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RESUMEN
Los fibroblastos son esenciales para la reparacion tisular y los modelos in vitro de
medicina regenerativa. Sin embargo, los protocolos optimizados para su aislamiento y
expansiéon en Camélidos Sudamericanos (CSA) siguen siendo limitados. El objetivo fue
evaluar el efecto de la digestién enzimatica y los medios de cultivo sobre la viabilidad,
el rendimiento y la proliferacion de fibroblastos obtenidos de biopsias de oreja de alpaca.
Las biopsias se procesaron utilizando colagenasa (3 mg/mL) sola o en combinacién con
hialuronidasa (1 mg/mL), seguido de cultivo en TCM-199 y DMEM. La viabilidad celular
se evalud mediante tincion con azul tripan y Hoechst/Pl, mientras que la proliferacion y
el tiempo de duplicacion se determinaron en condiciones de cultivo estandar. Los
resultados mostraron que la combinacion de colagenasa e hialuronidasa no mejoré el
numero de células aisladas y se asoci6 con un aumento de la apoptosis en comparacion
con la colagenasa sola. El medio de cultivo tuvo una mayor influencia que el tratamiento
enzimatico: los fibroblastos expandidos en DMEM mostraron tasas de proliferacion
significativamente mayores (p < 0,001) y tiempos de duplicacion mas cortos en
comparacion con los del TCM-199. Estos hallazgos indican que la digestién con
colagenasa a 3 mg/mL es suficiente para el aislamiento eficaz de fibroblastos del tejido
de la oreja de alpaca, mientras que el DMEM proporciona condiciones superiores para
la expansion celular. Este trabajo establece las bases metodoldgicas para el cultivo de
fibroblastos en alpaca, con posibles aplicaciones en medicina regenerativa veterinaria y

biotecnologia.

Palabras clave: fibroblastos, alpaca, digestion enzimatica, viabilidad, rendimiento

proliferacion.
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I INTRODUCCION

El aislamiento de fibroblastos a partir de diversos tejidos es esencial para multiples areas
de la biologia celular y la ingenieria tisular, ya que estos son los principales productores
de la matriz extracelular y juegan un papel crucial en la cicatrizacién, remodelacién
tisular y respuestas inflamatorias (Gentile et al., 2019). El empleo de tratamientos
enzimaticos se ha consolidado como la estrategia mas eficiente para liberar células de
la compleja red de proteinas que conforma el tejido conjuntivo, permitiendo obtener altos
rendimientos celulares y, a menudo, una mayor viabilidad en comparacién con métodos
mecanicos (Aronowitz et al.,, 2015). Asimismo, la preservacion de la morfologia
fibroblastoide y de los marcadores especificos como la expresion de vimentina y la
ausencia de marcadores epiteliales es determinante para la aplicacion de estas células
en terapias regenerativas y en la preparacion de modelos in vitro (Franco-Barraza et al.,
2016).

El procedimiento enzimatico para la disgregacion tisular se basa en la utilizacion de
enzimas proteoliticas capaces de degradar componentes especificos de la matriz
extracelular. Entre las enzimas comunmente utilizadas se destacan la colagenasa, que
degrada las fibras de colageno presentes en el tejido adiposo, la dispasa, que
complementa la accién de la colagenasa degradando otras proteinas matriciales, y la
tripsina, que se emplea tanto para la disociacién del tejido como para el subcultivo de
células adherentes (Gentile et al., 2019; Tsuiji et al., 2017). En investigaciones recientes,
se han comparado protocolos basados en diferentes concentraciones de colagenasa
(usualmente entre 0.075% y 0.3% peso/volumen) y se ha evidenciado que la eficiencia
de la liberacién celular y la preservacion de la viabilidad dependen en forma critica del
ajuste de estos parametros (Aronowitz et al.,, 2015). La incorporacion de pasos

mecanicos, como el pipeteo suave o la utilizacion de sistemas de agitacion, se ha
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implementado para complementar la accién enzimatica y facilitar el desprendimiento de
células adherentes, lo que resulta especialmente relevante en tejidos densos (Franco-
Barraza et al., 2016).

Sobre esta base se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo general

Establecer el efecto de las condiciones enzimaticas y medio de cultivo en la viabilidad,

rendimiento y proliferacion celular de fibroblastos de alpaca.

Objetivos especificos

a. Obtener fibroblastos por digestion enzimatica de biopsia de oreja de alpaca con
colagenasa y hialuronidasa.

b. Evaluar la proliferacion de los fibroblastos en dos medios de cultivo TCM-199 y
DMEM suplementados; y describir su morfologia.

c. Comparar la viabilidad y rendimiento de la digestion enzimatica y la proliferacién

de fibroblastos en condiciones de cultivo primario.
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Il MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

La tecnologia de cultivo de células animales se origind en el Siglo XIX. En 1866,
Rechlinghausen aisl6 células de anfibios y las mantuvo vivas en cultivos in vitro, siendo
el plasma el sustrato para la supervivencia celular ; Burrows y Carell en 1910, quienes
utilizaron plasma sanguineo de pollo para alimentar explantes de tejido de embrion de
pollo; Rous y Jones en 1916, quienes utilizaron extractos enriquecidos en tripsina para
aislar células de embriones de pollo y establecieron los primeros cultivos celulares, y
Carrel en 1913, quien demostré6 que las células extraidas de animales podian
mantenerse en cultivo durante mas tiempo que su vida util. El primer medio de cultivo
libre de suero, inicia la introduccion de medios definidos que facilita el mantenimiento
indefinido de ciertos cultivos de células de mamiferos (Lozano et al., 2019; Santacruz et
al., 2017). Para la digestién enzimatica se ha utilizado Colagenasa | y Tripsina-EDTA,
estudio en el que se trabajé con conejos silvestres y cuyes, mostrando que el uso de
Colagenasa | genera mayor velocidad de crecimiento en cultivos primarios (Cortez &
Murga, 2016). Aunque el uso conjunto de estas dos enzimas fue planteado desde 1967
en un estudio en el cual se utiliza colagenasa al 0.15% junto a hialuronidasa 0.15%,
para obtener células parenquimatosas de higado, produjo un numero adecuado de
células destinados para ciertos estudios mostrando un 75% de integridad estructural

mediante microscopia 6ptica (Howard et al., 1967).

En otros estudios similares en donde se utiliza medios como Dulbecco's Modified
Eagle’s Medium (DMEM) y Roswell Park Memorial Institute (RPMI), se obtuvo
proliferacion y formacion de islotes a partir de la descelularizaciéon de pancreas con
colagenasa (Guruswamy & Vermette, 2018). Con el uso de DMEN suplementado con
suero fetal bovino (SFB) + buffer HEPES + solucién de aminoacidos + glutamina y

antibidticos; la incubacion de fibroblastos aislados le tomé de 3 a 4 horas dependiendo
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del grado de digestion enzimatica y es posible cultivar fibroblastos en el laboratorio de
los autores a partir de muestras de piel de 1 o 2 dias conservadas a 4 °C en un medio
de crecimiento completo, lo mas recomendables fue que los cultivos se establezcan

inmediatamente después de la biopsia (Bernardi, 2015; Sulca-Cervan, 2021).

En el estudio realizado por Sulca-Cervan,(2021) en el cual se establecio el cultivo de
células madre espermatogoniales (SSC), para su aislamiento se utilizaron métodos de
digestién enzimatica con Tipo | (0.5 mg/ml) (SigmaAldrich, cat. no. H3506), Colagenasa
Tipo V (1 mg/ml) (Sigma-Aldrich, cat. no. C9263) y DNasa Tipo Il (2,6 pl/ml) (Sigma-
Aldrich, cat. no. D4527) (Enzima 1); y Hialuronidasa Tipo | (0.5 mg/ml) y Colagenasa
Tipo V (1 mg/ml) (Enzima 2) posteriormente pasé por gradientes discontinuos de Percoll,
a partir de muestras testiculares de alpacas adultas. La poblacién celular se cultivd por
8 dias mostrando proliferacion de las SSC en los cultivos, cultivados en medio DMEM
+10% SFB.

(Sulca-Cervan, 2021) establecié un protocolo de enriquecimiento de células madre
espermatogoniales (SSC) utilizando gradientes discontinuas de Percoll, a partir de
muestras testiculares de alpacas adultas provenientes del Camal Municipal de
Huancavelica. Las biopsias fueron sometidas a dos digestiones enzimaticas
secuenciales y clasificadas como Grupo Control (GC) y Grupo Post Percoll (GPP). La
identificacion y cuantificacion de SSC se realiz6 mediante Citometria de Flujo (CF) y
Microscopia de Fluorescencia (MF) empleando el marcador DBA-FITC, observandose
una mayor proporcion de células sDBA+ en el GPP respecto al GC (p<0.05), sin
diferencias en viabilidad celular (GC: 92.59 t 6.92% vs GPP: 92.47 + 5.79%, p>0.05).
Ambas poblaciones (GC y GPP) fueron cultivadas durante 8 dias en medio DMEM, con
y sin enriquecimiento, denominandose Grupo Cultivo Control (GCC) y Grupo Cultivo
Post Percoll (GCP), respectivamente. La evaluacién mostré un incremento significativo
de células sDBA+ en los cultivos, especialmente en GCP (p<0.05). Paralelamente, se
aislaron células de Sertoli mediante lectina DSA y se cultivaron en medio DMEM + 10%
SFB hasta alcanzar el 90% de confluencia. Luego, se realizé un co-cultivo con SSC
enriquecidas, observandose un crecimiento rapido y la formacién de quistes sincitiales
tras aproximadamente dos semanas, fendmeno ausente en los cultivos sin células de
Sertoli.

Semejante a otros estudios enfocados en la busqueda de fuentes accesibles para

medicina regenerativa, se logro el aislamiento de células madre a partir de piel de
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camello, empleando muestras dérmicas obtenidas de la region auricular de cinco
camellos de élite. A partir de estas muestras se identificaron y separaron fibroblastos,
queratinocitos y progenitores esferoides, utilizando digestion enzimatica y separacion
por tripsinizacion diferencial. Se observd que los tiempos de resistencia frente a la
tripsina fueron variables segun el tipo celular: 1.5 minutos para fibroblastos, 4 minutos
para queratinocitos y 7 minutos para los progenitores esferoides. Posteriormente, todas
las lineas celulares fueron sometidas a choque térmico, tras el cual se evidencié una
recuperacion completa, destacando la capacidad de los progenitores esferoides para
diferenciarse en neuronas. De forma similar, se evalué la criopreservacion de
fibroblastos y progenitores esferoides, conservando ambos su capacidad proliferativa
tras el proceso. Las células formadoras de quistes dérmicos, al ser sometidas a presion
osmodtica, colapsaron momentaneamente, pero lograron restaurar su estructura celular

en condiciones normales (Saadeldin et al., 2019).

2.2 Bases teoricas

2.21 Camélidos Sudamericanos (CSA)

Los CSA de Peru, Bolivia, Argentina, Chile y Ecuador influyen en el desarrollo
socioecondmico de las poblaciones de las tierras altas de los Andes debido a su
adaptacion a climas extremos (3000 a 5000 m) y su habilidad para transformar
eficazmente los pastos aridos de estas tierras altas en productos de alta calidad, como
fibra y productos carnicos, ademas de ser utilizados para el transporte, proporcionando
estiércol como fertilizante, como fuente de ingresos econdémicos y desempefando un
papel relacionado en las celebraciones festivas (Quispe et al., 2009; Sotomaior et al.,
2019).

La alpaca es considerada como la especie en el pais con mayor aprovechamiento por
el hombre y tiene una importancia socioeconémica para el desarrollo de las regiones
Altoandinas (Bustinza et al., 2021). Tanto los camélidos silvestres al igual que los
domeésticos fueron, y en varios casos aun son, el recurso mas apreciado para el sustento
andino (Vild & Arzamendia, 2022). Llegando a adaptarse a vivir en alturas y zonas de
escasos recursos naturales proporcionando carne de alto valor proteico con bajo
colesterol, del mismo modo su fibra de gran demanda nacional y mundial (Paredes et
al., 2009; Pinto J et al., 2010).

2.2.2 Tejido conectivo
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Es un tejido que se caracteriza por su funcién de sostén del tejido epitelial y muscular a
los cuales da soporte al rellenar espacios vacios, ubicado en entre la dermis y la
hipodermis. Los tejidos conectivos se originan de la mesénquima embrionaria y estan
ampliamente distribuidos en nuestro organismo. Desempenan funciones mecanicas
(relleno, armazon, sostén), nutricion e intercambio metabdlico, defensa. reserva y
reparacion. Se clasifican en tejidos conectivos propiamente tales y tejidos conectivos
especiales: el cartilaginoso y el 6seo. Estan constituidos por células y sustancias
intercelulares llamadas matriz extracelular (MEC). Las células son de uno o mas tipos
en los diferentes tejidos y estan presentes en diferente cantidad. La matriz extracelular
(MEC) esta formada por fibras y sustancia fundamental. Las fibras son las colagenas y
reticulares formadas por la proteina colagena y las elasticas formadas principalmente
por elastina. (De Castro et al., 2024; Lacolla et al., 2010; Sepulveda & Soto, 2016;
Zanuzzi et al., 2022).

Melanocitos

- Epidermis
Fibroblastos
Elastina
Colageno
. . . \ > Dermis
Acido hialuronico —+ ™
Hipodermis

Capa muscular

Figura 1. Organizacion estructural de la piel y distribucion de los componentes de la matriz
extracelular.
Fuente: Modificado de (Favas et al., 2021)

2.2.2.1 Tejido conectivo en camélidos

El conocimiento respecto al tejido conectivo y los fibroblastos en CSA ha sido abordado
a través de estudios morfolégicos, moleculares y bioquimicos, aunque nunca en
ensayos clinicos en plataformas como Clinical Trials.gov, lo que sugiere una brecha en
la investigacion clinica de esta area (Clinical Trial Search). La informacion existente
proviene principalmente de investigaciones en animales como llamas, alpacas, vicufias

y guanacos y abarca desde la caracterizacion ultraestructural y la composicion proteica
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de tendones, ligamentos, 6rganos oculares y tejidos reproductivos, hasta las
implicancias de estas estructuras en la integridad mecanica y funcional de los sistemas

organicos.

El tejido conectivo en CSA se caracteriza por su alta resistencia y organizacion, lo cual
se debe en gran medida a una matriz extracelular dominada por fibras colagenas, en
particular colageno tipo I, que forma fibrillas de gran diametro encargadas de conferir
soporte mecanico a estructuras como tendones y ligamentos (Reed et al., 2007) . En
CSA segun Lacolla et al.,( 2010), en guanaco, llama y cruces la epidermis es gruesa en
la cabeza y cuello, delgada generalmente en regiones inguinales, axilares y en toda la
piel de la vicufa. Los foliculos pilosos pueden presentarse en forma aislada o en
agrupaciones, segun la zona cutaneay la especie (De Castro et al., 2024; Lacolla et al.,
2010). Esta matriz extracelular también contiene menores cantidades de colageno tipo
I, frecuentemente asociados con procesos de reparacion y remodelacion, aunque en
condiciones de hiperextension articular en llamas no se registra un aumento significativo
de este componente, lo que evidencia una estabilidad en el entramado conectivo (Reed,
2008; Reed et al., 2007) . Ademas, la actividad enzimatica de la oxidasa una enzima
crucial para el establecimiento de enlaces cruzados entre las fibras de colageno se ha
documentado como normal en muestras tanto de animales afectados como de controles,
lo que indica un mecanismo de estabilizacion eficaz en el tejido conectivo de estas
especies (Reed, 2008; Reed et al., 2007). La integridad estructural y la resistencia
mecanica del tejido se ven reforzadas por un equilibrio adecuado entre la sintesis y
degradacién de componentes, regulado por enzimas como las metaloproteinasas de
matriz (MMPs) y sus inhibidores (TIMP) , cuya actividad ha sido objeto de estudio en
diversas investigaciones. En este contexto, los fibroblastos juegan un papel fundamental
en la produccion, mantenimiento y remodelacién de la matriz extracelular, siendo
responsables de sintetizar colageno, proteoglicanos y otros componentes que aseguran

la funcion estructural de los tejidos (Gartner, 2021; Reed, 2008).
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Figura 2. Estructura de la piel y componentes celulares.
A. Fotomicrografia de intestino delgado que muestra el tejido conectivo (1) con fibroblastos (2),
células plasmaticas (3), linfocitos (4) y macréfagos (5). H y E. B. Esquema que muestra los tipos
celulares que se encuentran en el tejido conectivo y que se derivan de las células

mesenquimatosas y hematopoyéticas. Fuente: (Sepulveda & Soto, 2016)

2.2.3 Fibroblastos

Los fibroblastos son un tipo especial de células de tejido conectivo que se encuentran
en la piel, los tendones y otros tejidos duros del cuerpo. Son de particular importancia
en la investigacion genética porque se encuentran en la piel, células que pueden aislarse

facilmente del cuerpo humano, cultivarse en el laboratorio y analizarse para determinar
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el genotipo y ciertos fenotipos especificos (National Human Genome Research Institute,
2023).

Los fibroblastos son potencialmente utiles para ser aplicados en biotecnologia
reproductiva, como la clonacién (fin de obtener células). Las células identificadas como
fibroblastos son un tipo de células somaticas y su cultivo avanza a través del tiempo en
diferentes especies de bovinos, roedores, artrépodos y anfibios que pueden ser usados
para el estudio de mecanismos celulares, obtencion de productos celulares, generacion
de tejidos artificiales y la transferencia de nucleos celulares, que consiste en que a un
ovocito enucleado se introduzca el nucleo de una célula. Las células fibroblasticas son
un excelente donante nuclear en diferentes especies (Garcia, 2019; Kim et al., 2022).
Sin embargo, el cultivo de fibroblastos implica el uso de enzimas que facilitan su
desprendimiento del tejido, entre las cuales se utiliza colagenasa, tripsina y
hialuronidasa con el fin de obtener mayor porcentaje de desprendimiento celular
(Candelise et al., 2023; Garcia, 2019); y un medio de cultivo que aporta los nutrientes
como DMEN, Tissue Culture Medium-199 (TCM-199) o RPMI (Simancas et al., 2018); y

factores de crecimiento necesarios para su proliferacion y supervivencia.

Por ello, es fundamental evaluar el tipo de enzima y el medio de cultivo a utilizar para
obtener un efecto significativo en la viabilidad y el rendimiento celular de fibroblastos de
alpaca, y que este permita obtener una combinacion o6ptima entre estos factores

evidenciando un mayor numero y calidad de células en un cultivo primario.
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Figura 3. Fibroblastos del tejido epidérmico.

Fuente: Tipos celulares. Fibroblasto. Atlas de Histologia Vegetal y Animal

2.2.4 Cultivo celular

El cultivo celular es un método de mantenimiento y propagacién de tejidos, que se lleva
a cabo en condiciones fisioldgicas adecuadas, tales como fisioldgica, temperatura, pH,
CO,, Oz y nutrientes; juntamente se deben afadir condiciones de esterilidad. Para que
para las células animales puedan crecer fuera del érgano o tejido se deben cumplir las
condiciones mencionadas. Dependiendo del tipo de célula que se desea cultivar, ya sea
con el proposito de obtencion de células o productos celulares, el medio de cultivo y
suplementos son esenciales, debido a su aporte de carbohidratos, aminoacidos,
minerales, hormonas, factores de crecimiento (Segeritz & Vallier, 2017; Verma et al.,
2020; Zhao, 2023).

El cultivo de células en condiciones artificiales controladas se ha convertido en una
herramienta fundamental en biologia celular y molecular. Tanto las células primarias
como las lineas celulares establecidas son esenciales para la investigacion basica,
biomédica y aplicada. No obstante, estas lineas suelen sufrir problemas de mala
identificacion o contaminacion, ya sea por otras células, bacterias, hongos, levaduras,

virus o compuestos quimicos. Ademas, su manipulacion implica riesgos biologicos y
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quimicos que requieren medidas estrictas de bioseguridad, como cabinas
especializadas, sistemas cerrados y equipo de proteccion adecuado, con el fin de evitar

la exposicidon a agentes peligrosos y mantener la asepsia (Weiskirchen et al., 2023).
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Figura 4. Elementos que afectan la integridad y reproducibilidad del cultivo celular
Fuente: Modificado de (Weiskirchen et al., 2023)

2.2.4.1 Cultivo de linea celular

Las células de un cultivo primario son subcultivos que se dispersan por digestiones
enzimaticas y se ponen en un nuevo recipiente de cultivo, convirtiéndose en una linea
celular que puede cultivarse finita o infinitamente, dependiendo del numero de células
que se puede obtener una mayor tasa de crecimiento con poblacidon semejante y
uniforme; y de tu tiempo de vida util en el cultivo. Sus caracteristicas se conservan
durante las sucesivas generaciones y, si se conservan en nitrégeno liquido de forma
indefinida (Verma et al., 2020).

2.2.4.2 Cultivo celular primario

El cultivo celular primario es fundamental en los experimentos in vitro. Actualmente, se
emplean diversas técnicas de cultivo, entre las que destacan la digestion enzimatica y
el cultivo en bloques de tejido (Deng et al., 2023). El cultivo en el cual se utiliza accién

de una enzima, comienza cortando el tejido en pequefios pedazos de tejido y digerirlos
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con la enzima con el fin de disgregar las células (Babayev et al., n.d.; Deng et al., 2023;
Eikmans et al., 2022). Posteriormente, cultivadas en placas con medios adecuados,
debido a esto tienen una baja tasa de crecimiento; pero comparten el mismo cariotipo
del padre. Los fenotipos comunes de las células primarias son: epiteliales, endoteliales,
queratinocitos, melanocitos, fibroblastos, osteoblastos, miocitos y hepatocitos (Sigma
Aldrich, 2023; Verma et al., 2020).

2.2.4.3 Cultivo celular de fibroblastos

Como las células principales en la dermis, los fibroblastos (FB) son las células mas
comunes Y faciles de obtener en el cultivo primario (Deng et al., 2023; Jia et al., 2022).
Responden a la lesion tisular y la inflamacion diferenciandose en miofibroblastos y
secretando proteinas de la matriz extracelular. Son los principales mediadores de la
respuesta fibrética en todos los tejidos y 6rganos. Los fibroblastos primarios adultos
representan una herramienta esencial para estudios in vitro (Almazloum & Khalil,
2023). Aunque el método de cultivo de digestién enzimatica facilita una cosecha rapida
de células, tiene algunas desventajas como el tiempo de digestion incontrolable, el alto
consumo de material, la baja capacidad de proliferacion y la vulnerabilidad de las células

a la contaminacion en los procesos de cosecha (Jia et al., 2022).

2.2.5 Digestion enzimatica

Las enzimas son moléculas de naturaleza proteica que forman parte de todos los seres
vivos dotadas de una actividad catalitica de reacciones biolégicas teniendo especificidad
al sustrato, manteniendo a la célula activa metabdlicamente. Estas son obtenidas de
plantas, animales y microorganismos; los grupos mas importantes son las lipasas y
proteasas, utilizados como catalizadores de ruptura de enlaces; oxidorreductasas vy
transferasas e isomerasas utilizadas para fines industriales (Cortez & Murga, 2016;
Renneberg et al., 2017).

2.2.6 Enzimas utilizadas para digestion enzimatica

2.2.6.1 Colagenasa

Pertenece a un grupo de metaloproteinas de matriz (MMP), son una familia de proteasas

neutras que contienen zinc, dependientes de calcio y tienen semejante estructura de
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dominio. Las MMP secretan 3 tipos de colagenasas que son mas eficaces al degradar
colageno de ftriple hélice (Cerri et al., 2022; Jiménez, 2023). Ahora comunmente es
obtenida de Clostridium histolyticum debido a la efectividad de la enzima y a su accién
a bajas temperaturas de 10°C, que previamente debe ser activada por calcio (Thams,
2016).

MMPE MMP2

Union a colageno

Clivaje de colageno »

¥ o

Q Dominio catalitico

W At ohaiin Dominio semejante
i . al chamn .
hemopexina,

Colageno triple hélice ® Dominio semejante fibronectina
Dominio de unidn al coldgeno

Figura 5. Mecanismo de accion de la colagenasa
Fuente: Modificado de (Aureli et al., 2008)

La colagenasa actua uniéndose especificamente al colageno en su estructura de triple
hélice, gracias a dominios de union al colageno (similares a fibronectina y hemopexina).
Una vez unida, su dominio catalitico hidroliza enlaces peptidicos especificos del
colageno, utilizando agua. Este proceso produce el clivaje de las cadenas de colageno,
generando fragmentos mas pequefos. La colagenasa reconoce secuencias
caracteristicas como Gly—Pro y Gly—Hyp, que son puntos clave de corte. Dependiendo
del tipo de colagenasa, el clivaje puede ocurrir en los extremos (ColG) o en regiones

internas (ColH) de la molécula (Aureli et al., 2008).

2.2.6.2 Hialuronidasa

24



Es una enzima que actiua descomponiendo el acido hialurénico, que se ubica en la
matriz extracelular; esta enzima rompe sus enlaces glucosidicos y también descompone
partes acidas del tejido conectivo. Existen seis tipos conocidos de hialuronidasa, el tipo
1 y HYALP1 actia en plasma sanguineo, el tipo 2 es menos efectivo que el tipo 1; del
tipo 3 se desconoce su funcion, el tipo PH20 esta ubicado en la membrana acrosomal y
actua degradando el acido hialurénico del ovulo al momento de la fecundacién (Jung,
2020).
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Figura 6. Mecanismo de accion de la hialuronidasa
Fuente: Modificado de (Lu et al., 2025)

La accion de la hialuronidasa se basa en la hidrdlisis de los enlaces glicosidicos, lo que
preserva la estructura de los polimeros de acido hialurénico formando fragmentos mas
pequenos. Este proceso reduce la viscosidad de la matriz extracelular, facilita el
desprendimiento celular y aumenta la permeabilidad de los tejidos. Por esta razon, la
hialuronidasa se describe comiunmente como un "factor de difusiéon" porque promueve
la difusion de moléculas, células y fluidos a través del tejido conectivo (Lu et al., 2025).
Desde una perspectiva bioldgica, la degradacion controlada del acido hialurénico es
fundamental en procesos como la remodelacion tisular, la inflamacion, la angiogénesis
y la cicatrizacion de heridas. Ademas, en contextos experimentales y clinicos, la
hialuronidasa se utiliza para mejorar la penetracion del farmaco, facilitar la digestion
enzimatica de los tejidos y optimizar la liberacion celular durante los procedimientos de

aislamiento primario (Lu et al., 2025).

2.2.7 Medios de cultivo celular

Los medios de cultivo proporcionan a las células las condiciones favorables para su

desarrollo, tales como la administracion de nutrientes, energia, pH, osmolaridad;
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incubados a una temperatura que depende del origen de la célula. Algunos medios tales
como TCM-199 y DMEM, con un complemento adecuado tiene una amplia aplicabilidad
(Segeritz & Vallier, 2017).

Tabla 1. Medios comunes y sus aplicaciones

Medio de cultivo Tejidos o lineas celulares

MEM Fibroblasto embrionario de pollo, células COCH, células nerviosas
embrionarias, células tipo alveolares, endotelio, epidermis,
fibroblastos, glia, glioma, tumores humanos, melanoma

DMEM Endotelio, células epiteliales alveolares fetales tipo I, epitelio del
cuello uterino, células gastrointestinales, neuroblastoma de ratén,
células porcinas de las glandulas tiroides, lineas celulares de
carcinoma ovarico, células musculares del esqueleto, células de
Sertoli, fibroblasto de hamster sirio

RPMI-1640 Células T y timocitos, células madre hematopoyéticas, tumores
humanos, lineas celulares de leucemia mieloide humana, lineas
celulares de leucemia linfoblastoide humana, mieloma de ratén,
leucemia de ratén, eritroleucemia de raton, hibritoma de ratén,
células hepaticas de rata

Mezcla de Retina, hueso, cartilago, tejido adiposo, células pulmonares

nutrientes F-10 y embrionarias pigmentadas de pollo, células musculares

F-12 esqueléticas

IMDM Médula 6&sea, células progenitoras hematopoyéticas, lineas
celulares de leucemia linfopoyoide humana

Fuente: (Arora, 2023).

2.2.8 Medios de cultivo celular comunes

2.2.8.1 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)

El DMEM contiene casi el doble de aminoacidos y cuatro veces mas vitaminas que el
EMEM, ademas de nitrato férrico, piruvato de sodio y aminoacidos extra. Su formulacion
original incluia 1000 mg/L de glucosa y fue disefiada para cultivar células embrionarias
de ratén; posteriormente, una versién con 4500 mg/L resultd mas adecuada para
diversos tipos celulares; como medio basal, no aporta proteinas ni factores de
crecimiento, por lo que suele suplementarse con 5-10% de SFB. Utiliza un sistema
tampodn de bicarbonato de sodio, por lo que requiere CO, para mantener el pH. En su

version en polvo se omite el bicarbonato, que debe afadirse (3,7 g/L) al preparar el
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medio, demostrado amplia utilidad en cultivos de células primarias de ratén y pollo,

estudios virales y propagacién de hibridomas.(Arora, 2023)

2.2.8.2 RPMI-1640

El RPMI-1640 es un medio de uso general ampliamente empleado en cultivos de células
mamiferas, especialmente aquellas de origen hematopoyético. Fue desarrollado en el
Roswell Park Memorial Institute como una modificacion del medio McCoy’s 5A, con el
fin de sustentar el cultivo prolongado de linfocitos de sangre periférica. Utiliza un sistema
tampdn basado en bicarbonato y se caracteriza por su formulacién habitual con pH
cercano a 8. Este medio favorece el crecimiento de células tanto en suspension como
en monocapa. Cuando se suplementa adecuadamente con suero o sustitutos de suero,
resulta apto para diversas aplicaciones, entre ellas el cultivo de linfocitos humanos
frescos, protocolos de fusidn celular y la expansion de hibridomas para la produccion de
anticuerpos. También se emplea de forma rutinaria para conservar o suspender células

mononucleares de sangre periférica (Arora, 2023; Thermo Fisher Scientific, 2025).

2.2.8.3 Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM)

El EMEM, uno de los primeros medios ampliamente utilizados, fue formulado por Harry
Eagle a partir del Basal Medium Eagle. Contiene sales balanceadas, aminoacidos no
esenciales y piruvato de sodio, y se formula con una concentracion reducida de
bicarbonato (1500 mg/L) para su uso con atmdésferas de 5% de CO,. Debido a su
naturaleza poco compleja, suele enriquecerse con suplementos o mayores
concentraciones de suero, lo que permite su aplicacion en diferentes lineas celulares
mamiferas. Ha sido empleado, por ejemplo, para el mantenimiento de células HepG2 y

lineas como Hela (Arora, 2023).
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M. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion de la zona de estudio

La investigacion fue realizada en el Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva Animal
de la Estacion Experimental Agraria Canaan del Instituto Nacional de Innovacién Agraria
(INIA), ubicado en el distrito de Andrés Avelino Caceres Dorregaray de la provincia de
Huamanga, regién Ayacucho, a una altitud de 2735 msnm, con coordenadas UTM, Zona
(2): 18 L, Coordenada Este (X): 586182.71 m, Coordenada Norte (Y): 8544663.29 m,

Hemisferio sur, segun (Google, 2025).

3.2 Poblacion y Muestras

La poblaciéon de estudio comprendioé a las alpacas del plantel de reproductores de la
Estacion Experimental Agraria Canaan, INIA, Ayacucho. La muestra consistié en 12

biopsias colectadas de 6 alpacas macho de la raza Huacaya, adultos boca llena.

3.3 Metodologia y recoleccién de datos
3.3.1 Obtenciéon de muestras

3.3.1.1 Desinfeccion de zona de punch

Se ubicd una zona libre de lesiones, luego se procedié a lavar con jabon carbénico,
rasurar, lavar otra vez con jabon carbdnico y limpiar con alcohol de 70° y alcoyodo 2%;
seguidamente con ayuda de papel toalla se eliminé restos de pelos y piel muerta
(Navarrete et al., 2016).

3.3.1.2 Extraccion de biopsia de tejido por punch
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Posteriormente, utilizando un sacabocado de 6 mm, se aplicé tensién rotatoria girando
el mango sobre la epidermis hasta percibir una disminucién de la resistencia, lo que
indic6 que se habia atravesado la capa de grasa y alcanzado la hipodermis. A
continuacion, se retird el punzén y se controld cualquier sangrado con una gasa estéril.
Con la ayuda de pinzas dentadas, se levanto la muestra y se coloco en un tubo Falcon
etiquetado que contenia una solucién de transporte compuesta por PBS suplementado
con 10.000 U/ml de penicilina, 10 mg/ml de estreptomicina y 25 pg/ml de anfotericina B
(Levitt et al., 2013; Navarrete et al., 2016).

Figura 7. Muestras de biopsias de oreja de alpaca.

Fuente: elaboracion propia

3.3.2 Aislamiento celular

Con la ayuda de un bisturi y pinzas dentadas, se realizaron cortes en pequenos
fragmentos de aproximadamente 0,3 x 0,3 mm. Posteriormente, los fragmentos se
colocaron en placas que contenian colagenasa y, en paralelo, en otras que contenian
una mezcla de colagenasa-hialuronidasa. Las muestras se mantuvieron en incubacion
a 37 °C y 5% de CO2. Finalmente, las células se separaron utilizando una membrana
de nailon de 100 ym y se transfirieron a un tubo que contenia medio de cultivo DMEM o
TCM-199 (Avila et al., 2015; Garcia, 2019).

Las muestras obtenidas fueron sometidas a dos enzimas de digestion:

Enzima 1: Colagenasa 3mg/ml

Enzimatica 2: Colagenasa 3mg/ml - Hialuronidasa 1mg/mi

Tabla 2. Condiciones aplicadas en aislamiento de fibroblastos de alpaca

Tratamiento aislamiento celular
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Fase Grupo Método Medio de Descripcion

preparacion

Aislamiento  G1 Colagenasa 3mg/ml TCM-199 37°C, 4h

Aislamiento G2 Colagenasa 3mg/ml DMEM 37°C, 4h

Aislamiento  G3 Colagenasa 3mg/ml + TCM-199 37°C, 2h de
hialuronidasa 1mg/ml hialuronidasa +

4h de colagenasa
Aislamiento G4 Colagenasa 3mg/ml + DMEM 37°C, 2h de
hialuronidasa 1mg/mi hialuronidasa +

4h de colagenasa

Figura 8. Distribucién de disgregacion enzimatica de biopsias obtenidas de Vicugna pacos
“alpaca” en medio DMEM o TCM-199.

Fuente: elaboracion propia

3.3.3 Cultivo primario de fibroblastos

Las muestras digeridas fueron cultivadas en 2 ml de medio de cultivo celular DMEM y
TCM-199, suplementados con 10 % de SFB, L-glutamina y una solucién Antibiotico-
Antimicético (10.000 U/ml de penicilina, 10 mg/ml de estreptomicina y 25 ug/ml de
anfotericina B). Las muestras se incubaron a 37 °C, con una atmdsfera controlada de
5 % de CO, y 90 % de humedad relativa (Candelise et al., 2023). El cultivo se llevo a
cabo en placas de 1.9 cm? hasta alcanzar la confluencia celular del 80%.

Todos los medios de cultivo y enzimas utilizados en la presente investigacion son
comercializados por Sigma-Aldrich Company, Ltd, UK; salvo se indique lo contrario.

Tabla 3. Métodos aplicados en cultivo celular de fibroblastos
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Fase Grupo Tratamiento aislamiento Medio de Condiciones

celular cultivo
Cultivo G1 Colagenasa 3mg/ml en TCM- TCM-199
199
Cultivo G2 Colagenasa  3mg/ml  en DMEM Cultivo a 37.5°C con
DMEM 5% CO2, hasta
Cultivo G3 Colagenasa 3mg/ml + TCM-199 alcanzar 80% de
hialuronidasa 1mg/ml en confluencia.
TCM-199
Cultivo G4 Colagenasa 3mg/ml + DMEM
hialuronidasa 1mg/ml en
DMEM

3.3.4 Evaluacion de viabilidad celular mediante ensayo de exclusién mediante la

coloracion de azul de Tripan

Luego de la digestion enzimatica y del cultivo celular, se tom6 un volumen de la
suspension celular al cual se afiadié colorante azul de tripan al 4 %. La mezcla se llevo
a una camara hematocitométrica (camara de Neubauer) y se realiz6 el conteo bajo un
microscopio hasta alcanzar un total de 200 células, con el propdsito de determinar la
viabilidad celular mediante la técnica de exclusiéon vital. En este procedimiento, se
consideraron como células viables aquellas que no presentaron tincién (Huamani, 2018;
Serrano, 2017).

Posterior al recuento, se aplico la siguiente férmula:

Y.(total de célulasen A+ B + C + D)
4
FD = factor de dilucidn correspondiente a la proporcion de suspension celular adicionada

x 10*xFD = N° Cell/ml

con el azul de tripan, y

A, B, C, D = campos de la camara de Neubauer utilizados para el conteo.

La viabilidad celular se expresé en porcentaje, aplicando la féormula:

Vx100

%viabilidad celular =

donde T corresponde al total de células contadas (viables y no viables).
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3.3.4.1 Evaluacion de viabilidad y apoptosis celular mediante tincién doble
fluorescente (Hoechst 33342/Pl)

Luego de la digestion enzimatica y del cultivo celular, se realizé la prueba de viabilidad
con Hoechst 33342, un fluorocromo capaz de atravesar la membrana plasmatica y
unirse de manera especifica al ADN en las regiones ricas en bases A-T. Se efectuaron
las lecturas correspondientes, observandose las células que se tifieron de azul debido
a la union del fluorocromo con los nucleos celulares (Trejo, 2014). Paralelamente, se
llevé a cabo la inclusion de yoduro de propidio, marcador que permite evaluar la
integridad de la membrana plasmatica en las etapas finales de la muerte celular(Lopez
& Ayon, 2019).

Ambos colorantes fueron incubados en oscuridad durante 5 minutos y, posteriormente,
se realizo el conteo bajo un microscopio de fluorescencia a 200X, hasta alcanzar un total

de 100 células.

3.3.5 Evaluacion del rendimiento

El rendimiento se determind a partir del numero de células obtenidas y del porcentaje
de viabilidad celular durante las fases de aislamiento y cultivo. Adicionalmente, el
rendimiento fue descrito mediante el tiempo de duplicacion celular (dias), calculado a
partir de la tasa de crecimiento observada durante el periodo de cultivo (Huamani, 2018;
Sanchez-Castro et al., 2021; Serrano, 2017).

Tiempo de duplicaciéon = M
In(Nt/NO)

Donde:

TD = tiempo de duplicacién celular (dias),

t = tiempo total de cultivo transcurrido (dias),

No = ndmero inicial de células al inicio del cultivo,

N, = numero final de células al final del periodo de cultivo, y

In = logaritmo natural.

3.3.6 Evaluacion de proliferacion celular

La evaluaciéon de la proliferacion celular se realizé a partir de imagenes obtenidas

mediante microscopia o6ptica en distintos dias de cultivo. Las imagenes fueron
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analizadas con el software ImageJ (version 1.54g). En primer lugar, se convirtieron a
escala de grises (8-bit) y se aplico un umbral de intensidad (threshold) que permitio
diferenciar claramente las células del fondo. Posteriormente, se utilizé la herramienta
Analyze Particles para segmentar y cuantificar el nimero de células por campo,

ajustando los parametros de tamafo y circularidad con el fin de excluir artefactos.

Los valores obtenidos se promediaron para cada condicion experimental y se
expresaron como porcentaje relativo respecto al Dia 0, considerado como el valor base

para el analisis de proliferacién celular.

Figura 9. Imagen de referencia utilizada para el analisis del area celular ocupada mediante el
software Imaged.

Capturada a un aumento de 200x% con microscopia optica. Fuente: elaboracién propia

3.3.7 Evaluacién de la morfologia celular

Cada tipo celular presenté caracteristicas morfolégicas particulares. En algunos casos,
el proceso de apoptosis (muerte celular) condiciond variaciones en el tamano de las
células, observandose morfologias mas grandes o en crecimiento, asi como mas
pequenas o en retraccidon. Asimismo, se evidenciaron deformaciones estructurales que,
en conjunto con otros métodos de analisis, permitieron obtener una mejor interpretacion

de los resultados (Lopez & Ayon, 2019)..

La morfologia celular se monitore6 mediante microscopia de luz, registrandose

fotomicrografias del aspecto celular a una ampliacion de 200X.
3.4 Procesamiento de datos

Para determinar la relacion entre la enzima utilizada y el disgregado enzimatico
(viabilidad y rendimiento), se empleé un analisis de varianza simple (ANOVA
unifactorial), considerando la viabilidad y el rendimiento como indicadores de la

efectividad enzimatica. Asimismo, para evaluar el efecto combinado de la enzima y el
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medio de cultivo sobre la proliferacion y la viabilidad celular, se aplicd un analisis de
varianza (ANOVA). Los datos obtenidos fueron analizados con un nivel de significancia
de p <0,05.
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V. RESULTADOS
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Tabla 4. Efecto de tratamiento enzimatico en la fase de aislamiento celular sobre el rendimiento, viabilidad y apoptosis. Laboratorio de Biotecnologia
Reproductiva Animal, EEA Canaan INIA-Ayacucho.

Variables
Grupo n
(Fase de aislamiento) Rendimiento, Nimero de Viabilidad Tripan (%) Viabilidad Hoechst Apoptosis Hoechst
células (10*4/mL) 33342/PI1 (%) 33342/PI (%)
G1 3 1.78+0.26°2 66.99 +4.592 65.53 +10.252 34.47 £10.252
G2 3 228+0.57°2 75.21+1532 35.10 £ 3.01 be 64.90 + 3.01 be
G3 3 242+129°2 70.13+3.542 46.13+0.26 b 53.87 +0.26°"
G4 3 260+0.28¢2 7475+5552 26.93+4.91¢ 73.07£491¢

n: Numero de biopsias para el aislamiento celular.

a-b: Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos (p<0.005).
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Rendimiento 10%/mL

G1 G2 G3 G4
Grupos

Figura 10. Efecto de tratamiento enzimético en la fase de aislamiento celular sobre el rendimiento. Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva Animal, EEA
Canaan INIA-Ayacucho.
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Figura 11. Efecto de tratamiento enzimatico en la fase de aislamiento celular sobre la viabilidad con ensayo de exclusion mediante la coloracion de azul de
Tripan. Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva Animal, EEA Canaan INIA-Ayacucho.
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Figura 12. Efecto de tratamiento enzimatico en la fase de aislamiento celular sobre la viabilidad y apoptosis celular. Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva
Animal, EEA Canaan INIA-Ayacucho. (A) Viabilidad celular segun la prueba de exclusién de Hoechst 33342/PI, (B) Apoptosis celular segun la prueba de

exclusion de Hoechst 33342/PI.
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Tabla 5. Efecto del tratamiento enzimatico en la fase de cultivo celular sobre el niumero de células, viabilidad y apoptosis. Laboratorio de Biotecnologia

Reproductiva Animal, EEA Canaan INIA-Ayacucho.

Variables

GRUPO n Numero de células Viabilidad Tripan (%) Viabilidad Hoechst 33342/PI  Apoptosis Hoechst 33342/PI (%)
(Fase de (1074/mL) (%)
cultivo)

G1 3 4.08+1.802 45.34 +12.38 @ 58.33+11.47 2 41.67 £ 11.47 @

G2 3 425+1.692 71.94+£8.26° 62.48 £ 10.94 @ 37.52+10.94 2

G3 3 1.10+£0.152 79.44 £2.42°b 67.20+5.96 2 32.80+5.96°

G4 3 1055+3.702 21.88+2.62¢ 18.31+£6.29° 81.69+6.29°

n: Numero de biopsias para el aislamiento celular.

a-d: Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos (p<0.005)
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Figura 13. Efecto del tratamiento enzimatico en la fase de cultivo celular sobre la viabilidad y apoptosis. Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva Animal,

EEA Canaan INIA-Ayacucho. (A) Viabilidad con ensayo de exclusion mediante la coloracién de azul de Tripan (B) Viabilidad celular segun la prueba de exclusion
de Hoechst 33342/PI, (C) Apoptosis celular segun la prueba de exclusion de Hoechst 33342/P1.
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Figura 14. Confluencia y morfologia celular segun grupo de tratamiento y dias en la fase de cultivo celular de fibroblastos de alpaca. Laboratorio de
Biotecnologia Reproductiva Animal, EEA Canaan INIA-Ayacucho.
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Figura 15. Proliferacion de fibroblastos de alpaca de acuerdo al area de confluencia. Programa Image J. Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva Animal,
EEA Canaan INIA-Ayacucho.
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Figura 16. Tiempo de duplicacion de fibroblastos de alpaca. Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva Animal, EEA Canaan INIA-Ayacucho.
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V. DISCUSIONES
Durante la fase de aislamiento (Figura 10), los resultados indicaron que el niumero de
células obtenidas fue comparable entre los tratamientos (1.78-2.60 x 10*/mL), sin
diferencias significativas. Estos datos sugieren que tanto la colagenasa tipo | (3 mg/mL)
por si sola como su combinacion con la hialuronidasa (1 mg/mL) resultaron efectivas
para liberar fibroblastos del tejido fibroso; no obstante, la calidad celular se vio afectada.
El grupo G1 (colagenasa en TCM-199) presentd un equilibrio mas favorable entre
viabilidad (65.53%) y apoptosis (34.47%), mientras que G2 y G4 (ambos en DMEM)
mostraron una reduccion significativa en la viabilidad (35.10% y 26.93%) junto con un
aumento en apoptosis (64.90% y 73.07%, respectivamente) (Figura 12). Estos hallazgos
demuestran que, ademas de la enzima empleada, el medio de soporte durante la
digestion enzimatica influye en la preservacion de la integridad celular.
Hu et al, (2023) demostraron en células epiteliales humanas y murinas que la
combinacion de colagenasa y hialuronidasa mejora la viabilidad y preservacion
morfolégica en comparacién con la tripsina. En este estudio, esta combinaciéon no
mostro el mismo efecto en fibroblastos de alpaca, lo que sugiere que la respuesta varia
segun el tipo celular y el medio de preparacion. De manera concordante, Saadeldin et
al., (2019), observaron en fibroblastos de camello dromedario que la calidad del tejido
inicial y la optimizacion del protocolo enzimatico son determinantes para establecer
cultivos viables y estables, destacando que la viabilidad depende tanto de la enzima
como del microambiente de aislamiento.
En espermatogonias de alpaca, Huamani, (2018) report6 que el rendimiento varié segun
la edad de los animales (Figura 10): fue mayor en alpacas mayores de 1 afio (1.94 x 10°
cel/ml) y menor en ejemplares menores de 1 afio (1.09 x 10° cel/ml), con valores
intermedios en animales de 3-4 afios (1.24 x 10° cel/ml) y menores de 5 afios (1.31 %
108 cel/ml).

45



Este comportamiento contrasta con el observado en los fibroblastos, donde el
rendimiento se mantuvo constante entre los tratamientos. Esta diferencia se atribuye a
que las espermatogonias dependen de la maduracién gonadal, mientras que los
fibroblastos dérmicos se encuentran en abundancia y de manera relativamente estable
en la oreja. Por lo tanto, en el caso de los fibroblastos, la variable critica es la calidad
celular (viabilidad y apoptosis), mas que el rendimiento.

En este estudio, el aislamiento de fibroblastos de oreja de alpaca se realizé mediante
digestiéon enzimatica con colagenasa (3 mg/mL) sola o en combinacidon con
hialuronidasa (1 mg/mL), a 37 °C durante 4 horas (colagenasa) o bien 2 horas de
hialuronidasa seguidas de 4 horas de colagenasa en el protocolo combinado. Los
resultados indicaron que, aunque no hubo diferencias significativas en el nimero de
células recuperadas entre tratamientos, si se observaron diferencias en la viabilidad y
apoptosis evaluadas por Hoechst/PIl. Los grupos tratados con ambas enzimas (G3 y G4)
presentaron una mayor proporcién de células apoptéticas en comparacién con los
tratados unicamente con colagenasa (G1y G2).

Al comparar estos resultados con los métodos reportados para la obtencién de la
fraccién vascular estromal (SVF) en tejido adiposo, se identifican tanto similitudes como
diferencias. La literatura indica que los procedimientos enzimaticos, especialmente
aquellos que emplean colagenasa en concentraciones de 0.075-0.2 % (w/v)
(aproximadamente 750-2000 pg/mL), permiten liberar grandes cantidades de células
con viabilidades entre 74-94 % (Aronowitz et al., 2015, citado de Aust et al., 2004;
Yoshimura et al., 2006; Doi et al., 2013). En este estudio, la concentracion de colagenasa
utilizada (3 mg/mL, equivalente al 0.3 % w/v) fue superior a la de los protocolos clasicos,
lo que podria explicar la disminucion de la viabilidad observada en los analisis de
Hoechst/PI, a pesar de obtener un rendimiento celular adecuado.

La inclusion de hialuronidasa (1 mg/mL) tuvo como objetivo facilitar la disgregacion del
tejido fibroso caracteristico de la oreja de alpaca, en contraste con la matriz adiposa
blanda del lipoaspirado humano. Sin embargo, este tratamiento combinado parece
inducir un mayor dano celular, ya que la proporcion de células apoptéticas fue
significativamente mayor en G3 y G4. Este resultado es consistente con lo reportado por
(Uguten et al., 2024) y Dos-Anjos Vilaboa et al. (2014) quienes senalaron que las
condiciones de digestion prolongada o el uso de concentraciones enzimaticas elevadas
reducen la viabilidad celular, aunque incrementen el rendimiento total (Aronowitz et al.,
2015).

En conjunto, los datos sugieren que en tejidos fibrosos como el de alpaca, es

fundamental equilibrar la concentracion y el tiempo de exposicién a las enzimas
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digestivas. Mientras que los protocolos convencionales de SVF indican que dosis
menores de colagenasa permiten recuperar altos porcentajes de células viables (>80
%), los resultados de este estudio evidencian que el uso de concentraciones mayores
(3 mg/mL) en combinacién con hialuronidasa puede comprometer la viabilidad celular,
aunque se logre un mayor grado de disociacién tisular.

Durante la fase de cultivo (Tabla 5), las diferencias entre los grupos fueron mas
pronunciadas. El grupo G4 (colagenasa+hialuronidasa en DMEM) alcanzé el mayor
numero de células (10.55 x 104/mL), pero presentd la menor viabilidad (21.88% por
tripan; 18.31% por Hoechst/Pl) y el mayor porcentaje de apoptosis (81.69%). En
contraste, G2 y G3 mostraron viabilidad superior al 70% y bajos niveles de apoptosis
(32-38%), ademas de conservar la morfologia fibroblastoide tipica. El grupo G1
presento valores intermedios.

Las observaciones morfologicas (Figura 15) respaldaron estos hallazgos. Mientras que
G2 y G3 conservaron fibroblastos alargados con crecimiento progresivo, en G4 se
observd una confluencia acelerada acompafiada de signos de estrés celular. Estos
resultados confirman que un mayor numero de células no necesariamente se asocia con
una mejor calidad celular.

Estos resultados concuerdan parcialmente con los de Huamani (2018) quien observo
que la combinacién enzimatica permiti6 mantener células epiteliales viables y
proliferativas en pasajes tempranos. De manera similar, Saadeldin et al., (2019)
reportaron que los fibroblastos de camello cultivados en DMEM conservaron alta
adherencia, crecimiento estable y morfologia fibroblastoide tipica. Estos hallazgos
resaltan que el efecto del mismo medio puede variar segun la especie: en camello, el
DMEM fue favorable, mientras que en alpaca promovid una proliferacién rapida, pero
con pérdida de viabilidad.

Durante la fase de cultivo celular (Figuras 13, 14, 15 y 16), se observd que el medio
empleado influy6 significativamente en la calidad del cultivo. Los grupos cultivados en
DMEM (G2 y G4) alcanzaron un mayor numero de células, aunque con resultados
contrastantes: G2 mostré un equilibrio favorable entre proliferacién (Figura 14) y
viabilidad, mientras que G4 presentd un crecimiento rapido, acompanado de una
elevada apoptosis (81.69%) y una viabilidad reducida (<25%). Por otro lado, los grupos
cultivados en TCM-199 (G1 y G3) presentaron un menor numero de células, pero una
morfologia fibroblastoide mas estable y menor apoptosis (Figura 14).

Este hallazgo es consistente con lo reportado por Katayama et al. (2021), quienes
compararon fibroblastos de pollo cultivados en DMEM, Medio 199 y KAv-1. Los autores

sefialaron que tanto DMEM como 199 permitieron el crecimiento inicial, pero
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presentaron limitaciones para mantener el cultivo a largo plazo. En DMEM, la
proliferacion rapida se asocié con una mayor aparicion de células senescentes, mientras
que en el medio 199 la tasa de duplicacién fue mas baja y la proliferacién sostenida mas
limitada. En contraste, el medio KAv-1 permitié un mayor numero de duplicaciones, una
mejor preservacion morfolégica y una menor acumulacion de dano en el ADN.

Estos resultados se alinean parcialmente con lo reportado por Youngsabanant et al.,
(2021) en la granulosa porcina, quienes compararon el comportamiento celular en M199
y DMEM durante un cultivo prolongado de 12 semanas. Los autores encontraron que
las células cultivadas en DMEM presentaron una viabilidad significativamente mayor
(116.67 = 8.20 %) que las cultivadas en M199 (39.80 + 4.71 %), con una diferencia
estadisticamente significativa (p < 0.05). Ademas, las células en DMEM mostraron
mayor densidad y expansion fibroblastoide a lo largo del tiempo, mientras que las
mantenidas en M199 presentaron una reduccién progresiva del crecimiento y de la
viabilidad.

El analisis de proliferaciéon evidencié diferencias significativas entre los tratamientos
(Figura 15). El grupo G2 alcanzé el mayor porcentaje de area de confluencia (78.58%),
superando a G1 y G3, mientras que G4 presento valores intermedios (53.46%). Estos
resultados sugieren que el uso de DMEM en la fase de aislamiento G2 con colagenasa
favorece un crecimiento sostenido y estable. En contraste, la combinacion utilizada en
la fase de aislamiento G4, con colagenasa y hialuronidasa, induce una rapida expansion
inicial, pero se acompafia de un deterioro de la viabilidad.

Respecto al tiempo de duplicaciéon (TD), se observaron diferencias significativas entre
los grupos (p < 0.05) (Figura 16). El grupo G4 presento6 el menor TD (5.09 + 1.30 dias),
lo que se diferencié significativamente de G3, que mostr6é el mayor TD (22.72 £ 1.71
dias). Los grupos G1 (13.06 £+ 5.09 dias) y G2 (8.62 + 5.35 dias) presentaron valores
intermedios, sin diferencias significativas respecto de G3 ni de G4. Estos resultados
confirman que tanto el protocolo enzimatico como el medio de cultivo influyen en la
dinamica de la proliferacion celular. Los tratamientos mas intensivos tienden a acelerar
la duplicacién celular, mientras que condiciones mas conservadoras prolongan el tiempo

de duplicacién (TD), lo que podria favorecer la preservacion de la calidad celular.
En la tesis de Huamani, (2018), aunque se trabajé con espermatogonias, también se

observé que las caracteristicas intrinsecas de la poblacion celular (edad del animal y

grado de maduracioén) determinaban la viabilidad y el comportamiento proliferativo. De
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manera analoga, en fibroblastos, las condiciones iniciales de aislamiento y el medio de

cultivo actuan como determinantes del crecimiento posterior.

El analisis cinético mostré que el grupo G4 presenté el menor tiempo de duplicacién
(5.09 = 1.30 dias), lo que indica una mayor tasa de proliferacién. En contraste, G2
combino un tiempo de duplicacion intermedio (8.62 + 5.35 dias) con elevados niveles de
viabilidad celular (Figura 13 y 15), lo que la posiciona como una condicién favorable para
el establecimiento de cultivos primarios.

Saadeldin et al., (2019), reportaron que los fibroblastos de camello mantuvieron una
proliferacién estable a lo largo de varios pasajes, preservando su morfologia
fibroblastoide, o que demuestra que la calidad inicial de las células aisladas es
determinante para asegurar el rendimiento a largo plazo. Este hallazgo coincide con
nuestras observaciones, ya que los protocolos que preservan la viabilidad inicial (como
G2) favorecen un desempefio mas consistente del cultivo, en comparacién con
condiciones que inducen una proliferacion mas acelerada pero potencialmente menos
estable (como G4).

Por otro lado, el efecto de la combinacion colagenasa + hialuronidasa no mostré un
aumento significativo de la proliferacion respecto a la colagenasa sola. De hecho, los
valores observados en G3 y G4 sugieren que la presencia de hialuronidasa no aporta
ventajas proliferativas, e incluso podria estar relacionada con un mayor nivel de
apoptosis inicial (como se observd en la fase de aislamiento), lo que repercute

posteriormente en la capacidad proliferativa.
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VL. CONCLUSIONES
Se obtuvieron fibroblastos de biopsias de oreja de alpaca mediante digestion con
colagenasa tipo | sola o combinada con hialuronidasa, destacando la colagenasa

sola por su mayor viabilidad (65.53%) y potencial para cultivos primarios estables.

La proliferacién y morfologia fibroblastoide se conservaron éptimamente en DMEM
suplementado (viabilidad 71.94%), mientras que TCM-199 mostr6 menor

crecimiento, pero estabilidad morfolégica mantenida.

El tratamiento con colagenasa en DMEM proporcion6 un equilibrio éptimo entre
rendimiento, viabilidad y estabilidad celular, en contraste con la combinacién
colagenasa + hialuronidasa, que indujo alta apoptosis y comprometio la integridad

del cultivo.
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VI. RECOMENDACIONES

Realizar trabajos de investigacién enfocados en optimizar la digestién enzimatica,
evaluando la relacion entre la cantidad de tejido y la actividad especifica de las
enzimas utilizadas, para mejorar el rendimiento y la viabilidad celular.

Estudiar con mayor profundidad la accién de la colagenasa y la hialuronidasa sobre
la matriz extracelular del tejido auricular de alpaca, determinando las
concentraciones y tiempos de exposicion mas adecuados que minimicen la
apoptosis y el dafio celular.

Estandarizar protocolos de aislamiento y cultivo primario, considerando variables
como el tipo de medio, concentracion de suero fetal bovino, y densidad de siembra,
con el fin de conservar la morfologia fibroblastoide y la estabilidad del cultivo a largo
plazo.

Implementar ensayos para medir la actividad enzimatica y la viabilidad celular
mediante técnicas cuantitativas mas precisas, como citometria de flujo, ensayos de
apoptosis y analisis de proliferacion.

Desarrollar investigaciones complementarias sobre el efecto de factores de
crecimiento, antioxidantes y condiciones de oxigeno reducido en la proliferacion y
mantenimiento de fibroblastos, para favorecer su aplicacion en estudios de

medicina regenerativa.
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IX. ANEXOS

Anexo 1. Aislamiento celular de fibroblastos de alpaca

Anexo 3. Viabilidad y apoptosis mediante Hoechst 3342/Pl en fase de aislamiento celular de
fibroblastos de alpaca
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Gl G2 G3 G4

Anexo 4. ANOVA rendimiento en fase de aislamiento celular de fibroblastos de alpaca.

Fuente SS DF MS F (DFn, DFd) p
Tratamiento (entre grupos) 1.1 3 0.372 F(3,8)=0.696 0.580
Residual (dentro grupos) 427 8 0.534

Total 538 11

SS: Suma de cuadrados (Sum of Squares); DF: Grados de libertad (Degrees of Freedom); MS:
Media cuadratica (Mean Square); F (DFn, DFd): Estadistico F con grados de libertad del
numerador (DFn) y denominador (DFd).

Anexo 5. ANOVA de viabilidad segun prueba de exclusion de azul de tripan en fase de
aislamiento celular de fibroblastos de alpaca.

Fuente SS DF MS F (DFn, DFd) p
Tratamiento (entre grupos) 139 3 46.3 F (3,8)=2.77 0.1
Residual (dentro grupos) 133 8 16.7

Total 272 1

SS: Suma de cuadrados (Sum of Squares); DF: Grados de libertad (Degrees of Freedom); MS:
Media cuadratica (Mean Square); F (DFn, DFd): Estadistico F con grados de libertad del

numerador (DFn) y denominador (DFd).

Anexo 6. ANOVA de viabilidad segun prueba de Hoechst 33342/IP en fase de aislamiento celular
de fibroblastos de alpaca.

Fuente SS DF MS F (DFn, DFd) p
Tratamiento (entre grupos) 2512 3 837 F(3,8)=242 P<0.001
Residual (dentro grupos) 277 8 34.6

Total 2789 11

SS: Suma de cuadrados (Sum of Squares); DF: Grados de libertad (Degrees of Freedom); MS:
Media cuadratica (Mean Square); F (DFn, DFd): Estadistico F con grados de libertad del

numerador (DFn) y denominador (DFd).
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Anexo 7. Tukey post ANOVA de viabilidad segun prueba de Hoechst 33342/IP en fase de

aislamiento celular de fibroblastos de alpaca.

Comparacién Diferencia de medias Resumen p ajustado
G1vs G2 304 ** 0.001
G1vs G3 19.4 * 0.016
G1vs G4 38.6 b <0.001
G2vs G3 -11.0 ns 0.178

G2 vs G4 8.17 ns 0.382
G3vs G4 19.2 * 0.017

ns: No significativo; *: p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001.

Anexo 8. ANOVA de apoptosis segun prueba de Hoechst 33342/IP en fase de aislamiento celular
de fibroblastos de alpaca.

Fuente SS DF MS F (DFn, DFd) p
Tratamiento (entre grupos) 2512 3 837 F(3,8)=24.2 P<0.001
Residual (dentro grupos) 277 8 34.6

Total 2789 1

SS: Suma de cuadrados (Sum of Squares); DF: Grados de libertad (Degrees of Freedom); MS:
Media cuadratica (Mean Square); F (DFn, DFd): Estadistico F con grados de libertad del

numerador (DFn) y denominador (DFd).

Anexo 9. Tukey post ANOVA de apoptosis segin prueba de Hoechst 33342/IP en fase de

aislamiento celular de fibroblastos de alpaca.

Comparacién Diferencia de medias Resumen p ajustado
G1vs G2 -30.4 ** 0.001
G1vs G3 -19.4 * 0.016
G1vs G4 -38.6 o <0.001
G2vs G3 11.0 ns 0.178

G2 vs G4 -8.17 ns 0.382
G3vs G4 -19.2 * 0.017

ns: No significativo; *: p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001.

Anexo 10. ANOVA de viabilidad segun prueba de exclusion de azul de tripanen la fase de cultivo
celular de fibroblastos de alpaca.

Fuente de variacién SS DF MS F (DFn, DFd) p valor
Tratamiento 6222 3 2074 F(3,8)=35.4 P<.001
Residual 468 8 58.6
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Total 6691 11

SS: Suma de cuadrados (Sum of Squares); DF: Grados de libertad (Degrees of Freedom); MS:
Media cuadratica (Mean Square); F (DFn, DFd): Estadistico F con grados de libertad del

numerador (DFn) y denominador (DFd).

Anexo 11. Tukey post ANOVA de viabilidad segun prueba de exclusion de azul de tripan de la
fase de cultivo celular de fibroblastos de alpaca.

Comparacioén Diferencia de medias Resumen p ajustado
G1vs G2 -26.6 * .012
G1vs G3 -34.1 ** .003
G1vs G4 235 * .023

G2 vs G3 -7.50 ns .643
G2vs G4 50.1 o <.001
G3vs G4 57.6 i <.001

ns: No significativo; *: p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001.

Anexo 12. ANOVA de viabilidad segun prueba de Hoechst 33342/IP en fase de cultivo celular de
fibroblastos de alpaca.

Fuente SS DF MS F (DFn, DFd) p
Tratamiento (entre grupos) 4546 3 1515 F (3,8)=6.20 P=0.018
Residual (dentro grupos) 1956 8 245

Total 6502 11

SS: Suma de cuadrados (Sum of Squares); DF: Grados de libertad (Degrees of Freedom); MS:
Media cuadratica (Mean Square); F (DFn, DFd): Estadistico F con grados de libertad del

numerador (DFn) y denominador (DFd).

Anexo 13. Tukey post ANOVA de viabilidad segun prueba de Hoechst 33342/IP en fase de cultivo
celular de fibroblastos de alpaca.

Comparacioén Diferencia de medias Resumen p ajustado
G1vs G2 -4.15 ns 0.940
G1vs G3 -8.87 ns 0.642
G1vs G4 40.0 ** 0.003

G2 vs G3 -4.72 ns 0.916
G2vs G4 442 ** 0.001
G3vs G4 48.9 o <0.001

ns: No significativo; *: p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001.
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Anexo 14. ANOVA de apoptosis segun prueba de Hoechst 33342/IP en fase de cultivo celular de
fibroblastos de alpaca.

Fuente SS DF MS F (DFn, DFd) p
Tratamiento (entre grupos) 4546 3 1515 F (3,8)=18.6 P<0.001
Residual (dentro grupos) 653 8 81.6

Total 5198 11

SS: Suma de cuadrados (Sum of Squares); DF: Grados de libertad (Degrees of Freedom); MS:
Media cuadratica (Mean Square); F (DFn, DFd): Estadistico F con grados de libertad del

numerador (DFn) y denominador (DFd).

Anexo 15. Tukey post ANOVA de apoptosis segun prueba de Hoechst 33342/IP en fase de cultivo
celular de fibroblastos de alpaca.

Comparacién Diferencia de medias Resumen p ajustado
G1vs G2 4.15 ns .940
G1vs G3 8.87 ns .642
G1vs G4 -40.0 ** .003
G2vs G3 4,72 ns 916
G2vs G4 -44.2 ** .001
G3vs G4 -48.9 b <.001

ns: No significativo; *: p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001.

Anexo 16. ANOVA de proliferacién celular de fibroblastos de alpaca.

Fuente SS DF MS F (DFn, DFd) p
Tratamiento (entre grupos) 8017 3 2672 F (3,8)=2393 P<0.001
Residual (dentro grupos) 54 .4 8 6.80

Total 8071 1

SS: Suma de cuadrados (Sum of Squares); DF: Grados de libertad (Degrees of Freedom); MS:
Media cuadratica (Mean Square); F (DFn, DFd): Estadistico F con grados de libertad del

numerador (DFn) y denominador (DFd).

Anexo 17. Tukey post ANOVA de proliferacion celular de fibroblastos de alpaca.

Comparacién Diferencia de medias Resumen p ajustado
G1vs G2 -63.7 i <0.001
G1vs G3 -5.55 ns 0.116
G1vs G4 -38.6 i <0.001
G2vs G3 58.2 e <0.001
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G2 vs G4

25.1

*kk

<0.001

G3 vs G4

-33.1

*kk

<0.001

ns: No significativo; *: p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001.

Anexo 18. ANOVA de tiempo de duplicacion celular de fibroblastos de alpaca.

Fuente SS DF MS F (DFn, DFd) p
Tratamiento (entre grupos) 2298 3 766 F (3,60)=25.7 P<0.001
Residual (dentro grupos) 1787 60 29.8

Total 4085 63

SS: Suma de cuadrados (Sum of Squares); DF: Grados de libertad (Degrees of Freedom); MS:
Media cuadratica (Mean Square); F (DFn, DFd): Estadistico F con grados de libertad del

numerador (DFn) y denominador (DFd).

Anexo 19. Tukey post ANOVA de tiempo de duplicacion celular de fibroblastos de alpaca.

Comparacioén Diferencia de medias Resumen p ajustado
G1vs G2 4.45 ns 0.154
G1vs G3 -8.16 ** 0.002
G1vs G4 7.97 i <0.001
G2vs G3 -12.6 i <0.001
G2 vs G4 3.52 ns 0.206
G3vs G4 16.1 i <0.001

ns: No significativo; *: p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001.
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Anexo 20. Matriz de Consistencia

TITULO: Efecto de la digestién enzimética y medios de cultivo en la viabilidad, rendimiento y proliferacién de fibroblastos obtenidos por biopsia de oreja de

Vicugna pacos “alpaca”.

PROBLEMAS OBJETIVO HIPOTESIS VARIABLES E METODOLOGIA
INDICADORES

1. PROBLEMA 1. OBJETIVO GENERAL 1. HIPOTESIS 1. VARIABLES X 1.TIPO DE INVESTIGACION

PRINCIPAL Establecer el efecto de las Elefectodelacolagenasa Bésica

¢Como  afecta las condiciones enziméticas y medio 3mg/ml serd mejor en el X1. Enzimas de digestion

condiciones de de cultivo en la Vviabilidad, rendimiento celular vy 2.NIVEL DE INVESTIGACION

digestion enzimatica rendimiento y proliferacion celular viabilidad, respecto a la  Indicadores Basica

(colagenasa 3mg/ml y de tejido fibroso de alpaca. combinacion colagenasa - Colagenasa )

colagenasa 3mg/ml - 3mg/ml - Hialuronidasa - Hialuronidasa - 3. METODO

hialuronidasa 1mg/ml) y 1mg/ml; mientras que el Colagenasa Experimental

medio de cultivo 2. OBJETIVOS ESPECIFICOS efecto del medio de 4. POBLACION

(DMEM 'y TCM-199 _ Obtener cultivo DMEM  X2. Medio de cultivo Alpacas de la  Estacion

suplementados) en la
viabilidad, rendimiento y
proliferacion celular de
tejido fibroso de alpaca?

fibroblastos por
digestion enzimatica de biopsia
de oreja de alpaca con
colagenasa y hialuronidasa; y
describir su morfologia.

- Evaluar la proliferacién de los
fibroblastos en dos medios de
cultivo TCM-199 y DMEM
suplementados; y describir su
morfologia.

- Comparar la viabilidad vy
rendimiento de la digestién
enzimatica y la proliferacion de
fibroblastos en condiciones de
cultivo primario.

suplementado sera mejor
en la proliferacién celular
y viabilidad, respecto al
TCM-199 suplementado.

Indicadores
- TCM-199 suplementado
- DMEM suplementado

2. VARIABLES Y

- Rendimiento (células/ml)
- Viabilidad (%)
- Proliferacion (células/ml)

Experimental Agraria Canaan-
INIA-Ayacucho

5. MUESTRA

Fibroblastos de 12 biopsias de 6
mm provenientes de orejas de
alpaca

6. TIPO DE MUESTREO
No Probabilistico

7. TECNICAS
- Digestion enzimatica
- Cultivo celular
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
Bach. Jhon Wacnerson PRADO YUPANQUI.
RESOLUCION DECANAL N° 506-2025-UNSCH-FCB-D

En la ciudad de Ayacucho, siendo las cuatro de la tarde del dia martes treinta de diciembre del afio
dos mil veinticinco; se reunieron los miembros del Jurado Evaluador en el Auditorio de la Facultad
de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, participando
como presidente encargado el Dr. Victor Luis CARDENAS LOPEZ, con Memorando N° 330-2025-
UNSCH-FCB, de fecha 29 de diciembre de 2025, Dr. Arturo RODRIGUEZ ZAMORA (Miembro-
jurado), el Dr. Radl Antonio MAMANI AYCACHI (Miembro-Jurado), Dr. Fidel Rodolfo MUJICA
LENGUA (Miembro-Asesor) y actuando como secretario docente encargado la Blga. Betsy Rocio
AGUILAR ATME, con memorando N° 327-2025-UNSCH-FCB de fecha 29 de diciembre de dos mil
veinticinco; para presenciar la sustentacion de tesis titulada: Efecto de la digestién enzimatica y
medios de cultivo en la viabilidad, rendimiento y proliferacion de fibroblastos obtenidos por biopsia
de oreja de Vicugna pacos “alpaca”, presentado por el Bach. Jhon Wacnerson PRADO YUPANQUI;
el presidente luego de verificar la documentacion presentada, indico al secretario docente dar
lectura a la documentacion generada que refrenda el presente acto académico, luego de ello
dispuso el inicio del acto de sustentacidn, indicando al sustentante que dispone de cuarentay cinco
minutos para exponer su trabajo de investigacion tal como establece en el Reglamento de Grados
y Titulos de la Escuela Profesional de Biologia de la Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga. Culminada la exposicion, el presidente invitd a cada uno de los Miembros del Jurado a
participar con sus observaciones, sugerencias y preguntas al sustentante. Culminada esta etapa, el
presidente invitd al sustentante y al publico asistente a abandonar momentaneamente el Auditorio
de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga para
que los miembros del jurado evaluador puedan realizar las deliberaciones y calificaciones
correspondientes; cuyos resultados son los que se consignan a continuacion:

Miembros del Jurado Evaluador Exposicion Respuesta/preguntas Promedio
Dr. Victor Luis CARDENAS LOPEZ 18 18 18
Dr. Arturo RODRIGUEZ ZAMORA 20 20 20
Dr. Raul Antonio MAMANI AYCACHI 18 18 18
PROMEDIO 19

El sustentante alcanzé el promedio de diecinueve (19) aprobatorio. Acto seguido, el presidente
invito el ingreso de la sustentante y el publico, al Auditorio de la Facultad de Ciencias Bioldgicas
de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga dando a conocer los resultados e
indicando que de este modo se da por finalizado el presente acto académico, siendg las seis de
la tarde; firmando al pie del presente en sefial de conformidad.

% LOPEZ

4

Dr. Vigtorui
residente (e)

——— /7 /At <
44 —\

Dr. Artu

ro RODRIGUEZ ZAMORA
Miembro-Jurado

Dr. Raul Antonio MAMAM AYCACHI

Secretario Docente (e)



FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

DECANATURA-ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

CONSTANCIA DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE TESIS
N°20-2026-FCB-D

Yo,FIDEL RODOLFO MUJICA LENGUA, Director de la Escuela Profesional de Biologia
de la Facultad de Ciencias Biolégicas de laUniversidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga; autoridad encargada de verificar la tesis titulada: Efecto de la digestion
enzimatica y medios de cultivo en la viabilidad, rendimiento y proliferacion de
fibroblastos obtenidos por biopsia de oreja de Vicugna pacos “alpaca”, por JHON
WACNERSON PRADO YUPANQUI; he constatado por medio del uso de la herramienta
TURNITIN, procesado CON DEPOSITO, una similitud de 7%, grado de
coincidencia,menor a lo que determina la ausencia de plagio definido por el Reglamento
de Originalidad de Trabajos de Investigacién de la UNSCH, aprobado con Resolucién del
Consejo Universitario N° 039-2021-UNSCH-CU.

En consecuencia, la tesis cumple con las normas para el uso de citas y referencias
establecidas por la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. Se acompana el
INFORME FINAL DE TURNITIN correspondiente.

cho, 16 de mayo del 2026.
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