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RESUMEN. La fitohemaglutinina es una proteina que ejerce un amplio espectro tera-
péutico. La misma es obtenida a partir de las semillas de Phaseolus vulgaris L. por un
método extractivo establecido en el Laboratorio de Bioquimica del Instituto Superior
de Ciencias Médicas de Villa Clara, el cual es una modificacion del método de Rigas
y Osgood. El uso de dicha proteina en concentracién de 1 mg/ml present6 una signifi-
cativa acci6n cicatrizante cuando se ensay6 en ratones Balb/C en un modelo experi-
mental con heridas abiertas. Se demostré una significativa disminucion del tiempo de
cicatrizacion y su accién sobre la contraccion de la herida fue mas positiva que la del
resto de los controles; ademas evit6 la presencia de infecciones, provocando de esta
forma una cicatrizacién mas funcional.

SUMMARY. “Effect of Phytohemagglutinin on Cicatrization”. Phytohemagglutinin is a
protein with a wide therapeutical range. It is obtained from the seed of Phaseolus vul-
garis L. by means of an extractive method developed in the Biochemistry Laboratory of
the Higher Institute of Medical Sciences of Villa Clara. This method is a modification of
the Rigas and Osgood’s method. The use of the above mentioned protein in a concentration
of 1 mg/ml of salin solution had a significant tissue replacement action when it was
assayed in Balb/C mice in an experimental model with open wound; a significant
improvement of the cicatrization process and a production of a more functional scar were
shown.

INTRODUCCION )

La fitohemaglutinina (PHA) es una proteina de la familia de las lectinas que
presenta una fuerte accién mitégena !, propiedad ésta que permite su utilizacion
como medio de diagnéstico con el que se efectiian los cariotipos.

En la actualidad esta proteina es considerada como un 'modificador biolégico
ideal con un amplio potencial terapéutico que puede ser empleado en el trata-
miento de las neoplasias, como adyuvante en cirugia y en las vacunas, en las in-
fecciones criticas y en las quemaduras extensas 2.
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Se ha probado que esta proteina puede ser usada con fines terapéuticos te-
niendo en cuenta su inmunoestimulacién con respecto a la activacién y prolifera-
cién de efectores de vias celulares, asi como su baja toxicidad 3 y por ejercer un
efecto protector directo contra los dafios de la radiacién y la quimoterapia 4 .

Teniendo en cuenta las caracteristicas que presenta esta sustancia y la facil
obtencion de la PHA-Villa Clara en nuestro medio, decidimos realizar este trabajo
con el objetivo de comprobar si la aplicacion tpica de esta sustancia ejerce un
efecto beneficioso sobre el proceso de cicatrizacion.

MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se realiz6 utilizando ratones Balb/C que se obtuvieron del Centro
de Investigaciones Experimentales del Instituto Superior de Ciencias Médicas de
Villa Clara. La fitohemaglutinina se extrajo como proteina pura de semillas de Pha-
seolus vulgaris L. por un método extractivo establecido en el Laboratorio de Bio-
quimica de dicho centro, el cual es una modificacién del método reportado por
Rigas y Osgood 5, ya que utilizamos el fraccionamiento alcohélico para lograr la
purificacién de la misma y obtenerla con una pureza del 98%. Parra ello se utilizé
una variedad de Phaseolus vuigaris obtenida en el Instituto Nacional de Investiga-
ciones de Viandas Tropicales, la cual estd sometida a un riguroso control genético,
ya que como es conocido el potencial mitogénico de la fitohemaglutinina varia
con la variedad de Phaseolus vuigaris utilizada 1. La proteina se disuelve en solu-
cioén salina para su aplicacién en la herida abierta a una concentracién de 1
mg/ml. Se utilizé solucién comercial de merbromin (sal disédica de la 2,7-dibro-
mo-4-hidroximercurifluoresceina) como control, ya que es una sustancia usada
ampliamente como antiséptico en heridas abiertas, y solucién salina como place-
bo.

El modelo experimental se llev6 a efecto constituyendo 3 grupos, los cuales
estaban formados por 20 animales cada uno: 10 hembras y 10 machos agrupados
por parejas en las cajas T2 y mantenidos en condiciones de temperatura de 25 +
2°C yel 70 % de humedad. El grupo A lo formaban los animales a los cuales se
trat6 con solucién salina, el grupo B los que se les aplic6 merbromin y el grupo
C los que se les aplicé la fitohemaglutinina.

A cada animal se le anestesi6 utilizando éter y se le hizo un defecto tisular
circular en la regién dorsal de 19 mm de didmetro que intervino la dermis y la
epidermis, utilizando una tijera y una plantilla plastica creada al efecto para garan-
tizar la uniformidad del corte. Con posterioridad a la realizacién del defecto tisular
los animales en los diferentes grupos fueron tratados mediante una aplicacion t6-
pica, diariamente los primeros 5 dias y posteriormente en dias alternos. El cierre
de la herida se midi6 diariamente. La fitohemaglutinina se preparé en solucién sa-
lina a una concentracién de 1 mg/ml, esta solucién se conservé a 4 °C, tempera-
tura en la que la misma es estable por un mes.

Se realiz6 primeramente un anilisis de varianza bifactorial para comprobar si
existia interaccioén entre los factores sexo y el tratamiento en las variables estudia-
das; en el caso de no existir interaccién se realizé el test no paramétrico de com-
paracion de Kurskal - Wallin y como test de rango el de Mann-Witney.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Al comparar mediante el anlisis de varianza bifactorial el tiempo de cicatri-
zacién segin el tratamiento y el sexo se pudo evidenciar que no existe interaccién
entre los resultados obtenidos y como puede observarse en la Tabla 1 el tiempo
medio de cicatrizacién de las heridas de los animales tratados con el merbromin y
con la fitohemaglutinina fueron menores cuando se compararon con el grupo al
cual se le aplicé el placebo, siendo esta diferencia altamente significativa; sin em-
bargo, a pesar de que el tiempo medio de ciatrizacién de los animales tratados
con la fitohemaglutinina fue menor que la de los tratados con el merbromin, esta
diferencia no fue significativa.

Grupos N Tiempo (dias)
A 20 17,31
B 20 15,89
C 20 14,79

p (A-B) < 0,001; p1 (A-C) < 0,001; p2 (B-C) > 0,05

Tabla 1. Tiempo de cicatrizacién. Grupo A: tratado con solucion salina; grupo
B: tratado con merbromin; grupo C: tratado con fitohemaglutinina. p: nivel de
significacién de los tratamientos entre los grupos A y B; pl: nivel de significa-
cién de los tratamientos entros los grpos A y C; p2: nivel de significacién de los
tratamientos ente los grupos B y C. ‘

En la Tabla 2 se muestra el comportamiento (por sexo y por grupo) de la
contraccién de la herida expresada en la disminucién del didmetro del defecto ti-
sular en mm. En dicha tabla se observa que el grupo que presenté los mayores
valores de contraccién de la herida a los 12 y 16 dias fue el grupo tratado con la
fitohemaglutinina, lo cual resulté altamente significativo cuando fue comparada
con la del placebo y significativa con el grupo tratado con el merbromin, lo que
nos indica que hubo una mayor contraccién de la herida en tiempos mas cortos
con el uso de la fitohemaglutinina, lo que hace el proceso de cicatrizacion mas
eficiente en este grupo. Aunque se midi6 la reduccién del didmetro de la herida
hasta los 21 dias de tratamiento, no se refleja en las mediciones del dia 20 por no
ser estas representativas, ya que los dos altimos animales del grupo C que faltaban
por completar su cicatrizacién lo hicieron en el dia 17.

Es de destacar que aunque hubo diferencia entre los sexos, pues siempre s
presenté una mayor contraccion en el sexo femenino, estd diferencia no fue signi-
ficativa; s6lo en el dia 8 existi6 interaccion entre el sexo y el grupo sobre los valo-
res obtenidos.

Los animales tratados con la fitohemaglutinina no presentaron infeccion,
mientras que el 20% de los tratados con el placebo y el 10% de los tratados con el
merbromin si la presentaron. Si tenemos en cuenta ademds que el indice de infec-
cién de la cirugia limpia es de 1,5 % y que en nuestro caso por ser una herida
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:: Disminucién del didmetro de la herida en mm
U dia 4 dia 8 dia12 - dia 16
P
o T F M T F M T F M T F M
A 042 067 | 025| 1,06 | 1,5 | 050 | 4,26 | 4,44 | 4,06 | 12,47 {12,44 | 12,50
B 0,65]| 090 | 040| 3,00 | 4,10 | 1,90 | 6,25 | 7,55 | 4,95 | 1595 | 17,70 | 14,20
C 09| 1,00 | 080} 2,60 | 270 | 250 | 8,23 | 835 | 8,10 | 1840 | 18,60 | 18,20

p >0,05 p <005 p >005 p >0,05

pl > 0,05 pl <005 p1<0,05

p2 > 0,05 p2 < 0,001 p2 < 0,001

p3 > 0,05 p3 <0,05 p3<0,05

p: nivel de significacion de la interaccion entre el sexo y el tratamiento.

pl: nivel de significacion de los tratamientos de los grupos A y B.
p2: nivel de significacién de los tratamientos de los grupos A y C.
p3: nivel de significacién de los tratamientos de los grupos B y C.

Tabla 2. Contraccién de la herida. T: total, M: masculino, F: femenino.

abierta hay una mayor posibilidad de contaminacién por varios gérmenes 6, estos
resultados reafirman las propiedades inmunoestimuladoras de esta sustancia. A
esta proteina se le sefialan ademas propiedades estimuladoras de los fibroblastos,
por lo que indirectamente juega un papel importante en la produccién de la col-
gena, aspecto éste de gran importancia, pues se conoce que entre los procesos
biol6gicos mas importantes de la reparacién tisular estd la contraccién de la heri-
da, la epitelizacion, la inflamacién y el metabolismo de la coldgena 7

Del andlisis de los resultados podemos plantear que la fitohemaglutinina de-
mostré poseer propiedades cicatrizantes, al acelerar el proceso de cicatrizacion en
el modelo experimental utilizado. Su accién sobre la contraccion de la herida fue
mads positiva que la del resto de los controles y evit6 la presencia de infecciones,
provocando de esta forma una cicatrizacién mds funcional. Por otra parte, si se
tiene en cuenta que la obtencién de esta proteina de origen vegeral es de muy ba-
jo costo y que presenta baja toxicidad, su utilizacién en el tratamiento de las heri-
das podria mejorar sustancialmente la calidad de las mismas asi como disminuir el
tiempo necesario para el total restablecimiento de los pacientes.
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