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INTRODUCCION

La fitohemaglutinina, también denominada Lectina y representada por las siglas P. H. A.. (iniciales del nombre
en el idioma inglés), es una mucoproteina parcialmente purificada. Se la encuentra en la mayoria de los vegetales,
pero se aisla, principalmente, de las leguminosas como Phaseolus vulgaris L., utilizando una modificaciéon del
método de Rigas y Osgood (1955). La P. H. A., se ha extraido de 420 especies de leguminosas, y se localiza en
todo el vegetal pero en mayor proporcion en las semillas.

Por otra parte, esta substancia ha sido estudiada, tanto en criptégamas como en fanerégamas, encontrandose
en una proporcién mayo; en la Clase Basidiomicetos (Dubovoy, 1966).

La propiedad de la P. H. A., que la hace importante en citologia, es la de aglutinar a los eritrocitos o glébulos
rojos de ciertos animales, incluyendo al hombre, facilitando la separacion de los leucocitos (Osgood y Brooke,
1955).

Bird (1963), hizo una diferenciacién de los eritrocitos de algunas especies de animales, utilizando extracto de P.
H. A. de diferentes semillas, de acuerdo con su afinidad a los diversos tipos de esta substancia.

Otra propiedad muy importante de la P. H. A., es la de presentar una accién mitogénica. Esta propiedad ha sido
descubierta en la P. H. A., extraida de Phaseolus vulgaris, la cual ha sido utilizada en diferentes investigaciones,
algunas de las cuales han sido realizadas en el cultivo de tejidos humanos.

Zeck (1966), ha empleado la P. H. A., en tres ciliados diferentes, Bursaris truncatella, Stentor coeruleus y
Paramecium en donde obtuvo una reduccion del periodo intermitético.

Agrell (1966a, 1866b), trabajando en Acanthamoeba, observé que, afiadiendo P.H.A., al medio, se producia un
aumento en la multiplicacion celular durante mas de cinco generaciones. No obstante, al agregar una solucion
salina, este aumento se observé nuevamente sin el empleo de P. H. A. Sin embargo, este autor considera que la
accion mitogénica pudo haber sido debida al resultado indirecto de la P. H. A.

En diversas ocasiones, se ha sugerido que la acciéon de la P. H. A, es indirecta, debido a que al eliminar los
eritrocitos se facilitaria la divisién de los leucocitos. No obstante, Nowell (1960) demostré que la P. H. A. ejerce su
accion aun en los cultivos que han sido agitados con el fin de mantener la sangre completa con todos los elementos
figurados suspendidos.

Los estudios realizados por Nowell (1960), sugieren que la acciéon de la P. H. A., sobre los leucocitos, no
estimula directamente la mitosis, sino que propicia la transformacion de los monocitos y linfocitos, llevandolos a un
estado en el cual son capaces de dividirse, mediante su accion sobre la superficie del leucocito y la posible
liberacién de substancias intracelulares. Por otra parte, las células de la médula 6sea y los blastos de la leucemia,
mostraron un aumento en la actividad mitética, en pocas horas, bajo las mismas condiciones de cultivo "in vitro". En
el caso de las células de la médula ésea, cuya division es muy frecuente, se ha visto que responder a la
estimulacién en pocas horas. Este hecho no se observa en otras células, por ejemplo, en las del higado, las cuales
no tienen como funcién primordial la de dividirse, ya que este tipo de células responder solamente después de un
periodo de latencia largo.

Naspitz (1968), utilizo la P. H. A. en cultivos "in vitro" de linfocitos a diferentes concentraciones, observando
que durante periodos cortos de 35 dias, las concentraciones al 0.1, 0.3 y 0.6 tienen una accién semejante; pero en
periodos largos, a concentraciones de P. H. A, al 0.1 v 0.3, el mantenimiento de los linfocitos era mas eficaz.

La actividad de la P. H. A, no radica en la liberacién de los leucocitos —como células supuestamente
preparadas para iniciar la division— mediante la aglutinacién de los eritrocitos. Su propiedad mitogénica parece



involucrar un proceso de conversion que modula en las células la "desdiferenciacion" necesaria para iniciar la
division. Este proceso de conversion requiere de 24 a 48 hs.

Nowell (1961), demostrd que las mitosis del cultivo de sangre pueden ser inhibidas, en forma directa, bajo la
accion de la prednisolona a una concentracién de 0.0002=10 ug/ml, reduciéndose el indice mitético % de su valor
en el grupo control. Parece ser que la prednisolona como substancia represora de mitosis, ejerce su influencia
sobre el proceso de "desdiferenciacion” producido por la P. H. A., pero en sentido opuesto.

Los estudios cuantitativos de MacKinney, Stohlman y Brecher (1961) y de Elves y Wilkinson (1962), indican que
los linfocitos y posiblemente los monocitos son las células afectadas por la P. H. A., mediante su transformacion a
un estado en el cual son capaces de dividirse. Las células polimorfonuleadas no parecen formar parte de la
poblacién celular que inicia la divisién, posteriormente a la accion de la P. H. A. Por esta razén, Cooper y Hirschhorn
(1962), eliminan a las células polimorfonucleares, utilizando un potente magneto después de que éstas células han
ingerido particulas de hierro. Macintyre y Ebaugh (1962), y Mellman, et al. (1962), indican que las células
polimorfonucleares mueren durante las primeras 48 hs, sin conceder importancia a la separaciéon de dichas células,
debido a la eliminacion de las mismas mediante la prolongacién del cultivo més alla de 48 hs. Sin embargo, lo
anterior no es valido cuando la proporcion de leucocitos polimorfonucleares es muy alta, pues el nimero de
linfocitos y posiblemente monocitos, capaces de dividirse, disminuye en proporcidn y el cultivo puede ser pobre en
mitosis.

Los estudios de MacKinney, Stohlman y Brecher (1961), asi como los de Bender y Prescoot (1962), han
confirmado, por medio de la autoradiografia que las células que se dividen eventualmente, posteriormente a la
accion de la P. H. A, no son aquellas que se hallaban en la fase G2 —como leucocitos circulantes— en la sangre.
La incorporacion de la timidina tritiada, se produjo, unicamente, después del proceso de conversion "in vitro”.

De acuerdo a lo anterior, se consideré importante investigar la accion de la P.H.A. en la regeneracion de la
planaria Dugesia dorotocephala, con el fin de conocer sus efectos sobre los neoblastos del blastema de estos
animales.

MATERIALES Y METODOS

Las planarias examinadas pertenecen a la especie Dugesia dorotocephala. Fueron colectadas en el Jardin
Botanico Exterior de la Universidad Nacional Auténoma de México y mantenidas en el laboratorio en recipientes que
contenian agua electropura, la cual fue renovada cada tercer dia. Se les alimenté dos veces por semana, con
higado de res licuado.

El disefio del trabajo comprende, basicamente, dos grupos experimentales: el primero, sin fitohemaglutinina (P.
H. A.) y el segundo, con P. H. A. En este ultimo, se utilizé la substancia en solucion acuosa (agua purificada) al 8%,
para lo cual se seleccionaron planarias cuya longitud oscilé entre 1.5y 2.0 cm. Se cortaron transversalmente en la
zona comprendida entre la faringe y las auriculas, ya que ésta es de facil localizacién y, ademas, presenta una
mayor superficie para la regeneracion.

A partir del momento de la separacién de los fragmentos cortados, el animal empieza a regenerar la parte
mutilada. Al cabo de cierto tiempo, se inicia la formacién de una cicatriz caracteristica en la zona del corte,
denominada blastema, este tejido esta formado por células indiferenciadas o neoblastos, las cuales se encuentran
distribuidas en todo el parénquima de la planaria y emigran hacia el sitio del corte. Los blastemas utilizados, se
forman a expensas de los fragmentos anteriores que dan origen a la regién posterior del animal.

La Division mitética de los neoblastos del blastema, fue detenida con colchicina en la etapa denominada
metafase. La interrupcion de la cariocinesis en la fase sefialada, se verificd en diferentes horas a partir del momento
en el que se inicio la regeneracién posterior al corte, estos tiempos fueron: 35.15 hs, 38.0 hs, 40.0 hs, 43.0 hs,
46.30 hs, 50.0 hs, y 55.0 hs, para el grupo control (sin P. H. A.); en tanto que los tiempos para el grupo tratado
fueron a 5.0 hs, 15.0 hs, 19.30 hs, 24.0 hs. 38.0 hs, y 45.0 hs, a partir del momento de la diseccion durante las
cuales las planarias permanecieron en la solucion de P. H. A. M (Difco Laboratories, Detroit Michigan .0528-56).

Una vez terminado el periodo de regeneracion a cuyo nivel se desea analizar el blastema, las planarias fueron
transferidas a una solucién acuosa de colchicina al 1% durante tres horas, con el fin de inhibir la formacion del
huso acromatico. Posteriormente, se fij6é el material en alcohol acético (3:1) durante un tiempo no menor de 20 min.
En este momento, se separd el blastema del resto del animal. Una vez efectuado esto, se quitd el excedente del
material y se prosiguio a hidrolizar el material en acido clorhidrico normal, durante 15 min. a temperatura ambiente.



La tincion se efectuo utilizando las soluciones | y Il a base de aceto-orceina verde Janus B. obteniéndose buenos
resultados. Para una mejor dispersion del material y facilitar el conteo de las células, se realizé una presién
("squash") sobre la preparacion, a la cual se le habia afiadido, previamente, una gota de acido, acético al 45%. Una
vez que se hubo deshidratado y montado en balsamo del Canada, fueron seleccionadas las mejores preparaciones,
tomando en cuenta la separacién de las células, asi como su colocacién en un solo plano, para facilitar su conteo.

Se contaron aproximadamente 5 000 células en cada uno de los periodos de formacién del blastema, dentro de
las cuales se observé un porcentaje de células en metafase, y de este modo se obtuvo un indice mitético para cada
uno de los periodos de observacion.

El conteo se efectu6 muestreando las preparaciones por medio de lineas imaginarias paralelas, en sentido
horizontal, con intervalos de cinco campos entre si, recorriendo las preparaciones de izquierda a derecha.

RESULTADOS

Los datos obtenidos en el experimento se presentan en el cuadro 1. Para cada hora de observacion se calculd
el indice de metafases; el cuadro 2 con tiene estos indices expresados en relacién a 1 000 células examinadas.

El analisis estadistico mostré que pare el grupo control, en promedio, el periodo de observacion en el cual el
indice mitotico alcanzd su maximo incremento, correspondio a las 44.25+0.7 hs, en tanto que, para el grupo tratado,
el indice mitético maximo se observo a las 26.90+0.45 hs, la desviacion estandar para el primer grupo fue de
6.11+0.40 hs, y para el segundo fue de 4.12+0.44 hs, el porcentaje 44.25 +0.44 hs. El porcentaje de variabilidad del
fenémeno fue del 13.8% para el grupo control y del 15.3% para el grupo tratado.

Las discrepancias entre las frecuencias tedricas y las observadas, segun la hipdtesis de una distribucion

normal, no fueron estadisticamente significativas, obteniéndose valores para la prueba de la X2 de 8.31 y de 4.66,
ambas inferiores al limite critico para el 5%. Las funciones que definen al fendmeno en ambos grupos estan en la
figura 1.

La aplicacion de la prueba t-student, cuyo valor fue de 10.98, informa que existe una probabilidad muy alta, de
99%, de que ambos fendmenos discrepen notablemente. En otras palabras, desde el punto de vista estadistico, nos
vemos obligados a rechazar la hipotesis nula y aceptar la hipétesis alterna que establece que el periodo de
observacién, donde se encuentra el mayor nimero de metafases representado por el promedio, no es el mismo en
los dos grupos, por lo contrario se alejan notablemente.

Por otra parte, la P. H. A., influye en la frecuencia de metafases observadas, ya que mientras en el grupo
control a las 44.2 hs, se observé un indice de 16.64, en el grupo tratado, a las 26.90 hs, se observé un indice de
53.83.
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Fig. 1, Indice de metafases en los grupos control y tratado con respecto al tiempo.

En resumen, se observé una reduccién de 17.35 hs en el tiempo de regeneracion y un incremento en el indice
mitético de 37.19. Esto permite afirmar que la P. H. A., influye tanto en la reduccion del tiempo como en la cantidad
de mitosis que se obtienen.

DISCUSIONES Y CONCLUSIONES

El analisis estadistico ya expuesto, demuestra que la distribucion de los indices mitéticos, observados en los
diferentes tiempos de regeneracion analizados, se distribuyen de acuerdo con la ecuacién que expresa la funcion
de la distribucién normal. Por esto, las constantes biométricas utilizadas para la comparacion de los resultados
obtenidos, en los grupos experimentales con y sin P. H. A., son la media aritmética y la desviacion estandar. En el
caso del grupo control, en el cual no se utilizé P. H. A., el periodo donde se obtiene el maximo indice mitético, fue
de 44.15 hs, en tanto que, el mismo 6ptimo con P. H. A., fue de 26.54 hs. Comparando ambos resultados, vemos
que existe un desplazamiento de la media aritmética del grupo tratado, que reduce en 17 hs el tiempo de
regeneracion.

El siguiente planteamiento estadistico, considera la significacion de este desplazamiento en términos
probabilisticos: ¢esta discrepancia de 17 hs es debida a fluctuaciones del muestreo o se origina en el efecto
producido por la P. H. A.? La inferencia estadistica concluye que la diferencia en ambos grupos no se puede
justificar argumentando fluctuaciones en el muestreo, sino aceptando un efecto real de la P.H.A. La P. H. A., por
tanto, reduce el tiempo de regeneracion en la planaria Dugesia dorotocephala.



Por otra parte, existe un significativo grado de discrepancia en relacién a la curtosis en ambas distribuciones,
es decir, la P. H. A. ademas de influir en las células del blastema de la planaria, incrementa el nUmero de mitosis.

La regeneracion de la planaria queda incluida dentro de los fendmenos que son activados por la P. H. A.

RESUMEN

Se investigé la accion de la fitohemaglutinina (P. H. A.) sobre la regeneracion de los neoblastos del blastema
de la zona localizada entre la faringe y las auriculas de las planarias. La interpretacion de los resultados obtenidos
se basa en el analisis estadistico de los indices mitéticos.

Este analisis demuestra que la P. H. A., reduce en un 60% el tiempo de regeneracién de la planaria e

incrementa el nUmero de mitosis. Este resultado incorpora a la planaria en el grupo de organismos en los que la P.
H. A, ejerce un efecto mitogénico.
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CUADRO 1 Resultados obtenidos en el experimento.

Sin fitohemaglutinina Con fitohemaglutinina
Horas de Numero Numero de Horas de Numero  Numero de
observacion total de células en observacion total de células en
(1) células metafase (1) células metafase
(2) 3) (2) (3)
35.15 5082 29 5.00 5049 43
38.00 4824 55 15.00 3534 44
40.00 5029 68 19.30 3053 27
43.00 479 65 24.00 4356 110
46.30 5328 43 38.00 5886 53
50.00 2372 27 45.00 4975 103
55.00 5157 57

CUADRO 2 Resultados obtenidos en experimento.



Sin fitohemaglutinina
Horas de observacion

35.15
38.00
40.00
43.00
46.30
50.00
55.00

5.7
11.4
13.5
15.9

8.0
11.3
1.1

Con fitohemaglutinina
Horas de observacion

5.0
15.0
19.3
24.00
38.00
45.0

8.50
12.40

8.80
25.20

9.004
20.73



