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Resumen

Girardia sp. (Dugesiidae) constituye un modelo biolégico til para evaluar el efecto positivo de
diferentes sustancias en los procesos regenerativos, al poseer una alta capacidad de regeneracién,
motivo por el cual la presente investigacién determiné el efecto de diferentes concentraciones de
nanoparticulas de cobre sobre dicha capacidad evaluando el tiempo de formacion del individuo
completo tras diferentes cortes realizados en los ejemplares de Girardia sp. Se emple6 la técnica
de ablacion laser pulsada en medio liquido para la obtencién de las nanoparticulas y su posterior
caracterizacion involucré el uso de microscopio electrénico para la determinacion de la dimensién
y forma de las mismas. Se realiz6 un Disefo experimental en bloques completamente aleatorizado,
donde los siete tipos de fragmentos producto de cortes transversal, doble transversal y longitudinal
constituyeron los bloques y las tres concentraciones de nanoparticulas de cobre (0,225ppm,
0.450ppm, 0,900ppm) ademas de un testigo (Oppm) hicieron el papel de tratamientos. Al realizar las
evaluaciones se encontré que el tratamiento con la concentraciéon més alta (T4: 0,900ppm) produjo
una mayor reduccién del tiempo de formacién del individuo completo en cada uno de los diferentes
tipos de fragmentos, siendo el fragmento superior (Bloque I) el que mostré mayor diferencia de horas
frente al testigo (215.2 a 220.2 horas). Se concluy6 que a mayor concentraciéon de nanoparticulas en
las concentraciones evaluadas el proceso de regeneracion se reduce.

Palabras clave: Girardia sp., regeneracion, nanoparticulas de cobre, ablacién laser.

Abstract

Girardia sp. (Dugesiidae) constitutes a useful biological model to evaluate the positive effect
of different substances in the regenerative processes, as it has a high regeneration capacity, which
is why this research determined the effect of different concentrations of copper nanoparticles on
this capacity, evaluating the time of formation of the complete individual after different cuts made
in the Girardia sp. The technique of pulsed laser ablation in liquid medium was used to obtain
the nanoparticles and its subsequent characterization involved the use of electronic microscope to
determine their size and shape. An experimental design was carried out in completely randomized
blocks, where the seven types of fragments product of transverse, double transverse and longitudinal
cuts constituted the blocks and the three concentrations of copper nanoparticles (0.225ppm,
0.450ppm, 0.900ppm) in addition to a witness (Oppm) played the role of treatments. During the
evaluations it was found that the treatment with the highest concentration (T4: 0.900ppm) produced
a greater reduction in the time of formation of the complete individual in each of the different types
of fragments, being the superior fragment (Block I) the one that showed greater difference of hours
in front of the control (215.2 to 220.2 hours). It was concluded that the higher the concentration of
nanoparticles in the evaluated concentrations the regeneration process is reduced.

Keywords: Girardia sp., regeneration, copper nanoparticles, laser ablation.
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Introduccion probablemente los més primitivos con esta
simetria. La reproduccion de estos animales
se ve facilitada gracias a su condicién
hermafrodita simultdnea (Pechenik, 2016;
Myers et al., 2018), sin embargo, es su

Las “planarias” pertenecen a la clase
Turbellaria y se caracterizan por ser
organismos de vida libre, ser acelomados

triploblasticos y poseer simetria bilateral, . .
reproduccion asexual por fragmentacion
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lo que ha llamado la atencién del mundo
cientifico. Girardia sp. (Dugesiidae) como
el resto de planarias son reconocidas por
su alta capacidad regenerativa debido a
las células madre pluripotentes que posee
y que se encuentran distribuidas en todo
su organismo, por lo que son consideradas
organismo modelo para el estudio de la
regeneracion (Bely, 2010).

La capacidad presente en estos
organismos genera un interés por la
btisqueda continua de nuevas metodologias
para hacer frente a los millones de casos
anuales de aparicion de heridas de diferente
origen, la cual se convierte en un desafio
terapéutico constante (Asto, 2015). Las
proteinas Wnt tienen un papel en el proceso
regenerativo ademas
de ser un regulador critico de las células
madre (Logan & Nuse, 2004). Durante

la regeneracién se forma una estructura

y homeostatico,

especializada llamada blastema en el sitio de
dafio, la cual es producto de la proliferacién
de un conjunto de células troncales
pluripotentes, llamados neoblastos. A partir
del blastema, los tejidos afectados por la
injuria comienzan a formarse (Iannacone &

Tejada, 2007; Ramirez, 2018).

La nanociencia trae ahora consigo
el empleo de diferentes nanomateriales
que gracias a sus
propiedades, han podido ser empleados
en diversos campos de la ciencia. La
nanotecnologia posee una gran gama de
técnicas que permiten la manipulacion de

y nanoparticulas,

la materia a escala atémica y molecular. Su
importancia radica en que los materiales
a escala de aproximadamente entre 1 y
100 nanémetros, llamadas nanoparticulas
(NPs), presentan propiedades fisicas,
quimicas y bioldgicas diferentes a las que
la misma materia presenta en escala mayor,
caracteristica por la cual atraen la atencion
de numerosos investigadores (Minakshi et

al., 2011; Khan et al., 2014).

En los ultimos afios, las investigaciones
se han encaminado hacia el control de
la forma y el tamafio de nanoparticulas
propiedades
magnéticas, cataliticas, eléctricas y opticas
de nanoestructuras metdlicas para obtener
materiales con propiedades novedosas. La
relacion existente entre sus propiedades ya

metdalicas debido a sus

sean fisicas o quimicas y su tamafio es lo que
permiten que sean aplicadas en diferentes
Optica,
biologia, entre otros (Khlebtsov & Dykman,
2010; Arana, 2018).

areas tales como la medicina,

El cobre desempena un papel vital ya
que es considerado uno de los metales mas
importantes en las tecnologias modernas.
(NPsCu)
poseen reconocida actividad bactericida

Las nanoparticulas de cobre
frente a ciertos organismos patdgenos tales
como Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Salmonella entérica, Campylobacter jejuni,
Staphylococcus aureus, Legionella pneumophila,
Clostridium difficile, Pseudomonas aeruginosa
y otros (Cooner, 1995; Kamyshny et al.,
2011). Las NPsCu poseen ademas actividad
catalizadora de reduccién en la electro
remediacién de aguas contaminadas y
catalizadores de desintoxicaciéon de gas
(Barrabés et al., 2006) y actividad conductora
térmica y microelectrénica (Jeong et al.,
2008; Rengifo, 2016).

La obtencién de nanoparticulas puede
darse por diferentes métodos, pero son los
métodos fisicos los que estan resultando
mas amigables al medio ambiente por la
ausencia de sustancias no deseadas y por
la alta pureza de la sintesis. Métodos como
la irradiacién de protones, ablacion laser,
deposiciéon de vapor a vacio y métodos
por radiacién son capaces de producir
una amplia gama de NPs metalicas con
poco esfuerzo para modificar el proceso
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para cada tipo de material (Rengifo, 2016).
La ablacién laser es un método fisico que
permite obtener nanoparticulas coloidales
haciendo uso de una gran variedad de
disolventes (Diaz, 2013).

Es importante entonces determinar
el efecto de las diferentes nanoparticulas
metélicas sobre la capacidad regenerativa
en sistemas biolégicos; por lo que en la
presente investigacion se buscé determinar
el efecto de diferentes concentraciones de
NPsCu sobre la capacidad de regeneracion

de Girardia sp.

Material y método

Los ejemplares de Girardia sp. fueron
colectados en la Zona de Conache, en el
distrito Laredo, Provincia Trujillo, con
coordenadas 08°06.477” S 078°56.3339” W.
en lasriveras de un cuerpo de agua evaluado
previamente como fuente de poblaciéon de
planarias de agua dulce. La determinacién
taxondmica del género Girardia sp. se llevo
a cabo en el Laboratorio de Zoologia de
la Facultad de Ciencias Biolégicas de la
Universidad Nacional de Trujillo.

La obtencién de las nanoparticulas de
cobre se realizé6 mediante un proceso de
sintesis verde conocido como ablacion
laser pulsada en medios liquidos (Agreda
& Aldama, 2016; Aldama et al., 2018)
donde se irradi6 con disparos de un laser
pulsado Nd:YAG de longitud de onda IR
de 1064 nm y 37,5 mJ/pulso a una razén
de repeticion de 10 Hz sobre una placa
de cobre de alta pureza y de dimensiones
15x15x1 mm® sumergida en 20 ml de
agua Dbidestilada durante 10 minutos,
obteniéndose nanoparticulas esféricas de
cobre con un tamafio promedio de 22 nm a
una concentracion de 0.900 ng/L obtenida
por espectroscopia de absorcién atémica
(Rivera et al., 2016).

232 | 27 (1): Enero - Abril, 2020

El sistema biol6gico consistié en evaluar
el tiempo de regeneracion de individuo
completo de cada tipo de fragmento
de Girardia sp. sometido a diferentes
concentraciones de NPsCu, desarrollando
un disefio experimental en bloques
completamente aleatorizado. Se realizaron
doble
transversal y longitudinal obteniéndose
siete bloques: fragmento superior (bloque
I), inferior (bloque II), cefalico (bloque
III), medio (bloque 1V), caudal (bloque
V), inferior (bloque VI) y derecho (bloque
VII). Dentro de cada bloque se analiz6 el

tres tipos de corte transversal,

efecto de los cuatro tratamientos (Oppm,
0.225ppm, 0.450ppm, 0.900ppm) contando
diez repeticiones por tratamiento.

Los datos obtenidos se los organizé
en tablas, graficos y figuras. Se aplicd
el respectivo anélisis
comparacion de medias.

de varianza vy

Resultados y discusion

Con la finalidad de determinar el efecto
de diferentes concentraciones de NPsCu (0
ppmy; 0.225 ppm; 0.45 ppm y 0.9 ppm.) sobre
la capacidad de regeneracion de Girardia
sp., se enfrent6 los diferentes fragmentos
a las diferentes concentraciones de NPsCu
evaluando el tiempo de regeneracién del
individuo completo en horas (Fig. 1). El
andlisis de varianza mostré diferencias
significativas tanto para los tratamientos
como para los bloques.
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Fig. 1. Tiempo en horas de formaciéon del individuo completo a partir de diferentes
fragmentos de Girardia sp. sometidos a cuatro concentraciones diferentes de nanoparticulas

de cobre.
Leyenda:
TAMIENTOS:Concentraciones de nanoparticulas de cobre.
T1: Oppm T2: 0.225ppm T3: 0.450ppm T4: 0.9ppm
BLOQUES: I: Fragmento superior II:
Fragmento inferior III: Fragmento izquierdo

IV: Fragmento derecho V: Fragmento cefalico VI: Fragmento medio VII:

Fragmento caudal

EnlaFigura1, los tiempos promedios de
regeneracion de los diferentes fragmentos
de Girardia sp. a individuo completo
muestran una disminucién significativa e
importante. A una mayor concentracién
de NPsCu se observé menor tiempo de
regeneracion en cada uno de los diferentes
tipos de fragmento. Esto se deberia a que
las NPsCu estarian actuando en el complejo
de regeneracion de Girardia sp. de manera
que el proceso de formacién de individuo
completo se ve acelerado, contando ademas
con la reconocida actividad bactericida que
poseen las NPsCu (Kamyshny et al., 2011)

En “planarias” (Girardia sp.), luego de
la injuria, la primera etapa del proceso de
regeneracion, se da por contraccion muscular
de la zona adyacente a la herida reduciendo
su superficie, luego es cubierta por una

capa protectora de mucopolisacarido.

Posteriormente, las células madre, llamadas
neoblastos, se activan por mecanismos poco
conocidos y se acumulan en la herida donde,
luego, su descendencia formaré el blastema
de regeneraciéon (Eisenhoffer et al., 2008;
Wenemoser & Reddien, 2010; Rodriguez,
2015), accién que estaria siendo estimulada
por las nanoparticulas de cobre.

Si se toma en cuenta solo los promedios
globales por tratamientos, se muestran
reducidas pero significativas diferencias,
donde el tratamiento T4 (0.9ppm NPsCu)
obtuvo el menor tiempo de formacién de
individuo completo, con 235.60 horas en
promedio frente a las 238.87 horas obtenidas
por el tratamiento control (Oppm NPsCu).
Si se tomase en cuenta los datos por los
bloques, observamos que el tratamiento 4
(0.9ppm) en el bloque I (fragmento superior)
obtuvo el tiempo més corto de formacién de
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individuo completo, siendo este de 215.2
horas en promedio frente al testigo 220.2
horas (Oppm), resultados semejantes fueron
obtenidos por Arana (2018) y Ramirez
(2018) quienes emplearon nanoparticulas
de oro y plata respectivamente.

La reduccion en el tiempo de
regeneracion del individuo completo por
bloques empleando la mayor concentraciéon
de NPsCu (0.9ppm) nos sefiala que los
fragmentos que contienen la parte cefalica
(bloque I y III) regeneran en menor tiempo
(215.2 y 221.9 horas respectivamente); a
diferencia de los fragmentos por corte
(bloques VI

obtuvieron los mayores tiempos (253,0 y

longitudinal y VII) que
256,0 horas respectivamente). Esto se deberia
a la presencia de los ganglios cerebrales asi
como una mayor parte del cordén nervioso
en los fragmentos superiores, haciendo que
este se vea estimulado mds tempranamente
a la formacion de blastema frente al caso de
otro tipo de fragmento.

El control de la polaridad regenerativa
y del
la diferenciacion de los
estd asociada a la via de BMP (Bone
Morphogenetic Proteins), cuya funcién
es andloga en la embriogénesis en otros

correcto  posicionamiento  de

neoblastos,

animales (Molina et al., 2007). De igual
manera, la via de senalizacion Wnt,
requerida por todos los metazoos para
formar el patrén antero-posterior durante
la embriogénesis, juega un papel central
tanto durante la regeneracion y la identidad
posterior (Adell et al., 2009; Oviedo et al.,
2010). Por lo tanto nuestros resultados se
muestran interesantes para futuros estudios
en otros animales de experimentacién o en
heridas humanas producto de quemaduras.

Teniendo en cuenta que existe una
similaridad entre los procesos a nivel celular
y molecular, que se da tanto en las planarias
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como en el ser humano, podria deducirse
el efecto positivo que serfa alcanzado en
tejidos in wvivo aplicando las diferentes
concentraciones de NPsCu evaluadas en la
presente investigaciéon, pues los resultados
obtenidos muestran que las NPsCu influyen
de manera positiva en la formacién de
blastema y regeneraciéon de los tejidos
perdidos.

Conclusion

Las nanoparticulas de cobre, a las
concentraciones trabajadas, tienen un efecto
positivo en la capacidad de regeneracion
de la planaria Girardia sp. (Dugesiidae) a
mayor concentracion de nanoparticulas el
tiempo de regeneracion disminuye.
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