

los grupos, tal como se refleja en la fi-
gura 4, solo en los grupos que recibieron
las PHA los incrementos fueron significa-
tivos desde el punto de vista bioldgico. Los
animales inoculados con la PHA-BETERA
mostraron incrementos que fueron précti-
camente el doble al valor del control, sin
relacion directa entre dosis de PHA em-
pleada y magnitud del incremento.

DISCUSION

La evolucion del peso corporal tiene
gran importancia en cualquier estudio de
toxicidad, pues este pardmetro es un refle-
jo del estado de salud general y a su vez es
uno de los primeros indices que se afectan
cuando existe algun dafio orgéanico o los
animales estan sometidos a cualquier estrés.
Las PHA utilizadas mostraron un efecto
anabolico importante independientemente de
la fuente de procedencia. El peso corporal
se incrementd mas en los grupos que reci-
bieron 20 en lugar de 10 mg/kg de peso cor-
poral de PHA (grupos Il1'y V), pero estos
incrementos no tuvieron suficiente soporte
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estadistico (p= 0,226 para PHA-BETERA,;
p= 0,588 para PHA-VC).

El tipo de fitohemaglutinina, ademas
de la dosis, tuvo un efecto individual sobre
el incremento de peso. La PHA producida
en la provincia de Villa Clara generé mayo-
res valores de aumento de peso que la PHA
producida en los laboratorios BETERA,
Ciudad de La Habana. Estas diferencias re-
cibieron suficiente apoyo estadistico cuan-
do se compard cada grupo de ensayo con el
grupo control (grupo 1l p=0,042), (grupo Il
p=0,016), (grupo IV p=0,013), (grupo V
p=0,0002).

La respuesta proliferativa global de los
linfocitos fue analizada mediante el conteo
absoluto. En todos los grupos se puso de
manifiesto una tendencia al incremento de
este indicador después del suministro de las
PHA (tabla). Sin relacion directa con la
dosis empleada, los grupos tratados con la
PHA-BETERA respondieron con mayores
incrementos respecto al grupo control que
aquellos a los que se les administrd la PHA-
-VC (fig. 2). En los primeros el aumento
promedio fue 3,2 veces para el grupo Il y



2,1 veces para el grupo I11; mientras que en
los segundos el incremento promedio fue
1,8 veces para el grupo 1V y 1,6 veces para
el grupo V.

Los resultados obtenidos en el conteo
absoluto de linfocitos en los animales estu-
diados requieren de consideraciones parti-
culares. Las opiniones son divergentes res-
pecto a si la proliferacion de linfocitos T
se acompafia también de proliferacion de
células B, aunque la mayoria de los infor-
mes coinciden en que la blastogénesis indu-
cida por la estimulacién mitogénica ocurre
fundamentalmente en células T, al menos
in vitro.1"®

Los incrementos en los conteos de
linfocitos en estos animales pudiesen ha-
ber estado generados ciertamente por la
proliferacion de linfocitos T, sin descar-
tar la posibilidad de que linfocitos B tam-
bién hayan sido estimulados, bien direc-
tamente por la PHA, o mediante el auxi-
lio de células T ya estimuladas; aunque
no se encontraron referencias sobre es-
tudios realizados in vivo que apoyen es-
tos criterios.

A la PHA se le adjudica también un
efecto inmunosupresor estudiado solo in
vitro.?-?> Borrebaeck y Schon®en traba-
jos con células T han encontrado que la
PHA produce inhibicion de la prolifera-
cion y la sintesis de ADN dependiente
de la dosis. Tanto con la PHA-BETERA
como con la PHA-VC (fig. 2), los incre-
mentos en el conteo global de linfocitos
en los grupos con dosis de 20 mg/kg fueron
inferiores a los observados con 10 mg/kg,
lo que podria ser una consecuencia de la
generacion de inhibidores inespecificos
inducidos por productos solubles libera-
dos por los linfocitos estimulados; pro-
ductos que al parecer estarian mas au-
mentados en los animales que recibieron
una mayor concentracién de la PHA. Esta
fundamentacion estaria en concordancia

con los planteamientos de Larsson y
Blomgren,Z al respecto. Al mismo tiempo,
los incrementos del conteo absoluto de
linfocitos en este ensayo fueron, de forma
general, inferiores para la PHA-VC, moti-
vo por el cual, de manifestarse en este caso
el efecto inmunosupresor, este seria mas
marcado para la lectina proveniente de la
variedad de Phaseolus vulgaris “Judia roja
Santo Domingo™ que para la derivada de la
variedad “Cueto”.

De acuerdo con los resultados del titu-
lo de anticuerpos puede concluirse que tan-
to la PHA proveniente de la variedad
“Cueto” de Phaseolus vulgaris, como la
derivada de la variedad “Judia roja Santo
Domingo™, es capaz de inducir incremen-
tos en la produccion de anticuerpos. Ello
permite afirmar que, de algin modo, los
linfocitos B de los animales expuestos a los
mitdgenos fueron estimulados a proliferar
y diferenciarse en células plasmaéticas pro-
ductoras de inmunoglobulinas, lo cual con-
firma el criterio expuesto sobre la posibili-
dad de estimulacion de dicha subpoblacién
de linfocitos.

La relacion entre los titulos de
anticuerpos y el conteo de linfocitos
(figs. 2'y 3) muestra en los casos tratados
con la PHA-VC que existe una correspon-
dencia entre los resultados de los 2
indicadores. En estos, los incrementos fue-
ron practicamente idénticos. Sin embargo,
impresiona como aparente contradiccion el
hecho de que el suministro de 10 mg/kg PHA-
-BETERA (grupo 2) tuviese mayores incre-
mentos en el conteo de linfocitos e inferio-
res titulos de anticuerpos; mientras que una
elevaciéon del suministro de fitohema-
glutinina a 20 mg/kg (grupo I11) generd un
efecto contrario. Procederia entonces la
posible explicacion de que la fitohema-
glutinina estimulase subpoblaciones de lin-
focitos T supresores,® estimulacién que
estaria inversamente relacionada con la
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dosis, de manera que estas células esta-
rian méas aumentadas en el grupo Il que
en el 11l e inhibirian, de esta forma, la
sintesis de inmunoglobulinas por las cé-
lulas B, en mayor medida para el grupo
que recibié la menor dosis. Aun cuando
en algin momento existiese inhibicion de
la proliferacién, aquellos linfocitos B que
ya han proliferado pudiesen responder,
produciendo anticuerpos en mayor mag-
nitud, en correspondencia con el incre-
mento en la concentracion de la PHA, la
cual por otra parte estaria estimulando
directamente a los linfocitos B. Esta po-
dria aceptarse como una posible respues-
ta a los resultados. No puede descartar-
se, tampoco, el hecho de que ambas si-
tuaciones pudiesen estar ocurriendo de for-
ma simultanea.

Se concluye, que ambas PHA tienen
un efecto anabdlico manifestado en incre-
mentos de la masa corporal, correlacionado
con la dosis aplicada y méas evidente para
la lectina derivada de la variedad “Judia
roja Santo Domingo™ de Phaseolus vulgaris.
Ninguna de las PHA produce modificacio-
nes en la morfologia de las diferentes estir-
pes celulares del frotis sanguineo. Los
conteos celulares de polimorfonucleares
neutrofilos, eosinéfilos y monocitos, asi
como el hematécerito no sufren modifica-
ciones atribuibles a la influencia de la PHA.
La PHA-BETERA es mas efectiva para pro-
ducir incrementos en el nimero absoluto de
linfocitos y su administracién in vivo esti-
mula a los linfocitos B a producir anticuerpos,
propiedad més manifiesta para la lectina ob-
tenida en los laboratorios BETERA.

IMMUNOMODULATOR EFFECT OF FITOHEMAGLUTININ

OF PHASEOLUS VULGARIS

SUMMARY

An in vivo experimental model was developed to evaluate the potentiality of fitohemaglutinin from 2 varieties of
Phaseolus vulgaris to modulate the immunological system. Male Wistar rats received 10 and 20 mg/kg of weight
of fitohemaglutinin obtained from the varieties of “Cueto” dry bean and “Santo Domingo™ red kidney bean. Both
extracts were inocuous, increased the body mass of animals and did not modify either the haematocrit or the
cellular counts of polymorphonuclear neutrophiles, eosinophiles and monocytes. BETERA fitohemaglutinin
obtained from Phaseolus vulgaris of the “Cueto” variety was more effective to produce increases in the number
of circulating leukocytes and lymphocites and to stimulate lymphocytes B for producing antibodies.

Key words: Fitohemaglutinin, immunomodulator effect, Phaseolus vulgaris, Wistar rats.
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