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Resumen

La regeneracion de tejidos es un tema que sigue demandando a la academia nuevas propuestas
que mejoren atin mas lo avanzado hasta el dia de hoy. El objetivo del presente estudio buscé deter-
minar el efecto de cuatro concentraciones de Maytenus laevis (Reissek) Biral (Celastraceae) (0g/L,
1g/L,2g/Ly 4g/L) sobre la regeneracién de Girardia festae. Se desarroll6 un disefio experimental en
bloques completamente randomizado, donde el tipo de fragmentos de planaria (superior, inferior,
cefélico, medio, caudal, izquierdo y derecho) constituyeron los bloques y las diferentes concen-
traciones de M. laevis los tratamientos. Los diferentes tipos de fragmentos fueron sometidos a los
diferentes tratamientos; posterior a ello, se evalué los tiempos de formacién visible de blastema y
el tiempo de formacién del individuo completo. Con la ayuda de microscopia éptica, se determiné
que el tratamiento de 4g/L de M. laevis promovié una reduccién significativa del tiempo (en minu-
tos) de formacion de blastema y del tiempo (horas) de formacion de individuo completo en cada
tipo de fragmento de M. laevis; asimismo, se determind que el fragmento superior desarroll6 la for-
macién del blastema y formacién completa del individuo en menor tiempo. El anélisis de varianza
confirmé la presencia de diferencias estadisticamente significativas.

Palabras clave: Maytenus laevis, Girardia festae, chuchuhuasi, regeneracion.

Abstract

Tissue regeneration is a subject that continues to demand new proposals from the academy that
further improve what has been advanced to date. The objective of this study was to determine the
effect of four concentrations of Maytenus laevis (Reissek) Biral (Celastraceae) (0g/L, 1g/L, 2g/L and
4g/L) on the regeneration of Girardia festae. A completely randomized experimental design was
developed in blocks, where the type of planarian fragments (upper, lower, cephalic, middle, caudal,
left and right) constituted the blocks and the different concentrations of M. laevis the treatments. The
different types of fragments were subjected to the different treatments; after that, the visible forma-
tion times of the blastema and the formation time of the complete individual were evaluated. With
the help of light microscopy, it was determined that the treatment of 4g/L of M. laevis promoted a
significant reduction in blastema formation time (in minutes) and complete individual formation
time (in hours) in each type of fragment. from M. laevis; likewise, it was determined that the upper
fragment developed the formation of the blastema and complete formation of the individual in less
time. The analysis of variance confirmed the presence of statistically significant differences.

Keywords: Maytenus laevis, Girardia festae, chuchuhuasi, regeneration.
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Introduccion cierre adecuado en menor tiempo (Alvarez,

2019; Salazar, 2013).
Debido a diferentes alteraciones ocasio- alazar )

nadas por accidentes, laceraciones, lesiones
térmicas y cirugias, el hombre ha sido ob-
jeto de injurias en la piel, generandose con
ello procesos inflamatorios de diversa com-
plejidad (Garcia, 2021). Estas situaciones
requieren de un tratamiento rapido y efecti-
vo que permita formar tejido viable para el
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Aproximadamente cinco millones de
personas anualmente fallecen a nivel mun-
dial a causa de complicaciones de lesiones a
nivel de piel, de ahi la importancia y la ne-
cesidad de seguir investigando sobre la re-
generacion de heridas. En Estados Unidos
de América se indica que las injurias per-
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judican cerca de 6.5 millones de personas
aproximadamente, que equivale a un gasto
anual de 25 billones de ddlares. En el Pert,
la proporcién es similar; sin embargo, las
cifras aun no son claras debido a la escasa
informacion (Casado et al., 2020).

Una vision actual, busca dentro de la
medicina complementaria identificar plan-
tas que posean los metabolitos requeridos
para una regeneracion mas presta. La Orga-
nizacién Mundial de la Salud OMS (2019)
confirma el creciente interés, en los tiltimos
afos, de estudiar las plantas medicinales en
beneficio de la salud publica, puesto que en
la actualidad representan el 80% del arsenal
terapéutico mundial.

Maytenus laevis (Reissek) Biral conocido
como “chuchuhuasi”, es considerada una
especie vegetal con propiedades medici-
nales en toda la amazonia sudamericana
(Sanchez, 2019; Guzman et al., 2020; Siccha,
2018). Valorar la medicina basada en plan-
tas permite rescatar el florclore ancestral; asi
como, valorar la biodiversidad y el empleo
de materiales y metodologias que no perju-
dican el medio ambiente (Ramirez, 2018).

El uso de modelos biolégicos para eva-
luar el proceso regenerativo constituye el
primer paso significativo en la busqueda
de nuevas tecnologias verdes en la regene-
racion de tejidos; dentro de la diversidad
zoolodgica encontramos a las planarias, don-
de ubicamos el género Girardia, que desde
el siglo XVII se transformé en uno de los
modelos mas utilizados para la experimen-
tacién regenerativa de tejidos por su pro-
ceso natural y acelerado de regeneracion y
su facil manejo en laboratorio (Newmark &
Sénchez-Alvarado, 2000; Ramirez, 2018)

El presente estudio busc6 determinar el
efecto de diferentes concentraciones de Ma-
ytenus laevis (Reissek) Biral “chuchuhuasi”
sobre el proceso regenerativo de Girardia

festae.

Material y métodos

La colecta de 120 ejemplares de Girar-
dia festae se realiz6 bajo las coordenadas
-8.108014, -78.939049 (Laredo, Trujillo), se
colect6 individuos adultos (15 a 20mm) y
libres de laceracion. Posterior a la colecta
fueron identificados taxonémicamente en
la Seccién de Zoologia de la Universidad
Nacional de Trujillo. La evaluacién de la ac-
cién de los tratamientos sobre los fragmen-
tos de planaria se realiz6 en el Laboratorio
de Citometria; la alimentacién fue dada con
higado de ave, aireacién 2horas/dia y una
renovacién de agua interdiaria. Se registr6
una humedad relativa de 85% y una tem-
peratura promedio 20°C (Rodriguez et al.,
2022; Angulo, 2022).

Las muestras de corteza de M. laevis
fueron proporcionadas por el Laboratorio
Multifuncional, Facultad de Farmacia y
Bioquimica, Universidad Nacional de Tru-
jillo, con un origen en la Farmacia de Medi-
cina Complementaria de EsSalud en la ciu-
dad de Trujillo, los sobres proporcionados
se encontraron debidamente identificados y
registrados.

Se prepard un extracto acuoso bajo una
proporcion de 4g/L de corteza de M. laevis,
luego se procedi6 a preparar diluciones al
25% y 50% procediendo con cuatro concen-
traciones (0g/L, 1g/L, 2g/L y 4g/L) (Ro-
driguez et al., 2022, Angulo, 2018; Herrera,
2018; Leon, 2016; Al-jumaly et al., 2012).

Una vez obtenidos los diferentes frag-
mentos de Girardia festae por corte transver-
sal (fragmentos superior e inferior), doble
transversal (fragmentos cefalico, medio y
caudal) y longitudinal (fragmento derecho
e izquierdo) se sometieron por 10 minutos
a los 4 tratamientos de M. laevis. Posterior-
mente se procedié a individualizar cada
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fragmento en tubos de ensayo, donde se
evalu6 por los siguientes 10 dias la forma-
cién de blastema y de individuo completo.
Empleando microscopia optica se realiza-
ron tomas fotogréficas del proceso regene-
rativo utilizando el software AmScope a

10x de aumento. Con los datos obtenidos se
realiz6 el analisis de varianza y test de com-
paracién de medias empleando el paquete
estadistico Statgraphics Plus Version 18.0
(Rodriguez et al., 2022, Herrera, 2018).

Resultados y Discusion

Tabla 1. Tiempo promedio en minutos para la formacién de blastema en fragmentos de

Girardia festae por efecto de la concentracion de Maytenus laevis “chuchuhuasi”.

B\T T1 T2 T3 T4 PROM

I 354 341 33.6 33.0 34.03°

I 36.0 36.0 35.0 344 35.35°

I 38.9 39.0 37.9 36.2 38.00¢

v 38.9 39.0 38.0 36.7 38.15¢

\% 36.6 35.6 33.8 33.2 34.80¢°

VI 39.5 39.5 39.2 38.0 39.05¢

viI 39.6 38.9 38.6 38.3 38.858

PROM 37.84° 37.44° 36.59° 35.69
Leyenda:

TRATAMIENTOS: Concentraciones de Maytenus laevis.

T1:0g/L T2:1g/L T3:2g/L T4:4g/L

BLOQUES: Fragmentos de G. festae. I: F-superior II: F-inferior III: F-izquierdo 1IV:
F-derecho V: F-cefalico VI: F-medio VII: F-caudal
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Tabla 2. Tiempo promedio en horas para la formacién de individuo completo en el proceso
regenerativo de diferentes fragmentos de Girardia festae, por efecto de la concentracion de

Maytenus laevis “chuchuhuasi”.

B\T T1 T2 T3 T4 PROM

I 220.8 217.2 203.2 182.0 205.80°

II 226.4 223.2 208.6 186.0 211.05°

11 232.0 229.6 2104 1924 216.10¢

v 232.0 232.0 210.3 193.6 216.98¢

\% 2259 219.2 204.2 184.2 208.38¢

VI 2294 220.9 204.9 189.4 211.15¢

VIl 228.6 219.8 204.2 185.8 209.608

PROM 227.87* 223.13° 206.54¢ 187.63¢
Leyenda:

TRATAMIENTOS: Concentraciones de Maytenus laevis.

T1:0g/L T2:1g/L T3:2g/L T4:4g/L

BLOQUES: Fragmentos de G. festae. I: F-superior II: F-inferior III: F-izquierdo IV:
F-derecho V: F-cefélico VI: F-medio VII: F-caudal

La capacidad regenerativa no es igual
en el mundo animal; existen ciertos seres vi-
VOs que poseen naturalmente mecanismos
que propician la regeneracion de sus cuer-
pos convirtiéndolos en los modelos ideales
para tales estudios. Girardia es uno de los
géneros pertenecientes a los platelmintos
que cuenta con una alta capacidad de re-
generacion, los individuos de este género
pueden generar un nuevo individuo a par-
tir de diminutos fragmentos de su cuerpo,

dicha capacidad es aprovechada de manera
amplia en diversas investigaciones de rege-
neracion celular y morfogénesis (Rodriguez
et al., 2022; Rodriguez, 2015).

La Tabla 1 muestra los tiempos prome-
dios en minutos de la formacion del blas-
tema a partir de 7 tipos distintos de frag-
mentos de G. festae, los cuales fueron some-
tidos cuatro concentraciones de M. laevis,
observandose un comportamiento indirec-
tamente proporcional, a mayor concentra-
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cion de M. laevis el tiempo de formacion de
blastema disminuye. Las planarias poseen
células madre pluripotentes denominados
neoblastos, quienes desarrollan diferentes
tipos de células (Rodriguez et al., 2022; Salé
et al., 2009), la proporcién de estas células
es significativa y se encuentran distribuidas
en todo su organismo para poder acudir a la
zona afectada en un corto tiempo. La capa-
cidad mostrada en nuestros resultados esta-
ria asociado con la cantidad de neoblastos,
Zavala (2017) aclara que tales células pre-
sentes en fragmentos son estimuladas cuan-
do se enfrentan a diversos entes biolégicos.

El andlisis de varianza al evaluar el
tiempo de formacion del blastema reporto
la presencia de diferencias significativas en-
tre los tratamientos dentro de la evaluacion
de cada tipo de fragmento, considerando
al tratamiento de 4g/L de M. laevis aquel
que promovio significativamente un menor
tiempo en la formacién de blastema (35.69
horas), unas 2.15 horas menos que el trata-
miento control (37.84 hs), estos resultados
son semejantes a los reportados por Rodri-
guez et al. (2022) quienes emplearon extrac-
to acuoso de Plantago major L. En nuestro
estudio, la corteza M. laevis posee actividad
antioxidante, antiinflamatoria, antimicro-
biana y analgésica siendo un gran aporte
para la regeneracion de tejidos (Salazar,
2013), basado en la presencia de compues-
tos quimicos como acidos fijos, chalconas,
cumarinas, fenoles simples, flavonoides y
triterpenos (Sanchez, 2019; Condori, 2018;
Romero, 2015), su empleo ademas es apre-
ciado por su bajo costo y por los reducidos
indices de toxicidad quimica (Guzman et
al., 2020; Zhang et al., 2020).

Asimismo, al analizar el comportamien-
to de los bloques de la Tabla 1 se determiné
la presencia de diferencias significativas en-
tre los diferentes tipos de fragmentos de G.
festae, siendo el fragmento superior (34.03
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horas) y cefalico (34.80 horas) aquellos que
promovieron una regeneracion significati-
vamente mds breve; en ambos fragmentos
la presencia de los ganglios cerebrales se-
rian esenciales en la comunicaciéon celular
para la formacion del blastema (Argomedo
& Sarmiento, 2022; Angulo, 2018; Herrera,
2018). Convencionalmente, se ha deter-
minado 2 mecanismos de regeneracion; la
morfalaxis, basada en una reutilizacion y
redistribucion de células ya existentes sin
necesidad de proliferacién celular activa, y
la epimorfosis, que si requiere de una pro-
liferaciéon ademds de la formacion de un
blastema tipico (Tanaka & Reddien, 2011;
Rodriguez, 2015).

La Tabla 2, presenta los tiempos prome-
dios del proceso de regeneracién de frag-
mentos a individuo completo de G. festae
expuestos a diferentes concentraciones de
M. laevis; observandose un comportamien-
to similar a la formacién de blastema (Ta-
bla 1). Considerando los promedios por
tratamiento, se determind la presencia de
diferencias significativas con un p<0.00001.
El tratamiento de 4g/L de M. laevis repor-
té6 el menor tiempo (187,63 horas), unas
40 horas menos que el tratamiento control
(227,87 horas). Al evaluar los promedios de
los bloques, se determiné que el fragmento
superior (205,80 horas) y fragmento cefélico
(208,38 horas) reportaron los menores tiem-
pos de regeneracion, resultados similares a
los reportados por Argomedo y Sarmiento
(2022) y Angulo (2018), quienes evaluaron
Girardia sp. con diferentes extractos vegeta-
les; y con los resultados de Cornejo (2019),
Urrutia (2015) y Valdivieso (2016), quienes
emplearon otro tipo de sustancias.

En evaluaciones post-injuria en plana-
rias, la primera fase del proceso de rege-
neracion, incluye una fuerte contracciéon
muscular en el drea adyacente a la herida, la
cual reduce su superficie y cubre la herida
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con una capa protectora de mucopolisacari-
do. Los neoblastos promueven la formacién
del blastema, cuya activacion podria verse
influenciada mediante procesos epigenéti-
cos con el uso de extractos de plantas (Ro-
driguez et al., 2022; Rodriguez, 2015), accion
que concluye con la formacion y cicatriza-
cion del blastema, que en este estudio es-
tarfa influenciado positivamente por el ex-
tracto de M. laevis. Posteriormente, se regis-
tra elevada actividad mitdtica (Salo, 2006).
La via de sefializacién Wnt, que se requiere
para el patrén antero-posterior durante la
embriogénesis en todos los metazoos, juega
un papel central en la regeneraciéon y pos-
terior identificacion (Adell et al., 2009). La
sefializacion de Hedgehog (Hh) también
es necesaria para una identidad posterior
adecuada mediante la promocién de la ac-
tividad de Wnt en el blastocisto posterior
(Oviedo et al., 2010).

Considerando la similitud de los pro-
cesos a nivel celular y molecular que ocu-
rren tanto en planarias como en humano,
(Urrrutia, 2015; Chithrani & Chan, 2007), es
posible concluir un efecto positivo que pue-
den tener los diversos preparados de M. lae-
vis; sin embargo, es necesario. profundizar
alin mas en el estudio de tejidos que pueden
ser estructuralmente similares al tejido hu-
mano, asi como estudios de la posible toxi-
cidad que puede causar M. laevis.

Conclusion

El extracto acuoso de Maytenus laevis
(Reissek) Biral, a las concentraciones estu-
diadas, manifesté un efecto significativa-
mente positivo en la capacidad regenera-
tiva de Girardia festae, considerando que a
mayor concentracién del extracto acuoso el
tiempo de regeneraciéon disminuye.
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