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RESUMEN

La crianza de alpacas es una de las principales actividades econémicas de las
comunidades altoandinas mas pobres de la Region Ayacucho y del Peru, que
permite producir carne para el consumo humano y fibra para la industria textil, en
los dltimos afios se ha incrementado la perdida de las poblaciones de alpacas,
frente a esta realidad, la biotecnologia reproductiva comprende un conjunto de
alternativas valiosas que pueden ayudar a solucionar estos problemas, a travées
de la posibilidad que representa el transplante intertesticular de células madre
espermatogoniales (SSC), de machos con alto valor genético a otros machos
genéticamente inferiores, es asi que determinar el porcentaje de viabilidad y
rendimiento de espermatogonias aisladas a partir de testiculos de alpaca a
diferentes edades a través del métodos de digestion enzimatica, es el primer paso
gue permite desarrollar estas técnicas. Las muestras fueron testiculos de Vicugna
pacos “alpaca” post mortem del Matadero Municipal de Huancavelica, asi como
testiculos de obtenidos por castracion de alpacas de la comunidad de
Ccarhuaccpampa, en Ayacucho y Pilpichaca en Huancavelica, lo cual el
aislamiento de células se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva
de la Universidad Nacional de Huancavelica y en el Laboratorio de Biotecnologia
de la Facultad de Ciencias Biolégicas Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga, desde setiembre de 2015 hasta enero 2016. Asi la viabilidad y el
rendimiento fueron determinados por la lectura de la Cadmara Hemocitométrica
utilizando el colorante de exclusion vital, Azul de Tripan. Se obtuvo una viabilidad
de 75-90% vy el rendimiento de 1-1,9 x 10° cel/ml, asi el aislamiento de células
espermatogoniales de alpaca fueron altos en los cuatro grupos etarios, por lo que
no se encontrd diferencia estadistica significativa.

Palabras clave: espermatogonias, digestion enzimatica, viabilidad, rendimiento.
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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

: Espermatogonias de tipos oscuras (siglas en inglés)
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: Espermatocito secundario
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l. INTRODUCCION

La crianza de alpacas es una de las principales actividades econ6micas de las
comunidades altoandinas méas pobres de las regiones Ayacucho, Huancavelica,
Arequipa, Puno y Cuzco; que permite producir carne para el consumo humano y
fibra para la confeccién de prendas de vestir. Sin embargo, la industria textil exige
una fibra mas fina y por otro lado esta en cuestion la pureza genética de la especie,
ya que varios especialistas sefialan que la alpaca es una especie que se encuentra
en peligro de extincion por la via de la hibridacion. Frente a esta realidad, la
biotecnologia reproductiva comprende un conjunto de alternativas valiosas que
pueden ayudar a solucionar estos problemas, no solamente a través de la
aplicacion de técnicas ya conocidas como la inseminacion artificial y la
transferencia de embriones; sino sobre todo a través de la posibilidad que
representa el transplante intertesticular de células madre espermatogoniales
(SSC), de machos con alto valor genético a otros machos genéticamente
inferiores.

Las SSC son responsables de su autorrenovacion y diferenciacién en
espermatozoides durante toda la vida reproductiva del macho. Sin embargo,
representan tan solo el 0,03% de la poblacion total de células testiculares. De
modo que su aislamiento y cultivo son aspectos fundamentales para profundizar
los estudios en este campo, por lo que resulta importante conocer en esta especie
la edad mas apropiada del macho para aislar inicialmente espermatogonias y
luego purificar las SSC.

Existen algunos métodos para el aislamiento de células espermatogoniales que
se han venido utilizando en otras especies como toro, ratén, rata, macaco y perro,
tales como el método de disgregacién mecanica, el método enzimatico y el método
de disgregacién mecanico-enzimatico. En el presente trabajo, para el aislamiento
de espermatogonias de alpaca se utilizd el método enzimatico con tripsina,

hialuronidasa, colagenasa y DNasa, determinando la viabilidad con Azul de Tripan
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y el rendimiento en términos de niumero de espermatogonias aisladas por mililitro
de DMEM, en machos de cuatro grupos etarios: menores a un afio, mayores a un
afo, de tres a cuatro afios y mayores de cinco afios.

Los objetivos fueron los siguientes:

Objetivo general:

Determinar el porcentaje de viabilidad y rendimiento de espermatogonias aisladas
a partir de testiculos de alpaca a diferentes edades.

Objetivos especificos:

¢ Aislar espermatogonias de alpaca por digestion enzimatica.

¢ Determinar el porcentaje de viabilidad y rendimiento de espermatogonias.

o Establecer la edad de la alpaca donde espermatogonias inician la

diferenciacion.



II.  MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Al estudiar el aislamiento y purificacion de espermatogonias de tipo A de testiculos
de ratas, a partir de muestras de ratas de 9 dias de edad (pre-puberes) de las
cuales se consideraron 20 animales, con 10 repeticiones, se desarrollé un nuevo
método que permitié aislar espermatogonias de tipo A altamente puras; el método
se basé en la liberacion maxima de espermatogonias del epitelio seminifero, se
sometié a una completa digestién enzimatica de la ldmina basal, teniendo como
resultado total 1-2 x 10° espermatogonias, las cuales se recolectaron en 5-6 h de
trabajo; en la suspension de células somaticas se obtuvo un 85% de
espermatogonias de tipo A, presentando mayor concentracion en el epitelio
seminifero 75-85% aproximadamente, 5-10 x 10* espermatogonias por animal.?
En otro estudio sobre la transformacion de espermatogonias de tipo A de ratdn
mediada por liposomas, se trabaj6 con testiculos de ratones Swiss de 6-7 dias y
de 16-17 dias de edad, los cuales se sometieron a digestiébn enziméatica; se
obtuvieron resultados de aquellos con los que se trabaj6é con 6-7 dias, se aislaron
células (germinales y sométicas) en un promedio de 4-6 x 10° células por testiculo,
mientras que en ratones de 16 dias de edad la poblacién celular obtenida
aumentaba significativamente, aislandose 2-4 x 10° células por testiculo. Para
incrementar la proporcién de espermatogonias de tipo A del total de la suspensién
celular se realizé una separacion inicial de células en funcion de su tamafio y peso
utilizando un gradiente de Percoll. En los ratones de 6-7 dias aparecian tres
fracciones, siendo la fraccién intermedia correspondiente a espermatogonias de
tipo A. Para los ratones de 16 dias aparecian 9 fracciones, siendo las fracciones
4y 5 del gradiente con alto porcentaje de espermatogonias de tipo A.2

En el caso del aislamiento y purificacion de espermatogonias de tipo A de
testiculos de bovino, donde la poblacion de estudio fueron terneros de 5-7 meses

de edad, para el aislamiento se utiliz6 dos pasos de digestion enzimatica, la



viabilidad se determin6 mediante el método de tincion celular, la identificacion de
espermatogonias de tipo A y purificacion se determind con microscopio de
Nomarski. Después del aislamiento se obtuvo como resultados el 25% de
espermatogonias de tipo A, en la purificacion se obtuvo 65-87% de
espermatogonias de tipo A puras mediante gradiente discontinuo de Percoll. La
viabilidad de las células después del aislamiento fue de mas de 90% con la
disminucion significativa después de la incubacion en cultivo y exposicion al
gradiente discontinuo de Percoll. Asi mismo la pureza de espermatogonias de tipo
A fue alta en terneros de 5 meses de edad en comparacion con los de 6-7 meses.?
De otro lado, al investigar las mejores condiciones para aislar y mantener en
cultivo in vitro SSC de Canis lupus familiaris "perro", no se realizé distincién etaria
entre los individuos donantes. Se utilizaron dos métodos, uno enzimatico
(colagenasa tipo 1V, hialuronidasa y tripsina) y otro no enziméatico (disgregacion
mecanica con jeringa). Se observé que aquellas células aisladas por el método no
enzimatico son aquellas que generan mayor nimero de colonias, pero que no
resisten a mas de 3 pases (cambio de medio de cultivo); en contraste con lo que
se observan en células aisladas por el método enzimatico, que resisten hasta 7
pases, pero que no generan muchas colonias. Se obtuvo un 63% y 28% de las
SSC en las capas con 45-60% y 30-45% de Percoll respectivamente, las
diferencias de las células aisladas se encontraron en otras capas del gradiente de
Percoll que ademas incluian a células somaticas, por lo que se decidié descartar.
Se evalud la viabilidad con Azul de Tripan y la actividad de la fosfatasa alcalina de
las células que se recuperaron en las fracciones de 45-60% y 30-45% de Percoll
en ambos casos las células respondieron positivamente, en mas de un 93% para
ambos métodos y mediante el uso de la prueba T de Student no se detectaron
diferencias significativas entre los métodos de aislamiento (0.05<p).*

2.2. Células madre

Las caracteristicas mas importantes de las células madre (SC, del inglés, “Stem
Cells”) que permiten definirlas y diferenciarlas de la gran mayoria de las células
constitutivas, son: (i) la capacidad de autorenovarse y reemplazarse a si mismas,
(i) la capacidad de diferenciarse en uno o mas linajes o tipos celulares
especializados y (iii) el enorme potencial proliferativo para renovar y mantener los
tejidos en los que se encuentran.®

Existen dos tipos de divisiones que pueden sufrir las SC, divisiones simétricas y

divisiones asimétricas. Las primeras comprenden a su vez dos posibilidades, una



division simétrica que dé lugar a dos SC o bien que genere dos células
progenitoras que posteriormente se diferenciardn hacia algun linaje celular. Las
divisiones asimétricas generaran una SC y una célula progenitora. El compromiso
de la célula progenitora formada hacia una determinada diferenciacién puede ser
adquirido de dos maneras, (i) que los determinantes de destino celular en la SC
estén distribuidos asimétricamente y heredados de forma mayoritaria por la célula
progenitora, o, por el contrario, (ii) que sea la salida del microambiente la que

determine el inicio de la diferenciacion.®

Division simétrica de la célula madre

(R
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Division asimétrica de la célula madre

Figura 1. Esquema de dos posibles mecanismos de renovacion y compromiso de células

madre espermatogoniales hacia la diferenciacion, en ratones.®

2.3. Anatomiay fisiologia del testiculo de los mamiferos
Los testiculos son glandulas de secrecion externa porque en ellos se originan los
espermatozoides y de secrecion interna porque las células intersticiales elaboran

una hormona llamada testosterona. Estos 6rganos ovoides se encuentran



alojados en el escroto, fuera de la cavidad abdominal y estan constituidos por tres

estructuras.”’

1. Capsula de tejido conectivo denso denominada tunica albuginea, membrana
fibrosa gruesa, contiene numerosos vasos y una red de conductos
espermaticos, cumple funciones de proteccidn del testiculo, regulacién del flujo
sanguineo y movimiento del esperma a través de contacciones.”?®

2. Red de Haller, presenta tabiques que divide el testiculo en tibulos seminiferos.
Un tejido propio que contiene células seminales que dan origen a los
espermatozoides y células intersticiales (secrecion interna).’

3. Conductos seminiferos, abarca el testiculo y el epididimo (comprende la
cabeza, cuerpo y la cola) dando origen al conducto deferente.’

Existe otra capsula que se caracteriza por ser una membrana fuerte, trasllcida de

color blanco denominada tlnica vaginalis que cubre los testiculos, el epididimo y

vasos deferentes.®

Figura 2. Testiculo de Vicugna pacos mayores de 4 afios.1°

2.3.1. Organizacion del testiculo

El testiculo esta dividido en una serie de compartimientos con forma piramidal
(prolongaciones hacia el interior que dan lugar a los septos),®° conocidos como
lobulillos que estan comunicados entre si, los tabiques que los separan presentan
orificios.® Se estima que hay mas de 250 lobulillos por cada testiculo, que
contienen de 1 a 4 tabulos seminiferos,® de manera que existe un aproximado de
500 tubos seminiferos por testiculo.®



Los testiculos estan constituidos por los tubulos seminiferos en cuyas paredes se
desarrollan los espermatozoides a partir de las células germinales (encargadas de
la espermatogénesis) y células de Sertoli.”

Entre el tubulo y los testiculos existe una serie de células que contienen granulos
de lipidos que son denominadas células intersticiales de Leydig.”

Tunica

albuginea

Células
intersticiales

Conducto
seminifero

| Células
espermatogoniales

Figura 3. Observacion microscopica de corte transversal de los tabulos seminiferos del
testiculo de toro.!!
2.3.2. Tipos de células testiculares

2.3.2.1. Células Madre Espermatogoniales (SSC)

Las SC adultas de los testiculos, llamadas Células Madre Espermatogoniales (del
inglés, “Spermatogonial Stem Cells”) estan localizadas en la periferia de los
tubulos seminiferos rodeadas por las células de Sertoli, en contacto directo con
las matrices extracelulares como el colageno, la lamina y la fibronectina.!! Desde
la pubertad, las SSC empiezan a diferenciarse y a producir espermatozoides
maduros.® Las SSC son la base celular para la produccién continua de
espermatozoides a lo largo de la vida del individuo. Adem4s, se encuentran en
una proporcion del 0,03%?*2 de las células situadas en la membrana basal de los
tubulos seminiferos. Las SSC provienen de las PGC (del inglés, “Primordial Germ
Cells”), las cuales derivan de las células epiblasticas pluripotentes. Tras la
migracion de las PGC a las crestas gonadales, donde proliferan e incrementan su
namero, al quedar localizadas en los tabulos seminiferos se diferencian en
gonocitos.®



La regulacion de las SSC, ocurre por sefiales intrinsecas y extrinsecas, como es
la muerte por apoptosis o la actuacion de factores sistémicos. Gran parte de estos
factores son producidos por las células de Sertoli y Leydig siendo secretados en
areas muy particulares del nicho (incluyen las células de Sertoli, la membrana
basal del tabulo seminifero, las células mioides peritubulares y las sefiales

externas).®

® @@
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Figura 4. Desarrollo de la linea germinal masculina.!!
2.3.2.2. Espermatogonias

Las espermatogonias son un grupo de células basales, heterogéneas con distintos
grados de indiferenciacion. Se ubican en la regién periférica de los tubulos
seminiferos y componen el reservorio de células. Son las que dan lugar a las



espermatidas y espermatozoides maduros en los tdbulos seminiferos,'** a lo
largo de la vida adulta, transmitiendo la informacion genética y autorenovandose
para mantener un suministro constante.®

Existen numerosas clases de espermatogonias que difieren entre el modelo
murino y humano. En el testiculo humano, se identifican 3 tipos de
espermatogonias, que se clasifican como: tipo Aoscuras (Ad), tiPO Aciaras (Ap), Y tipo B.
En ratones existe 4 clases A indiferenciadas (As, Apr, Aa), diferenciadas (A1, Az, As,
A.), intermedias (In) y B que aparecen en forma secuencial en el tiempo y existe
una disminucion de su tamafio, ademas la mayoria de las espermatogonias de
tipo Az y As se degeneran durante la diferenciaciéon (mayor apoptosis celular), se
estima que solo existe el 25% de células que sobreviven para dar lugar a
espermatozoides maduros.®

2.3.2.3. Células de Sertoli

Son células de apoyo para las células germinales, ubicadas en la superficie interna
de la pared de los tubulos seminiferos y desde aqui su cuerpo celular se extiende
a través de todo el epitelio.® Las células de Sertoli comprenden solamente un 3%
de la poblacién celular del testiculo.® Son las Gnicas células somaticas que estan
relacionas directamente con las células germinales y por lo tanto constituyen el
componente primario celular del nicho de la linea germinal.*® Las células de Sertoli
dividen el tubulo seminifero en la zona basal, donde residen las espermatogonias
y zona adluminal, cerca al lumen del tdbulo seminifero, donde se van
diferenciando. Estas regiones quedan separadas por la barrera hematotesticular
conformada por las uniones estrechas impermeables entre las células de Sertoli,*’
gue evita el paso de moléculas grandes desde el espacio intersticial, esta barrera
protege de agentes nocivos presentes en la sangre al evitar que penetren a la
circulacién y generen una respuesta autoinmunitaria.’

Las células de Sertoli sirven como soporte fisico y nutricional a las células
germinales, fagocitan a las células que han degenerado y también permite la
liberacion de las espermatidas maduras, ademas, actian como reguladores
durante la organogénesis del testiculo, influyen en la formacion del cordon
testicular. Del mismo modo permanecen presentes durante toda la vida sexual; su
nimero es un factor limitante en la producciéon de espermatozoides.® Es
importante sefialar que tras la formacion del testiculo las células de Sertoli y las

células germinales experimentan una rapida diferenciacion y durante la pubertad



se genera el cese de la mitosis y la diferenciacién en espermatozoides °y se ha

visto que en adultos el nimero de células de Sertoli se mantienen.®

Célula

Germinal

Figura 5. Diagrama del rol central de la célula de Sertoli en la espermatogénesis. Relacion
de la célula de Sertoli entre la glandula pituitaria, la célula de Leydig y célula germinal. La
glandula pituitaria secreta la hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona luteinizante
(LH) y regula a su vez por la retro alimentacion de la testosterona (T) e inhibina del Leydig
y la célula de Sertoli.t”

2.3.2.4. Células mioides

Las células mioides representan el mayor componente celular de la pared del
tubulo seminifero. Estan dispuestas en una monocapa (modelo murino) y varias
capas (humanos) entre dos laminas basales alrededor de los tubulos
seminiferos.'® Son células planas, alargadas y positivas para la a-actina de
musculo liso.®

La principal funcion biologica esta atribuida a la actividad contractil, responsable
de la contraccion de los tdbulos seminiferos para el transporte de
espermatozoides y liquido testicular?la generacién de impulsos para la progresion
de los espermatozoides y del fluido testicular hacia la rete testis, una funcion
crucial para la fertilidad masculina.®

Son un importante componente estructural, también un elemento activo en el
mantenimiento del homeostasis del testiculo mediante la secrecion de diferentes
factores, asi como del establecimiento del nicho para las células madre del

testiculo.®®
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2.3.2.5. Células de Leydig

Las células de Leydig o células intersticiales se encuentran entre los espacios
intersticiales que se forman entre los tabulos seminiferos.® El testiculo fetal, pre-
puberal y adulto difieren en las necesidades de células de Leydig, durante la vida
fetal alcanzan su mayor numero relativo 48 millones de células por par de
testiculos ocupando el 50% de la superficie en cortes transversales de testiculo,
pero el nUmero absoluto disminuye progresivamente hasta llegar a 18 millones por
par de testiculos 2! o0 el 20% de la poblacién.®

Su principal funcibn es la biosintesis de testosterona que conduce al
mantenimiento de los caracteres sexuales secundarios masculinos, diferenciacion

sexual masculina, ademas del mantenimiento de la espermatogénesis.?

Tubo
( seminifero

Célula de
Leydig

..'35 ] y
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?” ;/o“t‘ '.'.' :: :-"‘ i‘_,‘

Figura 6. Representacion de una seccion del testiculo humano (corte sagital)
observandose el tibulo seminifero (A) y células de Leydig (B).°
2.4. Espermatogénesis

La espermatogénesis es un proceso biolégico muy complejo que requiere la
diferenciacion continua y la renovacion germinal de las células masculinas. Es el
proceso por el cual las células se transforman produciendo células germinales
haploides masculinas a partir de las células madre de espermatogonias, células
diploides. Este proceso comienza un poco antes de la pubertad bajo la influencia
de las concentraciones cada vez mayores de gonadotrofinas hipofisarias y se

prolonga durante toda la vida del individuo.!!
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En la espermatogénesis se distinguen tres fases principales: la renovacion de
espermatogonias (proliferacién), la meiosis y espermiogénesis, pasos
consecutivos que se inician con la division de las espermatogonias y finalizan con
la formacion de espermatozoides maduros.*!

2.4.1. Fase proliferativa

La proliferacion de espermatozoide depende del tamafio de la poblacién de células
iniciales conocidas como espermatogonias.!

2.4.2. Meiosis

La entrada de las células de tipo B en el proceso de la meiosis, estd marcada a
través de la disminucion del contacto con la membrana basal de los tubulos
seminiferos y con la aparicién de los cromosomas. Durante la primera division
meidtica, las células de tipo B se convierten en espermatocitos primarios, sufren
numerosas divisiones originando sub-etapas que representan la fase prolongada
dela profase. Esas fases de la Profase | son: Leptoteno, Zigoteno, Paquiteno y
Diploteno hasta llegar a espermatocito secundario. Después de aproximadamente
6 h (en humanos) sufren una nueva divisién formando las espermatidas. Estas dos
divisiones resultan en la conversion de células diploides a células haploides, con
solo 23 cromosomas.*!

2.4.3. Espermiogénesis

Es el proceso de transformacion celular de las esperméatidas en espermatozoides,
gue son células especializadas, para ejercer su funcion de motilidad e interaccion
con el ovocito. Dentro de los cambios mas importantes en esta fase se encuentran:
1. El desarrollo del acrosoma, que deriva del aparato de Golgi y contiene las
enzimas necesarias para poder penetrar en la zona pellcida del ovocito.*?

2. La aparicion del flagelo, que se origina a partir de los centriolos y tiene una
funcién energética gracias a la presencia de un nimero importante de
mitocondrias que se encuentran rodeando el axonema (pieza media).*

3. La reorganizacion del citoplasma, liberando el excedente como un cuerpo
residual fagocitado por las células de Sertoli y por ultimo los cambios en la forma
contenido (debido a las modificaciones quimicas en su DNA y proteinas nucleares)
y posicion del ndcleo celular que migra de su posicion central a la periferia
celular.’

2.5. Comparacion de la espermatogénesis murina, bovina y de primates

En los testiculos de los mamiferos se han descrito dos subpoblaciones de

espermatogonias de tipo A que proliferan activamente para producir células
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espermatogoniales diferenciadas e indiferenciadas.?? Las espermatogonias
indiferenciadas incluyen a células madre de tipo A y células espermatogoniales
proliferativas comprometidas a diferenciar células de tipo Ay y Aa, que a su vez
dan lugar a la primera generacion de espermatogonias diferenciadas.?

2.5.1. Espermatogénesis en ratones

La diferenciacion germinal en los testiculos de ratébn comienza desde una pequefa
poblacién de células (2-3 x 10* por testiculo adulto) llamadas espermatogonias As
(del inglés,“single”).??

Las espermatogonias As son las consideradas SSC. Al dividirse, estas células
podran originar, por un lado, 2 nuevas As, 0 bien, por otro, las llamadas
espermatogonias A, que seran las células predeterminadas a originar el resto de
células que conformaran la espermatogenia. Asi cada célula A originara, a su
vez, 2 nuevas células unidas por un puente intercelular, que se mantendra en su
descendencia, para originar las espermatogonias A (espermatogonias

alineadas).??

AS -
Autorenovacion
l y diferenciacion
/ Apr

Aalg —* Aqe —*> Aale

N

— T «—F 7T

Mitosis
sincronizada Ag

!

Indiferencia

!

B

!

Espermatocito

Figura 7. Desarrollo de espermatogonias en la espermatogenia de raton.
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En cuanto a los factores implicados en la regulacion de la diferenciacion de
espermatogonias As a Ay, existe el Factor Neurotrofico Derivado de las Células
Gliales (GDNF), que es secretado por las células de Sertoli y cuyos receptores se
expresan en las células madre. Al contrario que en la formacion de
espermatocitos, que presenta unos mecanismos de regulacion exhaustivos, la
formacion de SSC presenta un escaso control, lo que conlleva una distribucion de
espermatogonias A; no homogénea en el testiculo. El control de la formacién de
espermatocitos se debe a mecanismos de apoptosis de las espermatogonias de
tipo Az, Asy As. 22

2.5.2. Espermatogénesis en bovinos

En bovinos se ha sugerido una clasificacion diferente para las espermatogonias
de tipo A, que se han dividido en BSC (Basal Stem Cell), ASPC (Agregated
Spermatogonial Stem Cell) y CSPC (Commited Spermatogonial Precursor Cell).
Las BSC son células redondas con tres nucléolos irregulares y se podrian
comparar con las espermatogonias As y Ay del modelo murino.?? Las ASPC son
células de diferentes tamafios. Las CSPC son las espermatogonias mas grandes.
Presentan un nucléolo central grande y que corresponden con las
espermatogonias A;-A4 diferenciadas del modelo murino.??

2.5.3. Espermatogénesis en primates

Se distinguen 3 tipos de espermatogonias: espermatogonias oscuras (Ad),
espermatogonias palidas (Ap) y espermatogonias de tipo B (B). Las Aq, dentro de
las cuales se encuentran las SSC, se sitian en intimo contacto con la membrana
basal. Carecen de actividad proliferativa en circunstancias normales, pero entran
en mitosis cuando el nimero de espermatogonias desciende drasticamente. Al
dividirse las Ay, originan las espermatogonias de tipo B, que son las precursoras
de los espermatocitos preleptotene, presentan un menor contacto con la
membrana basal, tienen granulos de cromatina muy condensada proximos a la
membrana nuclear y su nucléolo se encuentra situado en la region central. Las
mitocondrias se encuentran dispersas por el citoplasma y parecen presentar
diferencias en cuanto al material intermitocondrial respecto a las espermatogonias
de tipo A.2
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Tabla 1. Comparacion de los tipos de espermatogonias murinas, bovinas y de
22,23

primates.
Murina Bovina Primates
As BSC A
Apr Ap
Aaia-Aais- Aaite ASPC Ad
A1 CSPC
Az
As
As
B B B
Espermatocito Espermatocito Espermatocito

2.6. Inicio de espermatogénesis en alpaca

En el nacimiento, el pene esta adherido por completo al prepucio. Esta adherencia
desaparece en forma gradual con el crecimiento del animal bajo la influencia de la
testosterona. Al primer afio de edad los machos muestran interés sexual por las
hembras y el 8% presentan una separacion completa de la adherencia entre el
prepucio y el pene, a los dos afios, cerca del 70% no tienen adherencia y a los
tres afios el 100% no presentan adherencia. Sin embargo, la pubertad ocurre
cuando el macho es capaz de producir espermatozoides, de dos a once meses
(etapa infantil), los testiculos crecieron con lentitud y mostraron un incremento
secuencial del tamafio de los cordones sexuales con células de Leydig no
diferenciadas en tejido conectivo. Alrededor de 12 meses, el cordén sexual
empieza a mostrar un lumen que contiene dos tipos de células, las de soporte y
los gonocitos, estos Ultimos empiezan a cambiar para dar paso a los
espermatocitos y los primeros espermatozoides que aparecen cerca de los 18
meses. Las células de Leydig aparecen bien formadas y el nUmero aumenta de
manera considerable aproximadamente a los 20 a 24 meses, los espermatozoides
son mas evidentes y los diametros de los tubulos seminiferos aumentan de
manera notable, asi también incrementa los espermatozoides en la cabeza del
epididimo. Todas las alpacas de mas de tres afios tienen espermas en ambos
epididimos. La espermatogénesis se inicia en algunas alpacas desde los 16
meses y en otras hasta los 26 meses de edad.?*

2.7. Aislamiento de células espermatogoniales

La presencia de SSC en el testiculo adulto se limita al 0,03% del total de células

germinales.'? De esta manera, la eleccion de la técnica mas adecuada para aislar
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células germinales es muy importante como prerrequisito para los estudios
bioquimicos, moleculares y genéticos definitivos de la diferenciacion de células
germinales.'® Asi también para establecer como cultivo in vitro.

2.7.1. Métodos de aislamiento de espermatogonias

El aislamiento logra definir las caracteristicas morfologicas de las células. Asi
como la determinacion del aspecto temporal de células espermatogoniales
durante desarrollos de diferenciacion celular. Existen tres métodos para el
aislamiento de espermatogonias: disgregacion mecanica, disgregaciéon mecénico-
enzimatica y digestion enzimatica.*152526

2.7.1.1. Disgregacién mecéanica

Esta técnica consiste en colocar una porcion de tejido, con 1 ml de amortiguador
de separacion, se realiza dos ciclos de corte por un minuto, con ayuda de una
jeringa desechable estéril, la suspension se aspira y se filtra en filtros de 70 um,
se realiza un lavado con 6 ml de amortiguador de separacién. La suspension se
centrifuga a 2000 rpm por 10 min para luego descartar el sobrenadante; por ltimo,
el botén se resuspende en 300 pl de amortiguador de separacion.?®

2.7.1.2. Disgregacion mecanico-enzimatica

La porcion de tejido se transporta a tubos de poliestireno que contienen un
volumen de 10 ml de medio completo. Luego se centrifuga a 2000 rpm por 5 min
descartando el sobrenadante. Al boton resultante se le agrega la solucion stock
de colagenasa en una concentracion de 2,5 ml/g. Posteriormente, la muestra se
incuba a 37°C con agitacion por 45 min. Pasado ese tiempo, se coloca 5 ml de
medio completo frio para detener la accion de la colagenasa y se centrifuga a 200
rpm por 10 min. Al boton obtenido se agrega 1 ml de amortiguador de separacién
y se realiza dos ciclos de corte por 1 min. La suspensién se aspira con una jeringa
desechable estéril para filtrarla con filtros de 70 um. Luego se realiza un lavado
con 6 ml de amortiguador de separacion y se centrifuga a 2000 rpm durante 10
min. Por Ultimo, se descarta el sobrenadante y se agrega 5 ml de PBS, se
centrifuga nuevamente a 2000 rpm por 5 min y se resuspende el botén en 300 pl
de buffer de marcacién.®

2.7.1.3. Digestion enzimatica

La técnica basa en el uso de enzimas en dos etapas de digestion. En la primera,
se utilizan cuatro enzimas: colagenasa, tripsina, hialuronidasa y DNasa para
digerir el tejido testicular previamente triturado; posteriormente la muestra se

incuba a 32°C en agitacion moderada por 1 h. En la segunda, se utilizan tres
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enzimas: colagenasa, hialuronidasa y DNasa, incubandose a 32°C por 45 min en
agitacion moderada; después se somete a lavado por centrifugacion tres veces
con DMEM suplementado y atemperado a 32°C, hasta que el sobrenadante sea
transparente.®

2.7.2. Accion de las enzimas durante la digestion testicular

2.7.2.1. Tripsina

Permite la disociacion y disgregacion de las células epiteliales sin dafar la
membrana basal y tejidos de mamiferos. Es una peptidasa que rompe (hidroliza)
los enlaces peptidicos de las proteinas, degradandolas en fragmentos mas
pequefios hasta péptidos y aminoacidos. Se utiliza para disociar a las células,
tejidos y pases de cultivos celulares. Esta enzima actta a un pH de 7-8.4.%
2.7.2.2. Hialuronidasa

Cataliza la ruptura de los enlaces internos glicosidicos, modificando la
permeabilidad de los tejidos conectivos animales mediante la hidrolisis del acido
hialurénico, polisacarido presente en la matriz extracelular 2”28 y condroitin sulfato
hasta fragmentos menores como tetrasacaridos o disacaridos.?°

2.7.2.3. Colagenasa

La colagenasa es una proteasa. Hidroliza el colageno, rompiendo sus cadenas
alfa. Esta enzima tiene la capacidad de degradar las fibrillas y microfibrillas de
colageno (ubicada en la mayoria de los tejidos intersticiales, membranas basales,
piel, musculos) rompiendo las tres cadenas de la hélice del colageno en un punto
especifico, usualmente en el enlace glicerina-leucina o glicina-isoleucina.®!
Ademas, esta enzima no requiere de agitacion mecdanica para actuar lo cual no
dafia a las células y trabaja a un pH y temperatura fisiolégica.*°

2.7.2.4. DNasa

Esta enzima es una proteina estable al calor, responsable de la degradacion
nuclear de las células musculares y que participa en procesos de rupturas no
especificas de moléculas de DNA, disminuyendo asi la viscosidad presente en el
DNA polianiénico.?

2.8. Identificacion microscoOpica de espermatogonias

2.8.1. Espermatogonias de tipo A (SPGA)

Son las células germinales mas grandes encontradas en el testiculo. Tienen forma
redonda u oval, con un citoplasma hialino. Se caracterizan por poseer un ndcleo
esférico central que contiene un Unico nucléolo. Frecuentemente se observa
cromatina periférica, un reticulo endoplasmatico liso (REL) con numerosas

cisternas circulares, también presentan abundantes mitocondrias.!
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2.8.2. Espermatogonia de tipo B (SPGB)

Estan agrupadas en espermatocitos, rodeados por procesos de células de Sertoli.

Las SPGB se caracterizan por la forma redonda y un nucleo esférico prominente

que contiene un nucléolo. Las SPGB son méas pequefias en tamafio que las SPGA,

se pueden observar puentes citoplasméticos entre las SPGB, aunque son dificiles

de discernir, unas pocas mitocondrias, un aparato de Golgi y REL circular.*

2.8.3. Espermatocitos primarios (SPCI)

Son similares en tamafio y forma a las SPGB, de la dltima division mitética. Ellos

poseen un citoplasma hialino y un ndcleo esférico y contiene un nucléolo. El

citoplasma contiene escasas mitocondrias, mas pequefias en tamafio que

aquellas de las SPGB, un REL y un aparato de Golgi.!*

2.8.4. Espermatocitos secundarios (SPCII)

Se encuentran raramente en una seccion del testiculo ya que este estadio tiene

una duracion corta. Su disminucion en el tamafio es evidente cuando se los

compara con estadios previos. El nicleo esférico esta rodeado por un citoplasma

pobremente distinguible.!!

2.9. Viabilidad celular

La viabilidad es definida como la capacidad de demostrar que la célula posee una

membrana funcional o integra, con actividad metabdlica activa.®> Existen

diferentes métodos para evaluar la viabilidad celular, desde pruebas sencillas, en

las que se usa colorantes hasta las mas complejas, los ensayos funcionales, los

ensayos de viabilidad a través de biosensores de fluorescencia, los estudios de

morfologia celular, el microanalisis por energia dispersiva de rayos X y la técnica

de determinacién de la expresion técnica de microarrays.>?

2.9.1. Métodos de evaluacion de laintegridad de la membrana

Este método supone que una célula viable tendrd su membrana intacta, sin

embargo, una célula apoptética tendrd una membrana alterada, por lo que

permitird el paso de moléculas que en condiciones normales no se difundirian o

bien no permite el paso de moléculas que en condiciones normales atravesaria la

membrana celular.®?

2.9.1.1. Métodos basados en la utilizacibn de colorantes organicos o
sustancias con propiedades fluorescencia

Se divide en ensayos de exclusién y de inclusion. Entre los ensayos de exclusion,

se tienen a los colorantes organicos como el Azul de Tripan, Eosina, Rojo Congo

y Eritrosina, asi como el ioduro de Propidio o el Bromuro de Etidio. Los ensayos

18



de inclusion comprenden colorantes con propiedades fluorescentes siendo los
mas utilizados el Diacetato de Fluoresceina o la Calceina, que atraviesan la
membrana plasmatica, se hidrolizan por las esterasas y dan lugar a la
fluorescencia dentro de la célula, siempre que se encuentra en un estado
funcional.®®

Viabilidad con Azul de Tripan

El Azul de Tripdn es uno de los colorantes orgéanicos mas utilizados y
relativamente mas sencillos, es un método de viabilidad de células por exclusién
de captacion ya que no puede penetrar y tefiir a las células vivas con membrana
integra, es imprescindible para diferenciar entre las células muertas (con
disrupcion membranal) de las vivas con membrana integra, ?° es decir aquellas
células que no presenten coloracion son células vivas, debido a que las células
son muy selectivas a los compuestos que dejan pasar a través de su membrana,
presentan la caracteristica de semipermeabilidad, por lo contrario las células
muertas se tifien de un color azul claro al microscopio de luz.3*

Una de las ventajas del método es que en la coloraciéon se cuantifica el nUmero de
células viables y se descarta a las células muertas o dafiadas.*

2.10. Rendimiento celular

Es un parametro importante que permite determinar la efectividad del aislamiento
de células. Se hace utilizando una Camara Hemocitométrica de Neubauer. Es un
portaobjetos especializado, permite conocer el volumen de cualquier liquido
colocado sobre él y por debajo de su cubreobjetos. La reticula se encuentra
compuesta por 9 cuadros de 1 mm? cada uno, los cuatro cuadrados de 1 mm?
localizados en cada esquina poseen a su vez 16 cuadrados de 0,0625 mm?, el
cuadro central (también 1mm?2, se encuentra compuesto por 25 cuadrados de 0.04
mm?). Estos cuadrados a su vez se encuentran compuestos por cuadrados
menores 0.0025 mm?. Dada la profundidad de la Camara de tan solo 0,1 mm, cada
una de estas unidades corresponden a voltimenes fijos conocidos.®*

Esta determinada por el nimero de células por mililitro de solucion (x 10"/ml)
2.11. Vicugna pacos

Tradicionalmente la alpaca (Lama pacos, Linneaus, 1758) la llama (Lama glama,
Linceaos, 1758) y el guanaco (Lama guanicoe, Muller, 1776) han sido especies
clasificadas como cercanas al género Lama, mientras que la vicuia (Vicugna
vicugna, Molina, 1782) fue encuadrada en un género separado Vicugna. Estudios

mas recientes usando DNA mitocondrial rectifican la taxonomia de los Camélidos
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Sudamericanos a dos géneros donde Lama y Vicugna, cada uno con un animal
silvestre y un domestico siendo la vicufia y el guanaco antecesores de la alpaca y
la llama respectivamente, por lo que se ha propuesto una nueva clasificacion
taxonémica para la alpaca de Vicugna pacos.*®

Taxonomia %

Reino: Animalia

Phylum: Cordata

Clase: Mamalia

Orden: Artiodactyda

Familia: Camelidae

Género: Vicugna

Especie: pacos

2.11.1. Determinacion de la edad

Para la seleccion de alpacas se debe conocer el desarrollo dentario para
aproximar la edad y mejor aln si se manejan registros que daran la informacion

de la edad con mas exactitud. 36

& . W,

Figura 8. Estimacion de la edad de alpacas por erupcién dentaria. a). dientes de leche,
representa a una alpaca de 2 afios de edad, b).2 dientes los dientes centrales o pinzas,
representan a una alpaca de 2 a 3 aflos de edad, c).4 dientes, los primeros medios
representan a una alpaca de 3% a 4 afios de edad, d) 6 dientes o boca llena, cuando ya
aparecieron los dientes extremos, representan a una alpaca de 4 %2 a 5 afios de edad, e).
los colmillos, lo cual indica que es animal viejo con mas de 5 afios de edad.36
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. UBICACION

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia

Reproductiva de la Universidad Nacional de Huancavelica y en el Laboratorio de

Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Biolégicas Universidad Nacional de San

Cristébal de Huamanga, desde setiembre de 2015 hasta enero 2016.

3.2. MATERIALES

3.2.1. Poblacién

La poblacién considerada en el presente trabajo de investigacion fueron testiculos

de Vicugna pacos “alpaca” post mortem del Matadero Municipal de Huancavelica,

asi como testiculos de obtenidos por castracion de alpacas de la comunidad de

Ccarhuaccpampa (Ayacucho) y Pilpichaca (Huancavelica).

3.2.2. Muestra

Se considerd aleatoriamente testiculos de alpacas entre las edades menores a 1

aflo, mayores a un 1 afio, entres 3-4 afios y mayores a 5 afios de la region de

Huancavelica y Ayacucho.

3.3. METODOLOGIA Y RECOLECCION DE DATOS

3.3.1. Obtencién de testiculos

El procedimiento para la recoleccion de datos fue en dos etapas, la primera etapa

se obtuvo de testiculos de alpacas adultas post morten y de alpacas prepuberes

y puberes obtenidas por la técnica de castracion.

a) Obtencion de testiculos post mortem

Se obtuvieron del Matadero Municipal de Huancavelica de tres a cuatro afos

(cuatro dientes) y mayores a cinco afos (seis dientes)

e Se rotularon los recipientes, en la zona de sangria, se esper6 el sacrificio del
animal, se verificd el numero de dientes (cuatro, seis) se realizo el seguimiento

hasta la zona trasquilado del cuero del animal.
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Las muestras de testiculos fueron escindidas con tijeras quirdrgicas estériles y
se colocd en solucidn salina fisiolégica (0,9%) a temperatura ambiente,
posteriormente se transportaron al Laboratorio de Reproduccion Animal
Universidad Nacional de Huancavelica.

b) Obtencidn de testiculos por castracion

Se obtuvieron de alpacas menores de un afio, mayores de un afio (dientes de
leche). Se realiz6 la captura de los animales separando del rebafio aquellas
alpacas menores de un afio y mayores de un afio; se preguntd personalmente
a los duefos, estos datos fueron corroborados por la erupciéon dentaria y el
desgaste.

Se castr6 a los individuos seleccionados con ayuda de hoja de bisturi estériles
y se colocé en recipientes con solucion salina (0,9%) a temperatura ambiente,
posteriormente se traslad6 al Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad
Nacional de San Cristbbal de Huamanga, para el respectivo proceso de
aislamiento de SSC.

3.3.2. Aislamiento de espermatogonias

Se realiz6 la descapsulacion (un aproximado de 15 pares, dependiendo el
tamafio) de los testiculos Vicugna pacos, posteriormente se lavaron en
Solucion Salina Fisioldgica.

Se cortd, con la ayuda de una tijera quirtrgica, en pequefios trozos, hasta
obtener una masa pastosa de tejido testicular. Se pes6 20 g de tejido testicular
en placas de Petri estériles (90 x 10 mm) en balanza analitica marca Adama
AAA 250 | (USA).

Se colocd en un colador fino y se trituré con un pilén, afiadiendo pequenos
volimenes de DMEM suplementado (con antibiéticos) a 32°C, hasta que se
obtuvo 20 ml de filtrado denso, el cual se recibi6é en un frasco colector estéril.
Se distribuy6 el filtro en tubos cénicos estériles de 10 ml con tapa rosca, se
centrifugd a 192 x g (600 rpm) por 3 min, tres veces, se resuspendié en cada
centrifugado.

Para que se dé inicio a la primera digestion enzimatica, se agreg6 al pellet de
tejido testicular, cada tubo, un volumen de DMEM suplementado a 32°C,
contenido las cuatro enzimas (1 mg coldgenasa,1 mg tripsina 1 mg
hialuronidasa Il y 5 ug/ml DNasa |) a una proporcion de 1:2 (pellet: medio)

Se llevé a incubacién a 32°C por 60 min en agitacion continua, en el rotador de
tubos marca Bio-Rs24 (1 revolucién/min).
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Después se sometio a lavados por centrifugacion 192 x g (600 rpm) por 3 min,
tres veces con DMEM suplementado a 32°C, hasta que el sobrenadante quedé
transparente. Luego se elimin6 el sobrenadante.

Para la segunda digestion enzimatica, se afadié a cada tubo, un volumen de
DMEM suplementado a 32°C, contenido sélo tres enzimas (1 mg hialuronidasa
II, 1 mg colagenasa y 5 ug/ml DNasa I), a una proporcion de 1:2 (pellet: medio)
Se incubd a 32°C por un tiempo de 45 min, con agitacibh moderadamente
permanente en el rotador de tubos marca Bio-Rs24 (1 revolucién/min).
Después se sometio a lavados por centrifugacion 192 x g (600 rpm) por 3 min,
tres veces con DMEM suplementado a 32°C, hasta que el sobrenadante quedo
transparente. Luego se elimin6 el sobrenadante.

Luego de la incubacion se resuspendié las espermatogonias obtenidas en PBS
(2 ml).

3.3.3. Determinacion de la viabilidad de espermatogonias

Después del aislamiento de SSC se obtuvo el paquete celular, al cual se le
evaluo la viabilidad.

Para el conteo de la SSC se prepar6 una dilucion sucesiva de suspension
celular y PBS. Se tomé, con una micropipeta, 900 pl de PBS a la cual se coloco
en un tubo eppendorf 1,5 ml, se agregd 100 pl de suspensién celular. En la
segunda dilucién se tomé 100 pl de suspensién celular ya diluida anteriormente,
al cual se agreg6 900 ul de PBS.

En otro eppendorf de 1,5 ml, se agreg610 ul de Azul de Tripan. Se homogenizé,
con una micropipeta, 10 ul de la suspension celular y a partir del él se tomé 10
pl-15 pl, se mezclé con un volumen equivalente al Azul de Tripan al 0,05%
durante 2 a 3 min a temperatura ambiente, seguidamente se tomd6 una muestra
de 10 pl de la mezcla y se colocé en la cAmara de Neubauer.

Luego se colocé el cubre objetos a lo largo con la punta de la micropipeta
dispuesta en el canal, 10 yl de la mezcla de células madre espermatogoniales
y Azul de Tripan 0,05%, se dejo que por capilaridad se diseminara por debajo
del cubreobjetos en la Camara hasta que el area de la cuadricula se llenara,
evitando que se derrame o0 que entrara burbujas en el &rea de conteo.
Inmediatamente se observo al microscopio, la Cadmara de Neubauer se colocé
sobre la platina del microscopio éptico (Olympus), dejandola unos minutos en
reposo para que se sedimenten las células, sin dejar secar. Se observé y conto

con el objetivo 40X en los cuatro cuadrantes centrales de la Camara (25 x 25).
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3.3.4. Determinacion del rendimiento de espermatogonias
Para determinar el rendimiento de células espermatogoniales aisladas, se hizo el
conteo en la Camara de Neubauer, obteniéndose asi la concentracion de células
espermatogoniales. Para ello se realiz6 el protocolo de diluciones sucesivas del
paquete celular obtenido.
El nimero total de células que se obtuvo se determiné mediante la formula:
N° cel/ml = (N/n) FDx104
N : numero total de células
total de cuadrantes
FD : factor de dilucién (2)
10 calculo en ml, dado que el volumen de la muestra es de 0,1 pl
e El calculo del rendimiento de espermatogonias se reporté mediante el nimero
de cel/ml.
3.4. ANALISIS ESTADISTICO
A las variables viabilidad (%), rendimiento (x 10° cel/ml), mortalidad (%) se aplic6
estadistica descriptiva previo andlisis de la normalidad para aplicar la prueba
paramétrica y el Andlisis de Varianza, que permitié calcular los resultados de las
variables cuantitativas (obtenidos de la digestion enzimética de las muestras
testiculares de aislamiento y rendimiento celular), que se expresaron con la media
y desviacidn estandar, con un nivel de significancia a priori que p—valor <0,05.Para
el andlisis estadistico se us6 del paquete estadistico MINITAB, Version 17.1. Asi
como la aplicacién de la comparacién multiple de Fisher para determinar los

factores de variabilidad entre viabilidad, rendimiento celular y las edades

24



IV. RESULTADOS
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Se realiz6 un total de 40 digestiones enzimaticas a partir de 20 g de tejido testicular
previamente triturado, obtenido a partir de testiculos descapsulados, a razén de
10 repeticiones por cada grupo etario de alpacas macho: menores a 1 afio,
mayores a 1 afio, 3-4 afios y mayores a 5 afos.

Los botones celulares o pellets obtenidos después de la segunda digestion
enzimatica se observaron como una masa rojiza, densa, de aproximadamente de
5 a7 mm de altura desde el fondo del tubo cénico de 10 ml, que permitié observar
la obtencion de células espermatogoniales.

Para determinar la viabilidad de células espermatogoniales se realiz6 el conteo de
células vivas y muertas con el método de integracién de la membrana celular
(tincion con Azul de Tripan) del mismo modo para determinar el rendimiento de
células espermatogoniales se considerd el recuento del total de células en los
cuadrantes multiplicado por el factor de dilucion.

Los promedios de células espermatogoniales aisladas, por campo microscépico y
por grupo etario, fueron los siguientes: 27 espermatogonias/campo en el grupo de
alpacas macho menores a 1 afio de edad, 49 espermatogonias/campo en el grupo
de alpacas macho mayores de 1 afio de edad, 31 espermatogonias/campo en el
grupo de alpacas macho de 3-4 afios de edad y 33 espermatogonias/campo en el
grupo de alpacas macho mayores de 5 afios de edad.

Los resultados obtenidos de viabilidad de las células espermatogoniales aisladas
por digestion enzimatica fueron: 87,59% de viabilidad en alpacas menores a 1 afio,
de edad, 89,41% viabilidad en alpacas mayores a 1 afio, 76.34% de viabilidad en
alpacas de 3-4 afios de edad y 79.24% de viabilidad en alpacas mayores a 5 afios
de edad.

El promedio de rendimiento de células espermatogoniales fue: 1,09 x 10° cel/ml
en alpacas menores de un afio, 1,94 x 10° cel/ml en alpaca mayores de 1 afio,
1,24 x 108 cel/ml en alpacas de 3-4 afios de edad y 1,31 x 10° cel/ml en alpacas
mayores a 5 afios de edad.

Los resultados obtenidos de mortalidad de las células espermatogoniales aisladas
por digestion enzimatica fueron: 12,41% en alpacas menores de un afio, 10,59%
en alpacas mayores de un afio fue de 10,59%, 23,66% en aplacas de 3-4 afios y
20.76% en alpacas mayores de 5 afos de edad.

Los resultados obtenidos se pueden observar en los tablas y figuras que a

continuacion se presentan.
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Tabla 2. Promedio de células espermatogoniales por campo microscépico
aisladas de testiculo de Vicugna pacos “alpaca” a diferentes edades,
Ayacucho 2015-2016

Edad N Promedio DE IC (95%)
Menor a 1 afio 10 27 11.21 20,13-34,50
Mayor a 1 afio 10 49 13.98 41,49- 55,8
Entre 3-4 afios 10 31 10.57 23,85-38,21
Mayor a 5 afios 10 33 8.27 25,63- 40,00

Los valores estan expresados segun la media. El valor “P- value” es P = 0,001 menor a
(0,05), indica que existe diferencia estadisticamente significativa. DE = Desviacion

Estandar; IC = Intervalo de Confianza.
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Figura 9. Promedio de células espermatogoniales/campo microscdépico
aisladas de testiculos de Vicugnha pacos “alpaca” a diferentes edades,
Ayacucho 2015-2016.
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Tabla 3. Promedio de viabilidad (%) de células espermatogoniales aisladas
de testiculos de Vicugna pacos “alpaca” a diferentes edades, Ayacucho
2015-2016

Edad N Promedio (%) DE IC (95%)

Menor a 1 afio 10 87,59 9,28 82,45-92,73
Mayor a 1 afio 10 89,41 7,43 84,27- 94,55
Entre 3-4 afios 10 76,34 9,70 71,20- 81,48
Mayor a 5 afos 10 79,24 4,63 74,11- 84,38

Los valores estan expresados segun la media. El valor “P- value” es P = 0,002 menor a
(0,05), indica que existe diferencia estadisticamente significativa. DE = Desviacion
Estandar; IC = Intervalo de Confianza.
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Figura 10. Promedio de viabilidad (%) de células espermatogoniales aisladas
de testiculos de Vicugna pacos “alpaca” a diferentes edades, Ayacucho
2015-2016
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Tabla4.Promedio del rendimiento (x10°cel/ml) de células espermatogoniales
aisladas de testiculos de Vicugnha pacos “alpaca” a diferentes edades,
Ayacucho 2015-2016

Edad N Promedio(x 106 cel/ml) DE IC (95%)

Menor 1 afio 10 1,09 0,45 0.805, 1.380
Mayor 1 afio 10 1,94 0,56 1.660, 2.234
Entre 3-4 afios 10 1,24 0,42 0.954, 1.529
Mayor 5 afios 10 1,31 0,33 1.025, 1.600

Los valores estan expresados segun la media, con GL = 3. El valor “P- value” es P
=0,001es mayor a (p<0,05), indica que existe diferencia estadisticamente significativa. DE

= Desviacion Estandar; IC = Intervalo de Confianza.
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Figura 11. Promedio del Rendimiento (x10° cel/ml) de células
espermatogoniales aisladas de testiculos de Vicugna pacos “alpaca” a
diferentes edades, Ayacucho 2015-2016.
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Tabla 5. Promedio de mortalidad (%) de células espermatogoniales aisladas
de testiculos de Vicugna pacos “alpaca” a diferentes edades, Ayacucho
2015-2016

Edad N Promedio (%) DE IC(95%)
Menor 1 afio 10 12,41 9,28 7,27-17,55
Mayor 1 afio 10 10,59 7,43 5,45-15,73
Entre 3-4 afios 10 23,66 9,70 18,52-28,80
Mayor 5 afios 10 20,76 4,63 15,62-25,89

Los valores estan expresados segun la media, con GL = 3. El valor “P- value” es P =0,002
es menor a (p<0,05), indica que existe diferencia estadisticamente significativa. DE =

Desviacion Estandar; IC = Intervalo de Confianza.
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Figura 12. Promedio de mortalidad (%) de células espermatogoniales
aisladas de Vicugna pacos “alpaca” a diferentes edades Ayacucho 2015-
2016.
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c)
Figura 13. a). Células espermatogoniales aisladas, b). células viables, c).
células espermatogoniales no viables aisladas de testiculos de Vicugnha

pacos “alpaca”, observadas al microscopio Optico (400X), Ayacucho 2015-
2016.
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V. DISCUSION

En el presente trabajo de investigacién se aislaron células espermatogoniales
mediante la técnica de digestion enzimatica donde se determiné la viabilidad y
rendimiento celular a partir de testiculos de Vicugna pacos “alpaca”, provenientes
de cuatro grupos etarios: menores a 1 afio, mayores a 1 afio (obtenidos por
castracion de machos pertenecientes a estancias alpaqueras de Ccarhuaccpampa
-Ayacucho vy Pilpichaca-Huancavelica); machos de 3-4 afios y machos
mayoresde5 afios (obtenidos del Matadero Municipal de Huancavelica).

En la Tabla 2 y Figura 9, se indica el promedio del aislamiento de células
espermatogoniales por campo microscoépico, obtenidas por digestion enzimatica,
que fueron: 27 espermatogonias/campo en el grupo de alpacas macho menores a
1 afio de edad; 49 espermatogonias/campo en el grupo de alpacas macho
mayores de 1 afio de edad; 31 espermatogonias/campo en el grupo de alpacas
macho de 3-4 afios de edad y 33 espermatogonias/campo en el grupo de alpacas
macho mayores de 5 afios de edad. La prueba de Diferencia Significativa Minima
(DSM) de Fisher, indica que existe diferencia significativa (p>0,05) entre la
cantidad de células espermatogoniales y las edades de las alpacas macho. Estos
resultados proporcionan una idea preliminar respecto a la cantidad de células
aisladas en cada uno de los grupos etarios, siendo mejor en el grupo de alpacas
macho mayores a 1 afio de edad, con 49 espermatogonias/campo, lo que, en
términos practicos, permite inferir que los machos con edad mayor a un afio, son
los mas indicados para el aislamiento de espermatogonias.

Adicionalmente, estos resultados confirman la eficiencia del método empleado
para el aislamiento de espermatogonias por digestion enzimatica, utilizando cuatro
enzimas: tripsina, hialuronidasa, colagenasa y DNasa. Asi, en la primera digestion
enzimatica se promueve un buen resultado, ya que la tripsina es responsable del
desprendimiento de las células del epitelio germinal, rompiendo las conexiones

proteicas entre las células del epitelio germinal sin alterar la membrana basal ni la

37



matriz extracelular; luego la hialuronidasa cataliza la ruptura de los enlaces
glicosidicos internos, modificando la permeabilidad de los tejidos conectivos
animales mediante la hidrolisis del &cido hialurénico; mientras que la colagenasa,
de otra parte, actla a nivel del colageno desintegrando o rompiendo los enlaces
peptidicos del coladgeno en su conformacion de triple hélice liberando fragmentos
cortos la células del epitelio testicular eliminando las células intersticiales y restos
de microfibrillas de estas células; y finalmente la DNasa elimina el DNA procedente
de las células rotas, lo que disminuye la viscosidad del aislado. En la segunda
digestiébn enzimatica, al utilizarse solo hialuronidasa, colagenasa y DNasa, se
logra obtener las células germinales en suspension 2728293031

Al respecto, se ha observado que en alpacas puberes las espermatogonias se
desarrollan por cohortes y los tibulos seminiferos presentan un desarrollo normal
con el epitelio germinativo y la presencia de todos los tipos celulares; sin embargo,
en edades mas tempranas se han detectado burbujas y espacios vacios y a
mayores edades, es decir, en adultos, se pueden presentar ciclos del tubulo
seminifero,®” lo que ha sido confirmado en un trabajo netamente histol6gico,*®
indicAndose la escasa presencia de células de la linea germinal en los tubulos
seminiferos, en los cuales las células de Sertoli mantienen el ciclo espermatico.®’
EnlaTabla 3.y en la Figura 10. se muestran los valores de viabilidad de las células
espermatogoniales aisladas por digestion enzimatica. Asi, el porcentaje promedio
de viabilidad en alpacas menores de 1 afio de edad fue de 87,59%; en alpacas
mayores de 1 afio de edad la viabilidad celular fue de 89,59%; en alpacas de 3-4
afos de edad la viabilidad celular fue 76,34%; y en alpacas mayores a 5 afios de
edad 79,24%. Mediante la Prueba de Diferencia Significativa Minima (DSM) de
Fisher, se estableci6 que existe una diferencia significativa (p>0,05) entre la
viabilidad de las células espermatogoniales y las edades de las alpacas macho.
Sin embargo, se debe tener presente que al utilizar el método enzimatico para el
aislamiento de espermatogonias, las células son expuestas a diferentes tipos de
estrés: tanto mecénico como bioquimico, sobre todo por la agitacién y la
centrifugacion y porque al abandonar las células su "nicho" natural, estas tratan
de sobrevivir en las nuevas condiciones nutricionales correspondientes a los
componentes del medio DMEM, nuevas condiciones de pH, de presion osmatica
e incluso la presencia y actividad de las diferentes enzimas que se utilizan durante
la digestion, los que podrian ocasionar algun tipo de dafio celular que afecte su

viabilidad. La viabilidad es un parametro biolégico que determina el estado de la
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célula y posibilita las condiciones especificas a nivel fisiolégico, morfoldgico,
bioquimico y genético,* de ahi la importancia de su determinacién, sobre todo si
estas células viables han de servir para otros experimentos relacionados con su
cultivo en incubadoras de CO; para estudiar, entre otros aspectos, la identificacion
de biomarcadores especificos de SSC. Se observa nuevamente que el porcentaje
de viabilidad es mejor en el grupo de alpacas macho mayores a 1 afio de edad,
con 89,59%.

Al evaluarse el efecto de la concentracién de tripsina, tiempo de reaccién y
velocidad de agitacion sobre el porcentaje de viabilidad,?® a concentraciones de
0,05; 0,125 y 0,25%, por tiempos de digestion de 10, 30 y 40 min de digestién y
agitacion a 100 y 600 rpm, se encontré que a una concentracion de 6,3 x 10°de
células placentarias por g de tejido, la viabilidad fue inversamente proporcional a
la concentracion de tripsina, al tiempo transcurrido entre la extraccion el
procesamiento del tejido testicular y tiempo de incubacion del tejido testicular y a
la velocidad de agitacién; es decir, que la viabilidad fue menor cuando los tres
parametros fueron mayores o mas prolongado. Sobre la base de estos resultados,
es de suponerse que estos factores influenciaron en el porcentaje promedio de
viabilidad de las células espermatogoniales aisladas por digestion enziméatica en
el presente trabajo.

Asi también los resultados de viabilidad se ven influenciados por la técnica usada
en la obtencion de los testiculos de alpaca, ya que en alpacas pre puberes
(menores a un afio y mayores a un afo) la viabilidad es mayor con respecto
aquellas alpacas jévenes y adultas esto debido al estrés generado antes (traslado
al matadero) durante y post mortem, asi como la propia castracion que
probablemente origina un estrés, asi como dafio mecanico, pero menor en
comparacion a lo descrito.

Fisiologicamente explica que la concentracion de hormonas sexuales es menor
en alpacas pre puberes y puberes, menores a 1 afio y mayores a 1 afio,
respectivamente por ende la poblacion de células espermatogoniales es mayor
debido a que no hay una diferenciacion celular continua, mientras en alpacas
adultas se da el incremento de hormonas sexuales dando inicio a la diferenciacion
activa de células espermatogoniales generando inicialmente una disminucién
poblacional de estas células, que posteriormente se regulan.?*

Los resultados de viabilidad obtenidos en el presente trabajo, fueron inferiores en

comparacion a los obtenidos en el aislamiento de espermatogonias de Canis
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familiaris "perro™4, donde se utilizaron otros procedimientos complementarios para
obtener poblaciones puras de espermatogonias, determinandose la viabilidad con
Azul de Tripan de las células recuperadas en 45-60% y 30-45% de Percoll y
fosfatasa alcalina, respondiendo positivamente en ambos casos con un promedio
de 93% de viabilidad.

Otra investigacion desarrollada para obtener poblaciones puras de
espermatogonias de tipo A de toro 2 por digestién enzimatica, luego de realizarse
una filtracion mediante gradiente de Percoll, la viabilidad de las células obtenidas
de testiculos de toros de 5 meses de edad fue mayor a 80%, disminuyendo esta
viabilidad después de la incubacion durante una noche.

En la Tabla 4. y Figura 11. se muestran los valores promedio del rendimiento de
células espermatogoniales, siendo en alpacas menores de 1 afio de 1,09 x 10°
cel/ml; en alpacas mayores de 1 afio 1,94 x 10° cel/ml; en alpacas de 3 a 4 afos
de 1,24 x 108 cel/ml y en alpacas mayores de 5 afios de 1,31 x 108 cel/ml. La
prueba de Diferencia Significativa Minima (DSM) de Fisher, indica que existe
diferencia significativa (p<0,05) entre los cuatro grupos etarios. Se observa que el
rendimiento de las células aisladas es mayor en alpacas mayores de 1 afio de
edad con 1,94 x 10° cel/ml. Estos valores indican que la edad de las alpacas
macho mas propicia para el aislamiento de células espermatogoniales es mayor a
1 afio.

En el trabajo sobre aislamiento de células espermatogoniales de bovino ° se
hicieron digestiones enziméaticas de tejido testicular de toros de 3 a 7 meses de
edad, obteniéndose como mejor resultado 1 x 10° cel/g de testiculo en toros de 5
meses de edad. Estos resultados se pueden explicar de acuerdo a lo observado
en la evaluacién histoquimica, en toros de 3 meses de edad en los tubulos
seminiferos se presencid gonocitos en la mitad del tibulo y en algunos casos en
la membrana basal, mientras que en toros de 5 meses de edad se observo la
presencia de gonocitos, células espermatogoniales de tipos A y otras células
germinales; en toros de 6 meses de edad se observo el 60% de espermatocitos
primarios y el 20% de espermétidas; y en toros de 7 meses el incremento del
diametro de los tdbulos seminiferos y un visible lumen, asi como una mayor
diferenciacion de las células espermatogoniales.

En la digestion enzimatica de tejido testicular de ratones de 6-7 dias de edad, se
lograron aislamientos entre 3,5-5,5 x 10° células por testiculo, entre células

germinales y somaticas; mientras que con ratones de 16 dias la poblacién celular
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obtenida aumentaba significativamente, aislandose entre 2,0-4,0 x 106 células por
testiculo 2. Para incrementar la proporciéon de espermatogonias de tipo A del total
de la suspension celular, se realiz6 una separacion inicial de células en funcién de
su tamafio y peso utilizando un gradiente de Percoll. En los ratones de 6-7 dias
aparecian tres fracciones, la fracciobn intermedia correspondia a las
espermatogonias tipo A. En el caso de los ratones de 16 dias se formaban 9
fracciones, de las cuales las fracciones 4 y 5 del gradiente contenian un alto
porcentaje de espermatogonias de tipo A. Como segundo paso en el proceso de
purificacion, las células se incubaron durante 2 h a 32°C en placas de cultivo. Este
paso permitié eliminar aproximadamente un 10-20% correspondiente a células
somaticas de tamafio semejante al de las espermatogonias y que habian quedado
retenidas en el mismo gradiente de Percoll.

Al estudiarse en ratones el desarrollo de los tibulos seminiferos respecto a la
edad,? a los seis dias de edad se encontraron principalmente gonocitos y células
de Sertoli, pero también espermatogonias de tipo A adheridas a la membrana
basal en un 16%, pero a los 8 dias de nacidos se observaron espermatogonias de
tipo Ay espermatogonias de tipo B, a los 10 dias de nacidos se observaron células
de menor tamafio y separadas de la membrana basal siendo espermatocitos
primarios; y a los 16 dias de edad se observaron los espermatocitos secundarios.
Con estos resultados se evidencia que el porcentaje promedio de células
espermatogoniales es mayor en aquellos animales que se encuentran en la etapa
de pubertad, ya que es en esta edad donde el proceso de diferenciacion celular
aun no ha comenzado o en todo caso es muy incipiente.

Del mismo modo en la Tabla 5. y Figura 12. se presentan los valores promedio de
mortalidad en los cuatro grupos etarios. Asi, en alpacas menores de 1 afio, el
promedio de mortalidad fue de 12,41%; en alpacas mayores de 1 afio, fue de
10,59%; en alpacas de 3-4 afos, de 23,66%:; y en alpacas mayores a 5 afios de
edad, del 20,76%. La prueba de Diferencia Significativa Minima (DSM) de Fisher
indica que existe diferencia significativa (p<0,05) entre los cuatro grupos etarios.
Estos valores son complementarios al porcentaje de viabilidad, es decir, que si por
ejemplo en el grupo de alpacas de 3-4 afios de edad se tiene el maximo valor de
mortalidad (Figura 12.), es porque se tiene el valor minimo de viabilidad (Figura
10.).

Finalmente, las Figuras 13, se refieren a las caracteristicas morfolégicas de las

células espermatogoniales de alpaca, que se pueden reconocer a través del
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microscopio Optico a un aumento de 400X. En a) se observan células
espermatogoniales "tipicas" de alpaca: de forma redonda, citoplasma hialino,
nucleo esférico central grande con un solo nucléolo. Igualmente se observa que
una proporcién de la poblacién total de espermatogonias consiste en células mas
pequefas, las cuales probablemente se encuentran comprometidas con la
diferenciacion. La diferencia de tamafio de las espermatogonias puede estar
relacionado con la fase del ciclo celular.’’ En b). se observan células
espermatogoniales transparentes lo que indica la integridad y funcionalidad de la
membrana celular.?® En c¢) se observan células coloreadas de azul, es decir, que
han tomado el colorante Azul de Tripan, por encontrarse muertas o no viables, al

perder la membrana celular su permeabilidad selectiva.3
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VI. CONCLUSIONES

El aislamiento de células espermatogoniales de alpaca por el método de
digestiébn enzimatica reportado para otras especies de mamiferos como
ratones, ratas, bovinos y macacos, resulté adecuado, dando valores
satisfactorios.

Los porcentajes de viabilidad (entre 75-90%) y rendimiento (entre 1-1.9 x 10°
células por mililitro) durante el aislamiento de células espermatogoniales de
alpaca fueron altos en los cuatro grupos etarios, por lo que no se encontré
diferencia estadistica significativa.

Es dificil establecer la edad de la alpaca macho en la que las espermatogonias
inician la diferenciacion, es decir, la formacion de espermatozoides maduros;
sin embargo, al parecer esta capacidad se desarrolla pasando el primer afio

de edad y antes de los tres afios de edad.
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1.-

VIl. RECOMENDACIONES

Debido a que la histologia testicular de la alpaca no ha sido descrita en detalle;
seria muy importante corroborar los resultados del presente trabajo con
estudios histolégicos que permitan mostrar in situ la dindmica de la poblaciéon
de células germinales respecto a la edad de las alpacas.

Realizar otros estudios orientados al cultivo de espermatogonias de alpaca,
de tal manera que una vez optimizadas las condiciones, se pueda producir
suficiente cantidad de biomasa como para poder extraer DNA total 0 RNA
total y asi puedan identificarse mediante técnicas moleculares biomarcadores
especificos de células madre espermatogoniales de alpaca y con ellas
proyectar la aplicaciébn de nuevas herramientas biotecnolégicas, como el
transplante de células madre  espermatogoniales de machos élite a los
machos mejor adaptados en las diferentes comunidades alpaqueras
altoandinas, contribuyendo asi con su mejoramiento genético.

Ampliar estudios relacionados con la pureza y estabilidad genética de los dos
fenotipos de alpacas: Huacaya y Suri, de manera que progresivamente se

pueda ir recuperando la pureza genética de la alpaca.
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Anexo 1. Flujograma del aislamiento de células espermatogoniales de alpaca
Ayacucho 2015-2016.
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Anexo 2. Escisién de testiculo de Vicugna pacos en el matadero Municipal

de Huancavelica,2015

Anexo 3. Cortado del tejido testicular Vicugna pacos, laboratorio de
Reproduccion Animal Universidad Nacional de Huancavelica, 2015.

54



Anexo 4. Triturado del tejido testicular, laboratorio de Reproduccién Animal

Universidad Nacional de Huancavelica, 2015

Anexo 5. Incubacién a 32°C con agitacion moderada para la primera
digestion enzimética en cadatubo cénicos, contenido DMEM suplementado,

laboratorio de Reproduccién Animal Huancavelica 2015.
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Anexo 6. Obtencién del pellet, contenido DMEM suplementado, después de
la segunda digestion enzimética, Laboratorio de Reproduccion Animal

Huancavelica, 2015.

Anexo 7. Castracion de testiculos de alpacas menores de un afo,

Pillpichaca-Huancavelica 2016

ram
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Anexo 8. Descapsulaciéon del testiculo de alpacas, laboratorio de
Biotecnologia UNSCH, 2016

Anexo 9. Medicidn del testiculo de alpaca menores de un afio, laboratorio de
Biotecnologia UNSCH, 2016.
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Anexo 10. Pesado de los testiculos de alpacas menores a un afo, laboratorio
de Biotecnologia UNSCH, 2016.

Anexo 11 Corte del tejido testicular de alpaca menores de un afio, laboratorio
de Biotecnologia UNSCH, 2016.
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Anexo 12. Triturado con pilén y filtrado en el recipiente estéril laboratorio de
Biotecnologia UNSCH-Ayacucho 2016.

Anexo 13. Distribucién del filtrado del tejido testicular en los tubos cénicos
adicionado con DMEM suplementado, laboratorio de Biotecnologia UNSCH-
Ayacucho, 2016.
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Anexo 14. Centrifugado del filtrado del tejido testicular en los tubos cénicos
adicionado con DMEM suplementado, 32°C, laboratorio de Biotecnologia
UNSCH Ayacucho, 2016

Anexo 15. Determinacion de la viabilidad después del aislamiento de
lasSSCs a partir de testiculos de Vicugna pacos Laboratorio de
Biotecnologia Ayacucho, 2016
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Anexo 16. Observacion al microcopio de las SSC después del aislamiento a
partir de testiculos de Vicugna pacos Laboratorio de Biotecnologia UNSCH-
Ayacucho, 2016

>,
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Anexo 17. Células espermatogoniales aisladas de testiculo de alpaca a

diferentes edades.

a). Células espermatogoniales, observadas
en microscopia de luz a 400X

b). Células espermatogoniales, observadas
en microscopia de luz a 400X
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Anexo 18. Preparacién de solucién salina fisiolégica 0,9%

NacCl 9g¢g
Agua destilada 1000 ml

Anexo 19. Preparacién de alicuotas de NaCl 0,15 M (25 ml)

_ g sto/PM sto
~ Vsol (L)

gsto (NaCl) = 0,15M x 0,025L x 58,44
GstoNaCl=0,22g

Diluir 0.22 g del soluto, enrazar en fiola de 25 ml, almacenar en refrigeracion.
Anexo 20. Composicién y preparacion de PBS

1. Composicion 1000 ml

Cloruro de sodio NaCl 8¢
Cloruro de potasio KCI 0,2g
Fosfato disédico Na;HPO4 1,449
Fosfato monosodico KH2PO4 0,24 g
pH 7,4

2. Preparaciéon 250 ml

Cloruro de sodio NaCl 29

Cloruro de potasio KCI 0,059
Fosfato disédico Na;HPO, 0,369
Fosfato monosodico KH2PO4 0,06 g

Pesar cada componente y diluir cada reactivo por separado y agregar a una fiola

de 250 ml, enrazar con agua destilada.

Anexo 21. Preparacién de la dilucion de Azul de Tripan al 0,05%
C1xV1i=C2xV2
0.4%x X=0.05%x10 ml
X=1.25ml

Agregar 1,25 ml de azul de tripan y afiadir PBS, enrazar en una fiola, rotular y

almacenar en refrigeracion.
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Anexo 22. Preparacién de 250 ml DMEM suplementado

1. Adiciéon de antibioticos

Penicilina 100 Ul/ml 2.5 ml/250 m| DMEM
Estreptomicina 100 pg/mi 25 mg/250 ml DMEM
Gentamicina 100 pg/mi 125 pl/250 ml DMEM

Penicilina 100X

Penicilina 59.00 mg 29.5 mg

Agua destilada Csp 100 ml Csp 50 ml

Aforar a 100 ml en una fiola, mantener a 4°C.Utilizar 1.0 ml por cada 100 ml de
DMEM

Estreptomicina
Se pesa directamente en balanza analitica.

Gentamicina
Ampollas 160 mg/2 mi

Se toma 125 pul y se afade a 25 ml de DMEM.

2. Adicion de enzimas

Tripsina 1 mg/ml 35 mg/35 ml DMEM
Colagenasa 1 mg/ml 35 mg/35ml DMEM
Hialuronidasa 1 mg/ml 35 mg/35ml DMEM
DNasa 5 pg/ml 92 ul/35 ml DMEM

Anexo 23. Preparacién de solucién Stock de penicilina
Penicilina G (actividad de 1,668 Ul/mg)

1 mg 1,668 Ul
100 Ul X mg
X= 0,059 mg/100Ul

Penicilina G 0,059 ml
Aguan destilada estéril 10ml

Se prepara en la camara de flujo laminar la solucién stock almacenar en

refrigeracion y se utilizara alicuotas
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Anexo 24. Preparacién de enzima DNasa |

3,8 mg 2000 pl NaCl 0,15M
0,5 mg X ul NaCl
X =263 pl NaCl

Alicuotas de 263 pl 100 ml DMEM

Anexo 25. Analisis de varianza del aislamiento de células espermatogoniales
obtenidas de testiculo de alpaca a diferentes edades Ayacucho 2015-2016.
Fuente GL SC. Ajust.  MC Ajust. Valor F Valor p

Edad 3 2665 888.5 7.09 0.001

Error 36 4513 1254

Total 39 7179

Anexo 26. Analisis de comparacion multiple prueba de Fisher a un Nivel de
confianza de 95% para determinar el porcentaje de células espermatogonias
por campo microscopico aisladas de testiculo de alpacas a diferentes
edades Ayacucho 2015-2016.

Edad N Media Agrupacion
Mayor a 1 afio 10 48.67 A
Mayor a 5 afios 10 32.82 B
Entre 3 a 4 afios 10 31.03 B
Menor a 1 afio 10 27.31 B

Anexo 27. Analisis de varianza de viabilidad de células espermatogoniales

aisladas de testiculo de alpaca a diferentes edades Ayacucho 2015-2016.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Edad 3 1206 401.85 6.26 0.002
Error 36 2311 64.19

Total 39 3516

Anexo 28. Analisis de comparacién multiple prueba de Fisher a un Nivel de
confianza de 95% para determinar laviabilidad de células espermatogoniales

aisladas de testiculo de alpacas a diferentes edades Ayacucho 2015-2016.

Edad N Media Agrupacion
Mayor a 1 afio 10 1.9470 A
Mayor a 5 afios 10 1.3126 B
Entre 3-4 afios 10 1.2413 B
Menor a 1 afio 10 1.0926 B
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Anexo 29. Andlisis de Varianza del rendimiento de células
espermatogoniales aisladas de testiculo de alpacas a diferentes edades
Ayacucho 2015-2016.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Edad 3 1206 401.85 6.26 0.002
Error 36 2311 64.19

Total 39 3516

Anexo 30. Analisis de comparacién multiple prueba de Fisher a un Nivel de
confianza de 95% para determinar del rendimiento de células
espermatogoniales aisladas de testiculo de alpacas a diferentes edades
Ayacucho 2015-2016.

Edad N Media Agrupacién
Mayor a 1 afio 10 1.9470 A
Mayor a 5 afios 10 1.3126 B
Entre 3-4 afios 10 1.2413 B
Menor a 1 afio 10 1.0926 B

Anexo 31. Analisis de varianza de mortalidad de células espermatogoniales

aisladas de testiculo de alpacas a diferentes edades Ayacucho 2015-2016.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust.  Valor F Valor p
Edad 3 1206 401.85 6.26 0.002
Error 36 2311 64.19

Total 39 3516

Anexo 32. Analisis de comparacién multiple prueba de Fisher a un Nivel de
confianza de 95% para determinar mortalidad de células espermatogoniales

aisladas de testiculo de alpacas a diferentes edades Ayacucho 2015-2016.

Edad N Media Agrupacion
Entre 3- 4 afios 10 23,66 A
Mayor a 5 afos 10 20,76 A
Menor a 1 afo 10 12,41 B
Mayor a 1 afo 10 10,59
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Anexo 33. Poblacién y distribucién por razas de alpacas en el Peri*

Region Huacaya % Suri % Cruzada % Total %
Puno 1,209,716  44.48 190,528 45.51 41,532 17.59 1,441,776  42.72
Cusco 399,611 14.70 74,993 17.91 51,529 21.84 526133 15.59
Junin 51,370 1.88 3,560 0.85 5,417 2.29 60,347 1.79
Arequipa 353,658 13.01 55,317 13.21 55,362 23.46 464 337 13.76
Ayacucho 158,045 5.81 32,752 7.82 31,066 13.16 221,863 6.57
Apurimac 157,985 5.80 41,886 10.01 12,982 5.50 212,853 6.31
Huancavelica 255,472 9.39 12,278 2.93 34,857 14.77 302,607 8.97
Pasco 134,074 4.93 7,359 1.76 3246 1.38 144,679 4.29
Total 2719931 100.0 418673 100.0 235991 99.99 3374595 100.0
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Anexo 34. Matriz de consistencia
PROBLEMA CIENT. HIPOTESIS OBJETIVOS VARIABLE MARCO TEORICO METODOLOGIA
2.1. Antecedentes Disefio de
PROBLEMA HIPOTESIS OBJETIVO GENERAL VARIABLES: 2.2.Células madre investigacion:
GENERAL GENERAL 2.3. Anatomia y fisiologia testicular  Aplicativo
Determinar el porcentaje V.independiente 2.4. Espermatogénesis POBLACION:
¢En qué medida la A menor edad de de viabilidad y rendimiento Edad de las alpacas 2.5. Comparacion de la Testiculos de alpacas
edad de las alpacas las alpacas de espermatogonias espermatogénesis murina, MUESTRA:
determina la viabilidad mayor porcentaje aisladas a partir de V.dependiente bovina y de primates. Testiculos de alpacas
y el rendimiento en el de viabilidad y testiculos de alpacas. Viabilidad de 2.6.Inicio de espermatogénesis en entre las edades:
aislamiento de rendimiento enel OBJETIVOS espermatogonias alpaca. Menores a 1 afio
espermatogonias a aislamiento de ESPECIFICOS Rendimiento del 2.7.Aislamiento de células Mayores a 1 afio
partir de testiculos? espermatogonias a). Aislar espermatogonias aislamiento espermatogoniales. Entre 3-4 afios
a partir de de alpacas por digestion 2.8.ldentificaciébn microscépica de Mayores a 5 afios
testiculos enzimatica. INDICADORES espermatogonias.
obtenidos por d). Determinar el VI 2.9.Viabilidad celular. METODOLOGIA
castracion porcentaje de viabilidad y Meses 2.10.Rendimiento celular.
rendimiento de VD 2.11.Vicugna pacos Métodos instrumentales
espermatogonias para la recoleccién de
c). Establecerlaedaddela Porcentaje de datos
alpaca donde las espermatogénia a). Aislamiento de
espermatogonias inicia la espermatogonias
diferenciacion Concentracion de b). Determinacion de la

espermatogonias

viabilidad de
espermatogonias

C). Determinacion del
rendimiento celular
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