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RESUMEN 

Los fibroblastos son esenciales para la reparación tisular y los modelos in vitro de 

medicina regenerativa. Sin embargo, los protocolos optimizados para su aislamiento y 

expansión en Camélidos Sudamericanos (CSA) siguen siendo limitados. El objetivo fue 

evaluar el efecto de la digestión enzimática y los medios de cultivo sobre la viabilidad, 

el rendimiento y la proliferación de fibroblastos obtenidos de biopsias de oreja de alpaca. 

Las biopsias se procesaron utilizando colagenasa (3 mg/mL) sola o en combinación con 

hialuronidasa (1 mg/mL), seguido de cultivo en TCM-199 y DMEM. La viabilidad celular 

se evaluó mediante tinción con azul tripán y Hoechst/PI, mientras que la proliferación y 

el tiempo de duplicación se determinaron en condiciones de cultivo estándar. Los 

resultados mostraron que la combinación de colagenasa e hialuronidasa no mejoró el 

número de células aisladas y se asoció con un aumento de la apoptosis en comparación 

con la colagenasa sola. El medio de cultivo tuvo una mayor influencia que el tratamiento 

enzimático: los fibroblastos expandidos en DMEM mostraron tasas de proliferación 

significativamente mayores (p < 0,001) y tiempos de duplicación más cortos en 

comparación con los del TCM-199. Estos hallazgos indican que la digestión 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 expansión celular. Este trabajo establece las bases metodológicas para el cultivo de 

fibroblastos en alpaca, con posibles aplicaciones en medicina regenerativa veterinaria y 

biotecnología. 

 

Palabras clave: fibroblastos, alpaca, digestión enzimática, viabilidad, rendimiento 

proliferación.
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I. INTRODUCCIÓN 
 

 

El aislamiento de fibroblastos a partir de diversos tejidos es esencial para múltiples áreas 

de la biología celular y la ingeniería tisular, ya que estos son los principales productores 

de la matriz extracelular y juegan un papel crucial en la cicatrización, remodelación 

tisular y respuestas inflamatorias (Gentile et al., 2019). El empleo de tratamientos 

enzimáticos se ha consolidado como la estrategia más eficiente para liberar células de 

la compleja red de proteínas que conforma el tejido conjuntivo, permitiendo obtener altos 

rendimientos celulares y, a menudo, una mayor viabilidad en comparación con métodos 

mecánicos (Aronowitz et al., 2015). Asimismo, la preservación de la morfología 

fibroblastoide y de los marcadores específicos como la expresión de vimentina y la 

ausencia de marcadores epiteliales es determinante para la aplicación de estas células 

en terapias regenerativas y en la preparación de modelos in vitro (Franco-Barraza et al., 

2016).  

El procedimiento enzimático para la disgregación tisular se basa en la utilización de 

enzimas proteolíticas capaces de degradar componentes específicos de la matriz 

extracelular. Entre las enzimas comúnmente utilizadas se destacan la colagenasa, que 

degrada las fibras de colágeno presentes en el tejido adiposo, la dispasa, que 

complementa la acción de la colagenasa degradando otras proteínas matriciales, y la 

tripsina, que se emplea tanto para la disociación del tejido como para el subcultivo de 

células adherentes (Gentile et al., 2019; Tsuji 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 liberación celular y la preservación de la viabilidad dependen en forma crítica del 

ajuste de estos parámetros (Aronowitz et al., 2015). La incorporación de pasos 

mecánicos, como el pipeteo suave o la utilización de sistemas de agitación, se ha 
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implementado para complementar la acción enzimática 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 enzimáticas y medio de cultivo en la viabilidad, 

rendimiento y proliferación celular de fibroblastos de alpaca. 

 

Objetivos específicos 

 

a. Obtener fibroblastos por digestión enzimática de biopsia de oreja de alpaca con 

colagenasa y hialuronidasa. 

b. Evaluar la proliferación de los fibroblastos en dos medios de cultivo TCM-199 y 

DMEM suplementados; y describir su morfología. 

c. Comparar la viabilidad y rendimiento de la digestión enzimática y la proliferación 

de fibroblastos en condiciones de cultivo primario. 
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II. MARCO TEÓRICO 

2.1 Antecedentes 

La tecnología de cultivo de células animales se originó en el Siglo XIX. En 1866, 

Rechlinghausen aisló 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 sanguíneo de pollo para alimentar explantes de tejido de embrión 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 demostró que las células extraídas de animales podían 

mantenerse en cultivo durante más tiempo que su vida útil. El primer medio de cultivo 

libre de suero, inicia la introducción de medios definidos que facilita el mantenimiento 

indefinido de ciertos cultivos de células de mamíferos (Lozano et al., 2019; Santacruz et 

al., 2017). Para la digestión enzimática se ha utilizado Colagenasa I y Tripsina-EDTA, 

estudio en el que se trabajó con conejos silvestres y cuyes, mostrando que el uso de 

Colagenasa I 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 hígado, produjo un numero adecuado de 

células destinados para ciertos estudios mostrando un 75% de integridad estructural 

mediante microscopia óptica (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 

proliferación y formación de islotes a partir de la descelularización de páncreas con 

colagenasa (Guruswamy & Vermette, 2018). Con el uso de DMEN suplementado con 

suero fetal bovino (SFB) + buffer HEPES + solución de aminoácidos + glutamina y 

antibióticos; la incubación de fibroblastos aislados le tomó de 3 a 4 horas dependiendo 



15 
 

del grado de digestión enzimática y es posible cultivar fibroblastos en el laboratorio de 

los autores a partir de muestras de piel de 1 o 2 días conservadas a 4 °C en un medio 

de crecimiento completo, lo más 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 estableció el cultivo de 

células madre espermatogoniales (SSC), para su aislamiento se utilizaron métodos de 

digestión enzimática con Tipo I (0.5 mg/ml) (SigmaAldrich, cat. no. H3506), Colagenasa 

Tipo V (1 mg/ml) (Sigma-Aldrich, cat. no. C9263) y DNasa Tipo II (2,6 µl/ml) (Sigma-

Aldrich, cat. no. D4527) (Enzima 1); y Hialuronidasa Tipo I (0.5 mg/ml) y Colagenasa 

Tipo V (1 mg/ml) (Enzima 2) posteriormente pasó por gradientes discontinuos de Percoll, 

a partir de muestras testiculares de alpacas adultas. La población celular se cultivó por 

8 días mostrando proliferación de las SSC en los cultivos, cultivados en medio DMEM 

+10% SFB. 

 

(Sulca-Cervan, 2021) estableció 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 enzimáticas 

secuenciales y clasificadas como Grupo Control (GC) y Grupo Post Percoll (GPP). La 

identificación y cuantificación de SSC se realizó mediante Citometría de Flujo (CF) y 

Microscopía de Fluorescencia (MF) empleando el marcador DBA-FITC, observándose 

una mayor proporción de células sDBA+ en el GPP respecto al GC (p<0.05), sin 

diferencias en viabilidad celular (GC: 92.59 ± 6.92% vs GPP: 92.47 ± 5.79%, p>0.05). 

Ambas poblaciones (GC y GPP) fueron cultivadas durante 8 días en medio DMEM, con 

y sin enriquecimiento, denominándose Grupo Cultivo Control (GCC) y Grupo Cultivo 

Post Percoll (GCP), respectivamente. La evaluación mostró 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 realizó un co-cultivo con SSC 

enriquecidas, observándose un crecimiento rápido y la formación de quistes sincitiales 

tras aproximadamente dos semanas, fenómeno ausente en los cultivos sin células de 

Sertoli. 

 

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

medicina regenerativa, se logró el aislamiento de células madre a partir de piel de 
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camello, empleando muestras dérmicas obtenidas de la región auricular de cinco 

camellos de élite. A partir de estas muestras se identificaron y separaron fibroblastos, 

queratinocitos y progenitores esferoides, utilizando digestión enzimática y separación 

por tripsinización diferencial. Se observó que los tiempos de resistencia frente a la 

tripsina fueron variables según el tipo celular: 1.5 minutos para fibroblastos, 4 minutos 

para queratinocitos y 7 minutos para los progenitores esferoides. Posteriormente, todas 

las líneas celulares fueron sometidas a choque térmico, tras el cual se evidenció una 

recuperación completa, destacando la capacidad de los progenitores esferoides para 

diferenciarse en neuronas. De forma similar, se evaluó la criopreservación de 

fibroblastos y progenitores esferoides, conservando ambos su capacidad proliferativa 

tras el proceso. Las células formadoras de quistes dérmicos, al ser sometidas a presión 

osmótica, colapsaron momentáneamente, pero lograron restaurar su estructura celular 

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

 

2.2 Bases teóricas 

2.2.1 Camélidos Sudamericanos (CSA) 

Los CSA de Perú, Bolivia, Argentina, Chile y Ecuador influyen en el desarrollo 

socioeconómico de las poblaciones de las tierras altas de los Andes debido a su 

adaptación a climas extremos (3000 a 5000 m) y su habilidad para transformar 

eficazmente los pastos áridos de estas tierras altas en productos de alta calidad, como 

fibra y productos cárnicos, además de ser utilizados para el transporte, proporcionando 

estiércol como fertilizante, como fuente de ingresos económicos y desempeñando un 

papel relacionado en las celebraciones festivas (Quispe et al., 2009; Sotomaior et al., 

2019). 

 

La alpaca es considerada como la especie en el país con mayor aprovechamiento por 

el hombre y tiene una importancia socioeconómica para el desarrollo de las regiones 

Altoandinas (Bustinza et al., 2021). Tanto los camélidos silvestres al igual que los 

domésticos fueron, y en varios casos aún son, el recurso más apreciado para el sustento 

andino (Vilá & 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 función de sostén del tejido epitelial y muscular a 

los cuales da soporte al rellenar espacios vacíos, ubicado en entre la dermis y la 

hipodermis. Los tejidos conectivos se originan de la mesénquima embrionaria y están 

ampliamente distribuidos en nuestro organismo. Desempeñan funciones mecánicas 

(relleno, armazón, sostén), nutrición e intercambio metabólico, defensa. reserva y 

reparación. Se clasifican en tejidos conectivos propiamente tales y tejidos conectivos 

especiales: el cartilaginoso y el óseo. Están constituidos por células y sustancias 

intercelulares llamadas matriz extracelular (MEC). Las células son de uno o más tipos 

en los diferentes tejidos y están presentes en diferente cantidad. La matriz extracelular 

(MEC) está formada por fibras y sustancia fundamental. Las fibras son las colágenas y 

reticulares formadas por la proteína colágena y las elásticas formadas principalmente 

por elastina. (De Castro et al., 2024; Lacolla et al., 2010; Sepúlveda & Soto, 2016; 

Zanuzzi et al., 2022). 

 

 

Figura 1. Organización estructural de la piel y distribución 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 morfológicos, moleculares y bioquímicos, aunque nunca en 

ensayos clínicos en plataformas como Clinical Trials.gov, lo que sugiere una brecha en 

la investigación clínica de esta área (Clinical Trial Search). La información existente 

proviene principalmente de investigaciones en animales como llamas, alpacas, vicuñas 

y guanacos y abarca desde la caracterización ultraestructural y la composición proteica 
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de tendones, ligamentos, órganos oculares y tejidos reproductivos, hasta las 

implicancias de estas estructuras en la integridad mecánica y funcional de los sistemas 

orgánicos. 

 

El tejido conectivo en CSA se caracteriza por su alta resistencia y organización, lo cual 

se debe en gran medida a una matriz extracelular dominada por fibras colágenas, en 

particular colágeno tipo I, que forma fibrillas de gran diámetro encargadas de conferir 

soporte mecánico a estructuras como tendones y ligamentos (Reed et al., 2007) . En 

CSA según 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 vicuña. Los folículos pilosos pueden presentarse en forma aislada o en 

agrupaciones, según la zona cutánea y la especie (De Castro et al., 2024; Lacolla et al., 

2010). Esta matriz extracelular también contiene menores cantidades de colágeno tipo 

III, frecuentemente asociados con procesos de reparación y remodelación, aunque en 

condiciones de hiperextensión 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) . Además, la actividad enzimática de la oxidasa una enzima 

crucial para el establecimiento de enlaces cruzados entre las fibras de colágeno se ha 

documentado como normal en muestras tanto de animales afectados como de controles, 

lo que indica un mecanismo de estabilización eficaz en el tejido conectivo de estas 

especies (Reed, 2008; Reed et al., 2007). La integridad estructural y la resistencia 

mecánica del tejido se ven reforzadas por un equilibrio adecuado entre la síntesis y 

degradación 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 producción, mantenimiento y remodelación de la matriz extracelular, siendo 

responsables de sintetizar colágeno, proteoglicanos y otros componentes que aseguran 

la función estructural de los tejidos (Gartner, 2021; Reed, 2008). 
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|  

Figura 2. Estructura de la piel y componentes celulares. 

A. Fotomicrografía de intestino delgado que muestra el tejido conectivo (1) con fibroblastos (2), 

células plasmáticas (3), linfocitos (4) y macrófagos (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: (Sepúlveda & 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 investigación genética porque se encuentran en la piel, células que pueden aislarse 

fácilmente del cuerpo humano, cultivarse en el laboratorio y analizarse para determinar 
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el genotipo y ciertos fenotipos específicos (National Human Genome Research Institute, 

2023). 

 

Los fibroblastos son potencialmente útiles para ser aplicados en biotecnología 

reproductiva, como la clonación (fin de obtener células). Las células identificadas como 

fibroblastos son un tipo de células somáticas y su cultivo avanza a través del tiempo en 

diferentes especies de bovinos, roedores, artrópodos y anfibios que pueden ser usados 

para el estudio de mecanismos celulares, obtención de productos celulares, generación 

de tejidos artificiales y la transferencia de núcleos celulares, que consiste en que a un 

ovocito enucleado se introduzca el núcleo de una célula. Las células fibroblásticas son 

un excelente donante nuclear en diferentes especies (García, 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; García, 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 proliferación 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 combinación óptima entre estos factores 

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

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

 

2.2.4 Cultivo celular 

 

El cultivo celular es un método de mantenimiento y propagación de tejidos, que se lleva 

a cabo en condiciones fisiológicas adecuadas, tales como fisiológica, temperatura, pH, 

CO2, O2 y nutrientes; juntamente se deben añadir condiciones de esterilidad. Para que 

para las células animales puedan crecer fuera del órgano o tejido se deben cumplir las 

condiciones mencionadas. Dependiendo del tipo de célula que se desea cultivar, ya sea 

con el propósito de obtención de células o productos celulares, el medio de cultivo y 

suplementos son esenciales, debido a su aporte de carbohidratos, aminoácidos, 

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 biología celular y molecular. Tanto las células primarias 

como las líneas celulares establecidas son esenciales para la investigación básica, 

biomédica y aplicada. No obstante, estas líneas suelen sufrir problemas de mala 

identificación o contaminación, ya sea por otras células, bacterias, hongos, levaduras, 

virus o compuestos químicos. Además, su manipulación implica riesgos biológicos y 

https://mmegias.webs.uvigo.es/8-tipos-celulares/fibroblasto.php?tema=b
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químicos que requieren medidas estrictas de bioseguridad, como cabinas 

especializadas, sistemas cerrados y equipo de protección adecuado, con el fin de evitar 

la exposición a agentes peligrosos y mantener la asepsia (Weiskirchen et al., 2023). 

 

 

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 línea celular 

 

Las células de un cultivo primario son subcultivos que se dispersan por digestiones 

enzimáticas y se ponen en un nuevo recipiente de cultivo, convirtiéndose en una línea 

celular que puede cultivarse finita o infinitamente, dependiendo del número de células 

que se puede obtener una mayor tasa de crecimiento con población semejante y 

uniforme; y de tu tiempo de vida útil en el cultivo. Sus características se conservan 

durante las sucesivas generaciones y, si se conservan en nitrógeno líquido 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 digestión enzimática y 

el cultivo en bloques de tejido (Deng et al., 2023). El cultivo en el cual se utiliza acción 

de una enzima, comienza cortando el tejido en pequeños 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 más 

comunes y fáciles de obtener en el cultivo primario (Deng et al., 2023; Jia et al., 2022). 

Responden a la lesión tisular y la inflamación diferenciándose en miofibroblastos y 

secretando proteínas de la matriz extracelular. Son los principales mediadores de la 

respuesta fibrótica en todos los tejidos y órganos. Los fibroblastos primarios adultos 

representan una herramienta esencial para estudios in vitro (Almazloum & Khalil, 

2023). Aunque el método de cultivo de digestión enzimática facilita una cosecha rápida 

de células, tiene algunas desventajas como el tiempo de digestión incontrolable, el alto 

consumo de material, la baja capacidad de proliferación y la vulnerabilidad de las células 

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

 

2.2.5 Digestión enzimática 

 

Las enzimas son moléculas de naturaleza proteica que forman parte de todos los seres 

vivos dotadas de una actividad catalítica de reacciones biológicas teniendo especificidad 

al sustrato, manteniendo a la célula activa metabólicamente. Estas son obtenidas de 

plantas, animales y microorganismos; los grupos más importantes son las lipasas y 

proteasas, utilizados como catalizadores de ruptura de enlaces; oxidorreductasas y 

transferasas e isomerasas utilizadas para fines industriales (Cortez & Murga, 2016; 

Renneberg et al., 2017). 

 

2.2.6 Enzimas utilizadas para digestión enzimática 

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 



24 
 

dominio. Las MMP secretan 3 tipos de colagenasas que son más eficaces al degradar 

colágeno de triple hélice (Cerri et al., 2022; Jiménez, 2023). Ahora comúnmente es 

obtenida de Clostridium histolyticum debido a la efectividad de la enzima y a su acción 

a bajas temperaturas de 10°C, que previamente debe ser activada por calcio (Thams, 

2016). 

 

 

Figura 5. Mecanismo de acción de la colagenasa 

Fuente: Modificado de (Aureli et al., 2008) 

 

La colagenasa actúa uniéndose específicamente al colágeno en su estructura de triple 

hélice, gracias a dominios de unión al colágeno (similares a fibronectina y hemopexina). 

Una vez unida, su dominio catalítico hidroliza enlaces peptídicos específicos del 

colágeno, utilizando agua. Este proceso produce el clivaje de las cadenas de colágeno, 

generando fragmentos más pequeños. La colagenasa reconoce secuencias 

características 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 
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Es una enzima que actúa descomponiendo el ácido hialurónico, que se ubica en la 

matriz extracelular; esta enzima rompe sus enlaces glucosídicos y también descompone 

partes ácidas del tejido conectivo. Existen seis tipos conocidos de hialuronidasa, el tipo 

1 y HYALP1 actúa en plasma sanguíneo, el tipo 2 es menos efectivo que el tipo 1; del 

tipo 3 se desconoce su función, el tipo PH20 está ubicado en la membrana acrosomal y 

actúa degradando el ácido hialurónico del ovulo al momento de la fecundación (Jung, 

2020).  

 

Figura 6. Mecanismo de acción de la hialuronidasa 

Fuente: Modificado de (Lu et al., 2025) 

 

La acción de la hialuronidasa se basa en la hidrólisis de los enlaces glicosídicos, lo que 

preserva la estructura de los polímeros de ácido hialurónico formando fragmentos más 

pequeños. Este proceso reduce la viscosidad de la matriz extracelular, facilita el 

desprendimiento celular y aumenta la permeabilidad de los tejidos. Por esta razón, la 

hialuronidasa se describe comúnmente como un "factor de difusión" porque promueve 

la difusión de moléculas, células y fluidos a través del tejido conectivo (Lu et al., 2025). 

Desde una perspectiva biológica, la degradación controlada del ácido hialurónico es 

fundamental en procesos como la remodelación tisular, la inflamación, la angiogénesis 

y la cicatrización de heridas. Además, en contextos experimentales y clínicos, la 

hialuronidasa se utiliza para mejorar la penetración del fármaco, facilitar la digestión 

enzimática de los tejidos y optimizar la liberación 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 administración de nutrientes, energía, 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 líneas 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 II, epitelio del 

cuello uterino, células gastrointestinales, neuroblastoma de ratón, 

células porcinas de las glándulas tiroides, líneas celulares de 

carcinoma ovárico, células musculares del esqueleto, células de 

Sertoli, fibroblasto de hámster sirio 

RPMI-1640 Células T y timocitos, células madre hematopoyéticas, tumores 

humanos, líneas celulares de leucemia mieloide humana, líneas 

celulares de leucemia linfoblastoide humana, mieloma de ratón, 

leucemia de ratón, eritroleucemia de ratón, hibritoma de ratón, 

células hepáticas de rata 

Mezcla de 

nutrientes F-10 y 

F-12 

Retina, hueso, cartílago, tejido adiposo, células pulmonares 

embrionarias pigmentadas de pollo, células musculares 

esqueléticas 

IMDM Médula ósea, células progenitoras hematopoyéticas, líneas 

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 aminoácidos y cuatro veces más vitaminas que el 

EMEM, además de nitrato férrico, piruvato de sodio y aminoácidos extra. Su formulación 

original incluía 1000 mg/L de glucosa y fue diseñada para cultivar células embrionarias 

de ratón; posteriormente, una versión con 4500 mg/L resultó más adecuada para 

diversos tipos celulares; como medio basal, no aporta proteínas ni factores de 

crecimiento, por lo que suele suplementarse con 5–10% de SFB. Utiliza un sistema 

tampón de bicarbonato de sodio, por lo que requiere CO₂ para mantener el pH. En su 

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

estudios virales y propagación 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 

mamíferas, especialmente aquellas de origen hematopoyético. Fue desarrollado en el 

Roswell Park Memorial Institute como una modificación del medio McCoy’s 5A, con el 

fin de sustentar el cultivo prolongado de linfocitos de sangre periférica. Utiliza un sistema 

tampón basado en bicarbonato y se caracteriza por su formulación habitual con pH 

cercano a 8. Este medio favorece el crecimiento de células tanto en suspensión 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 fusión celular y la expansión de hibridomas para la producción 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, aminoácidos no 

esenciales y piruvato de sodio, y se formula con una concentración reducida de 

bicarbonato (1500 mg/L) para su uso con atmósferas de 5% de CO₂. Debido a su 

naturaleza poco compleja, suele enriquecerse con suplementos o mayores 

concentraciones de suero, lo que permite su aplicación en diferentes líneas celulares 

mamíferas. Ha sido empleado, por ejemplo, para el mantenimiento de células HepG2 y 

líneas como HeLa (Arora, 2023). 
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III. MATERIALES Y METODOS 

 

3.1 Ubicación de la zona de estudio 

 

La investigación fue realizada en el Laboratorio de Biotecnología Reproductiva Animal 

de la Estación Experimental Agraria Canaán del Instituto Nacional de Innovación Agraria 

(INIA), ubicado en el distrito de Andrés Avelino Cáceres Dorregaray de la provincia de 

Huamanga, región Ayacucho, a una altitud de 2735 msnm, con coordenadas UTM, Zona 

(Z): 18 L, Coordenada Este (X): 586182.71 m, Coordenada Norte (Y): 8544663.29 m, 

Hemisferio sur, según (Google, 2025). 

 

3.2 Población y Muestras 

 

La población de estudio comprendió a las alpacas del plantel de reproductores de la 

Estación Experimental Agraria Canaán, INIA, Ayacucho. La muestra consistió en 12 

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

 

3.3 Metodología y recolección de datos 

3.3.1 Obtención de muestras 

3.3.1.1 Desinfección de zona de punch 

 

Se ubicó una zona libre de lesiones, luego se procedió a lavar con jabón carbónico, 

rasurar, lavar otra vez con jabón carbónico y limpiar con alcohol de 70° y alcoyodo 2%; 

seguidamente con ayuda de papel toalla se eliminó restos de pelos y piel muerta 

(Navarrete et al., 2016). 

 

3.3.1.2 Extracción de biopsia de tejido por punch 
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Posteriormente, utilizando un sacabocado de 6 mm, se aplicó tensión rotatoria girando 

el mango sobre la epidermis hasta percibir una disminución de la resistencia, lo que 

indicó que se había atravesado la capa de grasa y alcanzado la hipodermis. A 

continuación, se retiró el punzón y se controló cualquier sangrado con una gasa estéril. 

Con la ayuda de pinzas dentadas, se levantó la muestra y se colocó en un tubo Falcon 

etiquetado que contenía una solución de transporte compuesta por PBS suplementado 

con 10.000 U/ml de penicilina, 10 mg/ml de estreptomicina y 25 µg/ml de anfotericina B 

(Levitt et al., 2013; Navarrete et al., 2016). 

 

 

Figura 7. Muestras de biopsias de oreja de alpaca. 

Fuente: elaboración propia 

 

3.3.2 Aislamiento celular 

 

Con la ayuda de un bisturí y pinzas dentadas, se realizaron cortes en pequeños 

fragmentos de aproximadamente 0,3 × 0,3 mm. Posteriormente, los fragmentos se 

colocaron en placas que contenían colagenasa y, en paralelo, en otras que contenían 

una mezcla de colagenasa-hialuronidasa. Las muestras se mantuvieron en incubación 

a 37 °C y 5% de CO2. Finalmente, las células se separaron utilizando una membrana 

de nailon de 100 µm y se transfirieron a un tubo que contenía medio de cultivo DMEM o 

TCM-199 (Ávila et al., 2015; García, 2019). 

Las muestras obtenidas fueron sometidas a dos enzimas de digestión:  

Enzima 1: Colagenasa 3mg/ml 

Enzimática 2: Colagenasa 3mg/ml - Hialuronidasa 1mg/ml 

 

Tabla 2. Condiciones aplicadas en aislamiento de fibroblastos de alpaca  

  Tratamiento aislamiento celular 
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Fase Grupo Método Medio de 

preparación 

Descripción 

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

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

Aislamiento G3 Colagenasa 3mg/ml + 

hialuronidasa 1mg/ml 

TCM-199 37°C, 2h de 

hialuronidasa + 

4h de colagenasa 

Aislamiento G4 Colagenasa 3mg/ml + 

hialuronidasa 1mg/ml 

DMEM 37°C, 2h de 

hialuronidasa + 

4h de colagenasa  

 

 

 

Figura 8. Distribución de disgregación enzimática de biopsias obtenidas de Vicugna pacos 

“alpaca” en medio DMEM o TCM-199. 

Fuente: elaboración 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 solución Antibiótico-

Antimicótico (10.000 U/ml de penicilina, 10 mg/ml de estreptomicina y 25 µg/ml de 

anfotericina B). Las muestras se incubaron a 37 °C, con una atmósfera controlada de 

5 % de CO₂ y 90 % de humedad relativa  (Candelise et al., 2023). El cultivo se llevó a 

cabo en placas de 1.9 cm² hasta alcanzar la confluencia celular del 80%. 

Todos los medios de cultivo y enzimas utilizados en la presente investigación 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 

celular 

Medio de 

cultivo 

Condiciones 

Cultivo G1 Colagenasa 3mg/ml en TCM-

199 
 

TCM-199  

 

Cultivo a 37.5°C con 

5% CO2, hasta 

alcanzar 80% de 

confluencia. 

Cultivo G2 Colagenasa 3mg/ml en 

DMEM 

DMEM 

Cultivo G3 Colagenasa 3mg/ml + 

hialuronidasa 1mg/ml en 

TCM-199 

TCM-199 

Cultivo G4 Colagenasa 3mg/ml + 

hialuronidasa 1mg/ml en 

DMEM 

DMEM 

 

3.3.4 Evaluación de viabilidad celular mediante ensayo de exclusión mediante la 

coloración de azul de Tripán 

 

Luego de la digestión enzimática y del cultivo celular, se tomó un volumen de la 

suspensión celular al cual se añadió colorante azul de tripán al 4 %. La mezcla se llevó 

a una cámara hematocitométrica (cámara de Neubauer) y se realizó el conteo bajo un 

microscopio hasta alcanzar un total de 200 células, con el propósito de determinar la 

viabilidad celular mediante la técnica de exclusión vital. En este procedimiento, se 

consideraron como células viables aquellas que no presentaron tinción (Huamani, 2018; 

Serrano, 2017). 

Posterior al recuento, se aplicó la siguiente fórmula: 

 

∑(𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑒𝑛  𝐴 + 𝐵 + 𝐶 + 𝐷)

4
𝑥 104𝑥𝐹𝐷 = 𝑁° 𝐶𝑒𝑙𝑙/𝑚𝑙 

FD = factor de dilución correspondiente a la proporción de suspensión celular adicionada 

con el azul de tripán, y 

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

 

La viabilidad celular se expresó en porcentaje, aplicando la fórmula: 

 

%𝑣𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 =
𝑉𝑥100

𝑇
 

donde T corresponde al total de células contadas (viables y no viables). 
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3.3.4.1 Evaluación de viabilidad y apoptosis celular mediante tinción doble 

fluorescente (Hoechst 33342/PI) 

 

Luego de la digestión enzimática y del cultivo celular, se realizó la prueba de viabilidad 

con Hoechst 33342, un fluorocromo capaz de atravesar la membrana plasmática y 

unirse de manera específica al ADN en las regiones ricas en bases A-T. Se efectuaron 

las lecturas correspondientes, observándose las células que se tiñeron de azul debido 

a la unión del fluorocromo con los núcleos celulares (Trejo, 2014). Paralelamente, se 

llevó a cabo la inclusión de yoduro de propidio, marcador que permite evaluar la 

integridad de la membrana plasmática en las etapas finales de la muerte celular(Lopez 

& Ayón, 2019). 

Ambos colorantes fueron incubados en oscuridad durante 5 minutos y, posteriormente, 

se realizó el conteo bajo un microscopio de fluorescencia a 200X, hasta alcanzar un total 

de 100 células. 

 

3.3.5 Evaluación del rendimiento 

 

El rendimiento se determinó a partir del número 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 duplicación celular (días), 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 𝑑𝑢𝑝𝑙𝑖𝑐𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =
𝑡 𝑥 ln (2)

𝑙𝑛(𝑁𝑡/𝑁0)
  

Donde:  

TD = tiempo de duplicación celular (días), 

t = tiempo total de cultivo transcurrido (días), 

N₀ = número inicial de células al inicio del cultivo, 

Nₜ = número final de células al final del periodo de cultivo, y 

ln = logaritmo natural. 

 

3.3.6 Evaluación de proliferación celular 

 

La evaluación de la proliferación celular se realizó a partir de imágenes obtenidas 

mediante microscopía óptica en distintos días de cultivo. Las imágenes fueron 
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analizadas con el software ImageJ (versión 1.54g). En primer lugar, se convirtieron a 

escala de grises (8-bit) y se aplicó un umbral de intensidad (threshold) que permitió 

diferenciar claramente las células del fondo. Posteriormente, se utilizó la herramienta 

Analyze Particles para segmentar y cuantificar el número de células por campo, 

ajustando los parámetros de tamaño y circularidad con el fin de excluir artefactos. 

 

Los valores obtenidos se promediaron para cada condición experimental y se 

expresaron como porcentaje relativo respecto al Día 0, considerado como el valor base 

para el análisis de proliferación celular. 

 

Figura 9. Imagen de referencia utilizada para el análisis del área celular ocupada mediante el 

software ImageJ.  

Capturada a un aumento de 200× con microscopía óptica. Fuente: elaboración propia 

 

3.3.7 Evaluación de la morfología celular 

Cada tipo celular presentó características morfológicas particulares. En algunos casos, 

el proceso de apoptosis (muerte celular) condicionó variaciones en el tamaño de las 

células, observándose morfologías más grandes o en crecimiento, así como más 

pequeñas o en retracción. Asimismo, se evidenciaron deformaciones estructurales que, 

en conjunto con otros métodos de análisis, permitieron obtener una mejor interpretación 

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

La morfología celular se monitoreó mediante microscopía de luz, registrándose 

fotomicrografías del aspecto celular a una ampliación de 200X. 

3.4 Procesamiento de datos  

Para determinar la relación entre la enzima utilizada y el disgregado enzimático 

(viabilidad y rendimiento), se empleó un análisis de varianza simple (ANOVA 

unifactorial), considerando la viabilidad y el rendimiento como indicadores de la 

efectividad enzimática. Asimismo, para evaluar el efecto combinado de la enzima y el 
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medio de cultivo sobre la proliferación y la viabilidad celular, se aplicó un análisis de 

varianza (ANOVA). Los datos obtenidos fueron analizados con un nivel de significancia 

de p < 0,05. 

 



35 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

IV. RESULTADOS 
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Tabla 4. Efecto de tratamiento enzimático en la fase de aislamiento celular sobre el rendimiento, viabilidad y apoptosis. Laboratorio de Biotecnología 

Reproductiva Animal, EEA Canaan INIA-Ayacucho. 

 

Grupo 

(Fase de aislamiento) 

 

n 

Variables 

Rendimiento, Número de 

células (10^4/mL) 

Viabilidad Tripán (%) Viabilidad Hoechst 

33342/PI (%) 

Apoptosis Hoechst 

33342/PI (%) 

G1 3 1.78 ± 0.26 a 66.99 ± 4.59 a 65.53 ± 10.25 a 34.47 ± 10.25 a 

G2 3 2.28 ± 0.57 a 75.21 ± 1.53 a 35.10 ± 3.01 bc 64.90 ± 3.01 bc 

G3 3 2.42 ± 1.29 a 70.13 ± 3.54 a 46.13 ± 0.26 b 53.87 ± 0.26 b 

G4 3 2.60 ± 0.28 a 74.75 ± 5.55 a 26.93 ± 4.91 c 73.07 ± 4.91 c 

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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Figura 10. Efecto de tratamiento enzimático en la fase de aislamiento celular sobre el rendimiento. Laboratorio de Biotecnología Reproductiva Animal, EEA 
Canaan INIA-Ayacucho. 
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Figura 11. Efecto de tratamiento enzimático en la fase de aislamiento celular sobre la viabilidad con ensayo de exclusión mediante la coloración de azul de 
Tripán. Laboratorio de Biotecnología Reproductiva Animal, EEA Canaan INIA-Ayacucho. 
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 Figura 12. Efecto de tratamiento enzimático en la fase de aislamiento celular sobre la viabilidad y apoptosis celular. Laboratorio de Biotecnología Reproductiva 
Animal, EEA Canaan INIA-Ayacucho. (A) Viabilidad celular según la prueba de exclusión de Hoechst 33342/PI, (B) Apoptosis celular según la prueba de 
exclusión de Hoechst 33342/PI. 
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Tabla 5. Efecto del tratamiento enzimático en la fase de cultivo celular sobre el número de células, viabilidad y apoptosis. Laboratorio de Biotecnología 

Reproductiva Animal, EEA Canaan INIA-Ayacucho. 

  

GRUPO 

(Fase de 

cultivo) 

 

n 

Variables 

Número de células 

(10^4/mL) 

Viabilidad Tripán (%) Viabilidad Hoechst 33342/PI 

(%) 

Apoptosis Hoechst 33342/PI (%) 

G1 3 4.08 ± 1.80 a 45.34 ± 12.38 a 58.33 ± 11.47 a 41.67 ± 11.47 a 

G2 3 4.25 ± 1.69 a 71.94 ± 8.26 b 62.48 ± 10.94 a 37.52 ± 10.94 a 

G3 3 1.10 ± 0.15 a 79.44 ± 2.42 b 67.20 ± 5.96 a 32.80 ± 5.96 a 

G4 3 10.55 ± 3.70 a 21.88 ± 2.62 c 18.31 ± 6.29 b 81.69 ± 6.29 b 

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 enzimático en la fase de cultivo celular sobre la viabilidad y apoptosis. Laboratorio de Biotecnología Reproductiva Animal, 
EEA Canaan INIA-Ayacucho. (A) Viabilidad con ensayo de exclusión mediante la coloración de azul de Tripán (B) Viabilidad celular según la prueba de exclusión 
de Hoechst 33342/PI, (C) Apoptosis celular según la prueba de exclusión de Hoechst 33342/PI. 
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Figura 14. Confluencia y morfología celular según grupo de tratamiento y días en la fase de cultivo celular de fibroblastos de alpaca. Laboratorio de 
Biotecnología Reproductiva Animal, EEA Canaan INIA-Ayacucho. 



43 
 

G1 G2 G3 G4

0

20

40

60

80

100

Grupo

P
ro

lif
e
ra

c
ió

n
 (

%
)

a
a

c

b

 

Figura 15. Proliferación de fibroblastos de alpaca de acuerdo al área de confluencia. Programa Image J. Laboratorio de Biotecnología Reproductiva Animal, 
EEA Canaan INIA-Ayacucho. 
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Figura 16. Tiempo de duplicación de fibroblastos de alpaca. Laboratorio de Biotecnología Reproductiva Animal, EEA Canaan INIA-Ayacucho. 
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V. DISCUSIONES 

Durante la fase de aislamiento (Figura 10), los resultados indicaron que el número de 

células obtenidas fue comparable entre los tratamientos (1.78–2.60 × 10⁴/mL), sin 

diferencias significativas. Estos datos sugieren que tanto la colagenasa tipo I (3 mg/mL) 

por sí sola como su combinación 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) presentó un equilibrio más favorable entre 

viabilidad (65.53%) y apoptosis (34.47%), mientras que G2 y G4 (ambos en DMEM) 

mostraron una reducción 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, además de la enzima empleada, el medio de soporte durante la 

digestión enzimática influye en la preservación de la integridad celular. 

Hu et al., (2023) demostraron en células epiteliales humanas y murinas que la 

combinación de colagenasa y hialuronidasa mejora la viabilidad y preservación 

morfológica en comparación con la tripsina. En este estudio, esta combinación no 

mostró el mismo efecto en fibroblastos de alpaca, lo que sugiere que la respuesta varía 

según el tipo celular y el medio de preparación. De manera concordante, Saadeldin et 

al., (2019), observaron en fibroblastos de camello dromedario que la calidad del tejido 

inicial y la optimización del protocolo enzimático 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) reportó que el rendimiento varió según 

la edad de los animales (Figura 10): fue mayor en alpacas mayores de 1 año (1.94 × 10⁶ 

cel/ml) y menor en ejemplares menores de 1 año (1.09 × 10⁶ cel/ml), con valores 

intermedios en animales de 3-4 años (1.24 × 10⁶ cel/ml) y menores de 5 años (1.31 × 

10⁶ cel/ml). 
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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 maduración 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 crítica es la calidad 

celular (viabilidad y apoptosis), más que el rendimiento. 

En este estudio, el aislamiento de fibroblastos de oreja de alpaca se realizó mediante 

digestión enzimática con colagenasa (3 mg/mL) sola o en combinación 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 número de 

células recuperadas entre tratamientos, sí se observaron diferencias en la viabilidad y 

apoptosis evaluadas por Hoechst/PI. Los grupos tratados con ambas enzimas (G3 y G4) 

presentaron una mayor proporción de células apoptóticas en comparación con los 

tratados únicamente con colagenasa (G1 y G2). 

Al comparar estos resultados con los métodos reportados para la obtención de la 

fracción vascular estromal (SVF) en tejido adiposo, se identifican tanto similitudes como 

diferencias. La literatura indica que los procedimientos enzimáticos, especialmente 

aquellos que emplean colagenasa en concentraciones de 0.075–0.2 % (w/v) 

(aproximadamente 750-2000 µg/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 concentración de colagenasa 

utilizada (3 mg/mL, equivalente al 0.3 % w/v) fue superior a la de los protocolos clásicos, 

lo que podría explicar la disminución de la viabilidad observada en los análisis de 

Hoechst/PI, a pesar de obtener un rendimiento celular adecuado. 

La inclusión de hialuronidasa (1 mg/mL) tuvo como objetivo facilitar la disgregación del 

tejido fibroso característico de la oreja de alpaca, en contraste con la matriz adiposa 

blanda del lipoaspirado humano. Sin embargo, este tratamiento combinado parece 

inducir un mayor daño celular, ya que la proporción de células apoptóticas 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 señalaron que las 

condiciones de digestión prolongada o el uso de concentraciones enzimáticas 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 concentración y el tiempo de exposición 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 combinación con hialuronidasa puede comprometer la viabilidad celular, 

aunque se logre un mayor grado de disociación tisular. 

Durante la fase de cultivo (Tabla 5), las diferencias entre los grupos fueron más 

pronunciadas. El grupo G4 (colagenasa+hialuronidasa en DMEM) alcanzó el mayor 

número de células (10.55 × 10⁴/mL), pero presentó la menor viabilidad (21.88% por 

tripán; 18.31% por Hoechst/PI) 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%), además de conservar la morfología fibroblastoide típica. El grupo G1 

presentó valores intermedios. 

Las observaciones morfológicas (Figura 15) respaldaron estos hallazgos. Mientras que 

G2 y G3 conservaron fibroblastos alargados con crecimiento progresivo, en G4 se 

observó una confluencia acelerada acompañada de signos de estrés celular. Estos 

resultados confirman que un mayor número de células no necesariamente se asocia con 

una mejor calidad celular. 

Estos resultados concuerdan parcialmente con los de Huamani (2018) quien observó 

que la combinación enzimática permitió 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 morfología fibroblastoide típica. Estos hallazgos 

resaltan que el efecto del mismo medio puede variar según la especie: en camello, el 

DMEM fue favorable, mientras que en alpaca promovió una proliferación rápida, pero 

con pérdida de viabilidad. 

Durante la fase de cultivo celular (Figuras 13, 14, 15 y 16), se observó que el medio 

empleado influyó significativamente en la calidad del cultivo. Los grupos cultivados en 

DMEM (G2 y G4) alcanzaron un mayor número de células, aunque con resultados 

contrastantes: G2 mostró un equilibrio favorable entre proliferación (Figura 14) y 

viabilidad, mientras que G4 presentó un crecimiento rápido, acompañado 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 número de células, pero una 

morfología fibroblastoide más 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 

señalaron 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 

proliferación rápida se asoció con una mayor aparición de células senescentes, mientras 

que en el medio 199 la tasa de duplicación fue más baja y la proliferación sostenida más 

limitada. En contraste, el medio KAv-1 permitió un mayor número de duplicaciones, una 

mejor preservación morfológica y una menor acumulación de daño 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 

estadísticamente significativa (p < 0.05). Además, las células en DMEM mostraron 

mayor densidad y expansión fibroblastoide a lo largo del tiempo, mientras que las 

mantenidas en M199 presentaron una reducción progresiva del crecimiento y de la 

viabilidad. 

 

El análisis de proliferación evidenció diferencias significativas entre los tratamientos 

(Figura 15). El grupo G2 alcanzó el mayor porcentaje de área de confluencia (78.58%), 

superando a G1 y G3, mientras que G4 presentó 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 combinación utilizada en 

la fase de aislamiento G4, con colagenasa y hialuronidasa, induce una rápida expansión 

inicial, pero se acompaña de un deterioro de la viabilidad. 

Respecto al tiempo de duplicación (TD), se observaron diferencias significativas entre 

los grupos (p < 0.05) (Figura 16). El grupo G4 presentó el menor TD (5.09 ± 1.30 días), 

lo que se diferenció significativamente de G3, que mostró el mayor TD (22.72 ± 1.71 

días). Los grupos G1 (13.06 ± 5.09 días) y G2 (8.62 ± 5.35 días) presentaron valores 

intermedios, sin diferencias significativas respecto de G3 ni de G4. Estos resultados 

confirman que tanto el protocolo enzimático como el medio de cultivo influyen en la 

dinámica de la proliferación celular. Los tratamientos más intensivos tienden a acelerar 

la duplicación celular, mientras que condiciones más conservadoras prolongan el tiempo 

de duplicación (TD), lo que podría favorecer la preservación de la calidad celular. 

 

En la tesis de Huamani, (2018), aunque se trabajó con espermatogonias, también se 

observó que las características intrínsecas de la población celular (edad del animal y 

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

cultivo actúan como determinantes del crecimiento posterior. 

 

El análisis cinético mostró que el grupo G4 presentó el menor tiempo de duplicación 

(5.09 ± 1.30 días), lo que indica una mayor tasa de proliferación. En contraste, G2 

combinó un tiempo de duplicación intermedio (8.62 ± 5.35 días) con elevados niveles de 

viabilidad celular (Figura 13 y 15), lo que la posiciona como una condición favorable para 

el establecimiento de cultivos primarios. 

Saadeldin et al., (2019), reportaron que los fibroblastos de camello mantuvieron una 

proliferación estable a lo largo de varios pasajes, preservando su morfología 

fibroblastoide, lo 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 desempeño más consistente del cultivo, en comparación con 

condiciones que inducen una proliferación más acelerada pero potencialmente menos 

estable (como G4). 

Por otro lado, el efecto de la combinación colagenasa + hialuronidasa no mostró un 

aumento significativo de la proliferación 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 podría estar relacionada con un mayor nivel de 

apoptosis inicial (como se observó en la fase de aislamiento), lo que repercute 

posteriormente en la capacidad proliferativa. 
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VI. CONCLUSIONES 

- Se obtuvieron fibroblastos de biopsias de oreja de alpaca mediante digestión con 

colagenasa tipo I sola o combinada con hialuronidasa, destacando la colagenasa 

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

 

- La proliferación y morfología fibroblastoide se conservaron óptimamente en DMEM 

suplementado (viabilidad 71.94%), mientras que TCM-199 mostró menor 

crecimiento, pero estabilidad morfológica mantenida. 

 

- El tratamiento con colagenasa en DMEM proporcionó un equilibrio óptimo entre 

rendimiento, viabilidad y estabilidad celular, en contraste con la combinación 

colagenasa + hialuronidasa, que indujo alta apoptosis y comprometió la integridad 

del cultivo. 
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VII. RECOMENDACIONES 

 

- Realizar trabajos de investigación enfocados en optimizar la digestión enzimática, 

evaluando la relación entre la cantidad de tejido y la actividad específica de las 

enzimas utilizadas, para mejorar el rendimiento y la viabilidad celular. 

- Estudiar con mayor profundidad la acción de la colagenasa y la hialuronidasa sobre 

la matriz extracelular del tejido auricular de alpaca, determinando las 

concentraciones y tiempos de exposición más adecuados que minimicen la 

apoptosis y el daño celular. 

- Estandarizar protocolos de aislamiento y cultivo primario, considerando variables 

como el tipo de medio, concentración de suero fetal bovino, y densidad de siembra, 

con el fin de conservar la morfología fibroblastoide y la estabilidad del cultivo a largo 

plazo. 

- Implementar ensayos para medir la actividad enzimática y la viabilidad celular 

mediante técnicas cuantitativas más precisas, como citometría de flujo, ensayos de 

apoptosis y análisis de proliferación. 

- Desarrollar investigaciones complementarias sobre el efecto de factores de 

crecimiento, antioxidantes y condiciones de oxígeno reducido en la proliferación y 

mantenimiento de fibroblastos, para favorecer su aplicación en estudios de 

medicina regenerativa.
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IX. ANEXOS 

Anexo 1. Aislamiento celular de fibroblastos de alpaca 

 

Anexo 2.  Zona de trabajo en aislamiento y cultivo celular de fibroblastos de alpaca 

 

 

Anexo 3. Viabilidad y apoptosis mediante Hoechst 3342/PI en fase de aislamiento celular de 
fibroblastos de alpaca 
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Anexo 4. ANOVA rendimiento en fase de aislamiento celular de fibroblastos de alpaca. 

Fuente SS DF MS F (DFn, DFd) p 

Tratamiento (entre grupos) 1.11 3 0.372 F(3,8)=0.696 0.580 

Residual (dentro grupos) 4.27 8 0.534 
  

Total 5.38 11 
   

SS: Suma de cuadrados (Sum of Squares); DF: Grados de libertad (Degrees of Freedom); MS: 

Media cuadrática (Mean Square); F (DFn, DFd): Estadístico F con grados de libertad del 

numerador (DFn) y denominador (DFd). 

 

Anexo 5. ANOVA de viabilidad según prueba de exclusion de azul de tripán 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 0.111 

Residual (dentro grupos) 133 8 16.7 
  

Total 272 11 
   

SS: Suma de cuadrados (Sum of Squares); DF: Grados de libertad (Degrees of Freedom); MS: 

Media cuadrática (Mean Square); F (DFn, DFd): Estadístico F con grados de libertad del 

numerador (DFn) y denominador (DFd). 

 

Anexo 6. ANOVA de viabilidad según 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 11 
   

SS: Suma de cuadrados (Sum of Squares); DF: Grados de libertad (Degrees of Freedom); MS: 

Media cuadrática (Mean Square); F (DFn, DFd): Estadístico F con grados de libertad del 

numerador (DFn) y denominador (DFd). 
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Anexo 7. Tukey post ANOVA de viabilidad según prueba de Hoechst 33342/IP en fase de 
aislamiento celular de fibroblastos de alpaca. 

Comparación Diferencia de medias Resumen p ajustado 

G1 vs G2 30.4 ** 0.001 

G1 vs G3 19.4 * 0.016 

G1 vs G4 38.6 *** <0.001 

G2 vs G3 -11.0 ns 0.178 

G2 vs G4 8.17 ns 0.382 

G3 vs G4 19.2 * 0.017 

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

 

Anexo 8. ANOVA de apoptosis según 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 11 
   

SS: Suma de cuadrados (Sum of Squares); DF: Grados de libertad (Degrees of Freedom); MS: 

Media cuadrática (Mean Square); F (DFn, DFd): Estadístico F con grados de libertad del 

numerador (DFn) y denominador (DFd). 

 

Anexo 9. Tukey post ANOVA de apoptosis según prueba de Hoechst 33342/IP en fase de 
aislamiento celular de fibroblastos de alpaca. 

Comparación Diferencia de medias Resumen p ajustado 

G1 vs G2 -30.4 ** 0.001 

G1 vs G3 -19.4 * 0.016 

G1 vs G4 -38.6 *** <0.001 

G2 vs G3 11.0 ns 0.178 

G2 vs G4 -8.17 ns 0.382 

G3 vs G4 -19.2 * 0.017 

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

 

Anexo 10. ANOVA de viabilidad según prueba de exclusion de azul de tripánen la fase de cultivo 
celular de fibroblastos de alpaca. 

Fuente de variación 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 cuadrática (Mean Square); F (DFn, DFd): Estadístico F con grados de libertad del 

numerador (DFn) y denominador (DFd). 

 

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

Comparación Diferencia de medias Resumen p ajustado 

G1 vs G2 -26.6 * .012 

G1 vs G3 -34.1 ** .003 

G1 vs G4 23.5 * .023 

G2 vs G3 -7.50 ns .643 

G2 vs G4 50.1 *** <.001 

G3 vs G4 57.6 *** <.001 

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

 

Anexo 12. ANOVA de viabilidad según 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 cuadrática (Mean Square); F (DFn, DFd): Estadístico F con grados de libertad del 

numerador (DFn) y denominador (DFd). 

 

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

Comparación Diferencia de medias Resumen p ajustado 

G1 vs G2 -4.15 ns 0.940 

G1 vs G3 -8.87 ns 0.642 

G1 vs G4 40.0 ** 0.003 

G2 vs G3 -4.72 ns 0.916 

G2 vs G4 44.2 ** 0.001 

G3 vs G4 48.9 *** <0.001 

ns: No significativo; *: p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001. 
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Anexo 14. ANOVA de apoptosis según 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 cuadrática (Mean Square); F (DFn, DFd): Estadístico F con grados de libertad del 

numerador (DFn) y denominador (DFd). 

 

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

Comparación Diferencia de medias Resumen p ajustado 

G1 vs G2 4.15 ns .940 

G1 vs G3 8.87 ns .642 

G1 vs G4 -40.0 ** .003 

G2 vs G3 4.72 ns .916 

G2 vs G4 -44.2 ** .001 

G3 vs G4 -48.9 *** <.001 

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

 

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

Fuente SS DF MS F (DFn, DFd) p 

Tratamiento (entre grupos) 8017 3 2672 F (3, 8) = 393 P<0.001 

Residual (dentro grupos) 54.4 8 6.80   

Total 8071 11    

SS: Suma de cuadrados (Sum of Squares); DF: Grados de libertad (Degrees of Freedom); MS: 

Media cuadrática (Mean Square); F (DFn, DFd): Estadístico F con grados de libertad del 

numerador (DFn) y denominador (DFd). 

 

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

Comparación Diferencia de medias Resumen p ajustado 

G1 vs G2 -63.7 *** <0.001 

G1 vs G3 -5.55 ns 0.116 

G1 vs G4 -38.6 *** <0.001 

G2 vs G3 58.2 *** <0.001 
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G2 vs G4 25.1 *** <0.001 

G3 vs G4 -33.1 *** <0.001 

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

 

Anexo 18. ANOVA de tiempo de duplicación 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 cuadrática (Mean Square); F (DFn, DFd): Estadístico F con grados de libertad del 

numerador (DFn) y denominador (DFd). 

 

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

Comparación Diferencia de medias Resumen p ajustado 

G1 vs G2 4.45 ns 0.154 

G1 vs G3 -8.16 ** 0.002 

G1 vs G4 7.97 *** <0.001 

G2 vs G3 -12.6 *** <0.001 

G2 vs G4 3.52 ns 0.206 

G3 vs G4 16.1 *** <0.001 

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

TÍTULO:   Efecto de la digestión enzimática y medios de cultivo en la viabilidad, rendimiento y proliferación de fibroblastos obtenidos por biopsia de oreja de 

Vicugna pacos “alpaca”. 

PROBLEMAS OBJETIVO HIPÓTESIS VARIABLES E 
INDICADORES 

METODOLOGÍA 

1. PROBLEMA 
PRINCIPAL 
¿Cómo afecta las 
condiciones de 
digestión enzimática 
(colagenasa 3mg/ml y 
colagenasa 3mg/ml - 
hialuronidasa 1mg/ml) y 
medio de cultivo 
(DMEM y TCM-199 
suplementados) en la 
viabilidad, rendimiento y 
proliferación celular de 
tejido fibroso de alpaca? 

 

1. OBJETIVO GENERAL 
Establecer el efecto de las 
condiciones enzimáticas y medio 
de cultivo en la viabilidad, 
rendimiento y proliferación celular 
de tejido fibroso de alpaca. 

2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Obtener fibroblastos por 
digestión enzimática de biopsia 
de oreja de alpaca con 
colagenasa y hialuronidasa; y 
describir su morfología. 

- Evaluar la proliferación de los 
fibroblastos en dos medios de 
cultivo TCM-199 y DMEM 
suplementados; y describir su 
morfología. 
- Comparar la viabilidad y 
rendimiento de la digestión 
enzimática y la proliferación de 
fibroblastos en condiciones de 
cultivo primario. 

1. HIPÓTESIS 

El efecto de la colagenasa 
3mg/ml será mejor en el 
rendimiento celular y 
viabilidad, respecto a la 
combinación colagenasa 
3mg/ml - Hialuronidasa 
1mg/ml; mientras que el 
efecto del medio de 
cultivo DMEM 
suplementado será mejor 
en la proliferación celular 
y viabilidad, respecto al 
TCM-199 suplementado. 

 

1. VARIABLES X 

X1. Enzimas de digestión 

 Indicadores 

- Colagenasa 

- Hialuronidasa - 
Colagenasa 

 

X2. Medio de cultivo 

Indicadores 

- TCM-199 suplementado 

- DMEM suplementado 

2. VARIABLES Y 

  

- Rendimiento (células/ml) 

- Viabilidad (%) 

- Proliferación (células/ml) 

1.TIPO DE INVESTIGACIÓN 
Básica 
 
2.NIVEL DE INVESTIGACIÓN 
Básica 
 
3. MÉTODO 
Experimental 
4. POBLACIÓN 
Alpacas de la Estación 
Experimental Agraria Canaan-
INIA-Ayacucho  
 
5. MUESTRA 
Fibroblastos de 12 biopsias de 6 
mm provenientes de orejas de 
alpaca 
 
6. TIPO DE MUESTREO 
No Probabilístico 
 
7. TECNICAS 
- Digestión enzimática 
- Cultivo celular 
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El sustentante alcanzó el promedio de diecinueve (19) aprobatorio. Acto seguido, el presidente 
invito el ingreso de la sustentante y el público, al Auditorio de la Facultad de Ciencias Biológicas 
de la Universidad Nacional de San Cristóbal de Huamanga dando a conocer los resultados e 
indicando que de este modo se da por finalizado el presente acto académico, siend las seis de 
la tarde; firmando al pie del presente en señal de conformidad. 

Miembros del Jurado Evaluador Exposición Respuesta/preguntas Promedio 

Dr. Víctor Luis CÁRDENAS LÓPEZ 18 18 18 
Dr. Arturo RODRIGUEZ ZAMORA 20 20 20 
Dr. Raúl Antonio MAMANI AYCACHI 18 18 18 

PROMEDIO 19 

ACTA DE SUSTENTACIÓN DE TESIS 
Bach. Jhon Wacnerson PRADO YUPANQUI. 

RESOLUCIÓN DECANAL Nº 506-2025-UNSCH-FCB-D 
En la ciudad de Ayacucho, siendo las cuatro de la tarde del día martes treinta de diciembre del año 
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medios de cultivo en la viabilidad, rendimiento y proliferación de fibroblastos obtenidos por biopsia 
de oreja de Vicugna pacas "alpaca", presentado por el Bach. Jhon Wacnerson PRADO YUPANQUI; 
el presidente luego de verificar la documentación presentada, indicó al secretario docente dar 
lectura a la documentación generada que refrenda el presente acto académico, luego de ello 
dispuso el inicio del acto de sustentación, indicando al sustentante que dispone de cuarenta y cinco 
minutos para exponer su trabajo de investigación tal como establece en el Reglamento de Grados 
y Títulos de la Escuela Profesional de Biología de la Universidad Nacional de San Cristóbal de 
Huamanga. Culminada la exposición, el presidente invitó a cada uno de los Miembros del Jurado a 
participar con sus observaciones, sugerencias y preguntas al sustentante. Culminada esta etapa, el 
presidente invitó al sustentante y al público asistente a abandonar momentáneamente el Auditorio 
de la Facultad de Ciencias Biológicas de la Universidad Nacional de San Cristóbal de Huamanga para 
que los miembros del jurado evaluador puedan realizar las deliberaciones y calificaciones 
correspondientes; cuyos resultados son los que se consignan a continuación: 

I·' < :ULTAI 1 l.~ 
CIENCIAS Ul<.>L<JGICAS 

-~ - - - -~~ -~ ------ 

UN S C 1-j 



·tfr .: FiéieY-R. Mu]ic 
DIRECTOR 

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

Yo,FIDEL RODOLFO MUJICA LENGUA, Director de la Escuela Profesional de Biología 
de la Facultad de Ciencias Biológicas de laUniversidad Nacional de San Cristóbal de 
Huamanga; autoridad encargada de verificar la tesis titulada: Efecto de la digestión 
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