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RESUMEN 

Células madre espermatogoniales (SSC) de alpacas adultas fueron identificadas con 

marcadores moleculares (Zbtb16, Integrina β1) y mediante citometría de flujo (CF) bajo 

la intensidad de Dolichos biflorus como sDBA+ (SSC).  Se congelaron fragmentos 

testiculares y suspensiones de células espermatogoniales en 18 medios conteniendo 

ACPs permeables (DMSO y DMA), ACPs no permeables (Trehalosa, Glucosa y 

Sucrosa), suplementados con Maca roja y negra.  Se congelaron 44 muestras 

(fragmentos) y 32 (Células aisladas) mediante protocolos de congelamiento I y II 

respectivamente.   

Al comparar la viabilidad entre fragmentos y células postdescongelamiento, en muestras 

Buenas, con azul de Tripán se observó 75,81±3,25% de viabilidad en fragmentos vs 

54,67%±4,07 en células aisladas en el medio MSA (p<0,05).  Asimismo el porcentaje 

más alto observado en células aisladas fue de 57,24±4,11% vs 73,87±3,55% en 

fragmentos (p<0,05).   En muestras Buenas mediante CF se observó que 13,52±1,27% 

de sDBA+ (fragmentos) y 5,07±1,87%(células en suspensión) en el medio MTO y 

9,67±2,22% (Fragmentos) y 2,73±2,02% (Células aisladas) en el medio (p<0,05). Los 

potenciales de membrana mitocondrial (sMitosense+) postdescongelamiento más altos 

fueron 57,20±9,57% (fragmentos) y 63,68±8,90% (Células aisladas) en los medios 

MTON y MSON respectivamente (p˃0,05). En muestras regulares se observa que el 

34,4% de células son sMitosense+ en el medio MSON postdescongelamiento y en 

muestras buenas existe diferencia significativa en BsMitosense+ entre el medio MFOR 

vs MFO y MFON vs MFO (p<0,05). Asimismo, las células congeladas en el medio 

MSON fueron capaces de proliferar y diferenciarse In vitro postdescongelamiento.  Se 

concluye que es posible identificar la presencia de SSC en alpacas adultas usando 



 
 

marcadores moleculares como β integrina y ZBTB16 mediante qPCR y con DBA 

mediante CF.  Durante la criopreservación se observó que la Maca negra conserva la 

viabilidad y la actividad mitocondrial en las SSC de alpacas adultas congeladas en forma 

de fragmentos testiculares y en células aisladas 

Palabras clave: Célula madre espermatogonial, ACP, Maca, Criopreservación. Maca, 

alpaca. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Spermatogonial stem cells (SSC) of adult alpacas were identified with molecular 

markers (Zbtb16, Integrin β1) and by flow cytometry (CF) under the intensity of 

Dolichos biflorus as sDBA + (SSC). Testicular fragments and spermatogonial cell 

suspensions were frozen in 18 media containing permeable ACPs (DMSO and DMA), 

non-permeable ACPs (Trehalose, Glucose and Sucrose), supplemented with red and 

black Maca. 44 samples (fragments) and 32 (Isolated cells) were frozen by freezing 

protocols I and II respectively. 

When comparing the viability between fragments and post-defrosting cells, in Good 

samples, with Trypan blue, 75.81 ± 3.25% viability in fragments vs 54.67% ± 4.07 was 

observed in cells isolated in the MSA medium (p <0.05). Likewise, the highest 

percentage observed in isolated cells was 57.24 ± 4.11% vs. 73.87 ± 3.55% in fragments 

(p <0.05). In Good samples by CF it was observed that 13.52 ± 1.27% of sDBA + 

(fragments) and 5.07 ± 1.87% (suspended cells) in the MTO medium and 9.67 ± 2.22% 

(Fragments ) and 2.73 ± 2.02% (Isolated cells) in the medium (p <0.05). The highest 

mitochondrial membrane (sMitosense +) potentials after thawing were 57.20 ± 9.57% 

(fragments) and 63.68 ± 8.90% (Isolated cells) in the MTON and MSON media 

respectively (p˃0.05) . In regular samples it is observed that 34.4% of cells are 

sMitosense + in the post-defrosting MSON medium and in good samples there is a 

significant difference in BsMitosense + between the MFOR vs MFO medium and 

MFON vs MFO medium (p <0.05). In addition, the frozen cells in the MSON medium 

were able to proliferate and differentiate in vitro post-thawed. It is concluded that 

atomized commercial black maca exerts a protective effect on cryopreserved alpaca SSC 

in combination with the dilutor medium containing DMSO and Sucrose on the 



 
 

mitochondrial potential of adult alpacas SSCs. It is concluded that it is possible to 

identify the presence of SSC in adult alpacas using molecular markers such as β integrin 

and ZBTB16 by qPCR and with DBA by CF. During cryopreservation it was observed 

that black Maca retains the viability and mitochondrial activity in the SSC of frozen adult 

alpacas in the form of testicular fragments and isolated cells. 

Key words: SSC, CPA, Maca, cryopreservation, alpaca  
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I. INTRODUCCIÓN 

El Perú es el principal productor y exportador de Maca y de fibra de alpaca por lo que 

las actividades laborales asociadas a estos productos tienen una gran transcendencia 

socioeconómica para nuestro país.   El Perú mediante el Decreto Supremo N° 015-2004-

MINCETUR del 28 de julio del 2004 creó la Comisión Nacional de productos bandera 

del Perú (COPROBA); estableciéndose entre los siete primeros productos bandera del 

Perú a la Maca y a los camélidos sudamericanos, la Comisión ha culminado en 

funciones, pero los productos siguen vigentes como productos bandera del Perú como lo 

indica INDECOPI en el 2013 (3) y el Ministerio de la Producción el 2018 (5).   En el 

primer lugar de la ponderación está ubicada la alpaca junto a la vicuña con una 

ponderación de 8.79 y en el cuarto lugar la Maca con una ponderación de 8.25 (Tabla 

N°1), los criterios de inclusión para esta ponderación están basados en: I) En relación al 

origen (24%), II). En relación a producción y gestión (34%) y a su III) Potencial de 

exportación (42%); debido a estos criterios de inclusión se ha posicionado a los 

productos bandera del Perú (1, 2).  Actualmente el Perú cuenta con 13 productos que son 

reconocidos como productos bandera del Perú (3), (5). 

Tabla N°1: Valor ponderado de los productos bandera del Perú. (1) 

.  
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La exportación de maca (4) así como de alpaca se ha incrementado anualmente de 

acuerdo a los registros de PROMPERU.  La Maca ha incrementado en 40% el volumen 

de exportación/Kg entre los años 2016/2015 y de 30% entre el 2017/2016; siendo el 

principal mercado Estados Unidos con el 40,6% de la exportación y con un precio 

relativo de 4,46 dólares USA/kg.   En relación a la fibra de alpaca, el principal mercado 

es China con una exportación que supera en 110% entre los años 2017/2016 y un 

incremento del 28% en prendas de líneas textiles del hogar (5).   

En este estudio se utilizaron ambos productos bandera: la alpaca y la Maca con la 

finalidad de establecer biotecnologías reproductivas en relación a la crioconservación de 

células madre de alpaca en presencia de medios crioprotectores suplementados con un 

suplemento natural como la Maca por su potencial antioxidante.   

La alpaca, es una de las principales especies ganaderas de la región altoandina en Perú, 

con mayor impacto económico debido a la cantidad de cabezas que el Perú posee, 

distribuidas en mayor proporción en Puno, Cuzco y Huancavelica.  El 85% de la 

población de las alpacas corresponde a la raza Huacaya (con un 95% de color blanco y 

05% de colores) y el 15% a la raza Suri, la que actualmente está reduciendo su 

productividad. La alpaca en Perú posee una alta variabilidad genética, no obstante, la 

productividad de fibra está disminuyendo anualmente en -2,3%.  Existen dificultades en 

la reproducción como son: un largo tiempo de gestación, dificultades en el manejo de la 

especie a través de inseminación por las dificultades en la colecta de las muestras de 

semen debido a su alta viscosidad, lo que aunado a la enterotoxemia de recién nacidos 

reduce los rebaños peligrosamente (6). 

Lepidium meyenii “maca” es recurso natural de los Andes Centrales del Perú con 

variedades de acuerdo al color de su hipocótilo.  La maca posee constituyentes 

principales como el almidón, fibra dietética y proteínas y componentes menores como 



3 
 

minerales, polisacáridos, polifenoles (flavonolignanos), macaenos, macamidas, 

glucosinolatos y alcaloides de maca con bioactividades benéficas en la salud 

reproductiva, antifatiga, antioxidación, neuroprotección, actividad antimicrobiana, 

anticáncer, hepatoprotección, inmunomodulación y mejora de la salud de la piel y la 

función del sistema digestivo, sin embargo los mecanismos de acción permanecen en 

estudio (190).  En la espermatogénesis la maca negra está asociada con la promoción de 

ésta, por otra parte, se ha observado que la maca negra está asociada con la ayuda para 

la memoria y contra la fatiga, mientras que la maca roja es la variedad que inhibe la 

hiperplasia benigna de próstata y la osteoporosis inducida experimentalmente (7); (8).  

Se ha demostrado, que la Maca ejerce el mejoramiento de la movilidad espermática en 

animales (9), (11), (12) y en humanos (13).  Además, se ha demostrado que revierte los 

efectos dañinos ejercidos por agentes contaminantes como el acetato de plomo (14), 

mejora la calidad espermática en cuanto a concentración y reduce la fragmentación del 

ADN en los espermatozoides de animales sometidos a una subfertilidad inducida 

quimicamente con imidazol oral o mediante infertilidad inducida físicamente con 

campos magnéticos de extremadamente baja frecuencia demostrando su efecto 

citoprotector sobre la fragmentación del ADN (15).  A la Maca como suplemento se le 

atribuye un efecto antioxidante ejerciendo un efecto benéfico reduciendo el estrés 

oxidativo (16). En la fracción acuosa de la maca se han encontrado azucares libres, 

aminoácidos con alto componente de prolina, uridina, ácido málico y una fracción 

conteniendo glucosinolatos mientras que en la fase no polar existen macaenos y 

macamidas (ácidos grasos poliinsaturados y sus correspondientes amidas). En la porción 

seca, el contenido de macaenos oscila entre 0,09 y 0,45%.  Las principales macamidas 

identificadas son: n-bencil pentadecanamida, n-bencil hexadecanamida, n-

(3metoxibencil)-hexadecanamida, n-bencil-hepta decanamida, n-bencil-(9z)-
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octadecanamida, n-bencil-9-oxo-(12z)-octodecamida, n-bencil-

(9z,12z)octadecadienamida, n-bencil-9-oxo-(12z,15z)-octadecadienamida, n-bencil-13-

oxo-(9E,11E)-octadecadienamida, n-bencil-5-oxo-(6E,8E)-octadecadienamida, n-3-

metoxibencil-9z-octadecanamida, n-bencil-(15z)-tetracosenamida, metoxi-n-bencil-

(9z,12z)-octadecadienamida, n-3-metoxibencil-(9z-12z)-octadecadienamida, n-bencil-

(9z,12z,15z) octadecatrienamida, metoxi-n-bencil-(9z,12z,15z)-octadecatrienamida, n-

3-metoxibencil-(9z,12z,15z)-octadecatrienamida y la n-benciloctadecanamida.  La maca 

en polvo posee actividad anti-fatiga, y puede aumentar la duración de la movilidad en 

ratas, en pruebas forzadas de natación ya que atenúa el estrés oxidativo inducido por el 

ejercicio (16). 

Los glucosinolatos corresponden al segundo metabolito secundario más importante en 

la Maca siendo en su mayoría los glucosinolatos aromáticos. Los hipocótilos de maca 

contienen seis glucosinolatos: 5-metilsulfenilpentil, 4-hidroxibencil, bencil, 3-

metoxibencil, 4-hidroxi-3-indolilmetil y 4-metoxi3-indolilmetil glucosinolato, de los 

cuales el bencil glucosinolato representa el 80% del total. Los hipocótilos de maca negra 

tienen en la cosecha más cantidad (0,28±0,01mmol/kg) de 5-metilsulfenilpentil 

glucosinolato que la maca roja (0,23±0,01mmol/kg) con diferencia significativa (pvalue 

˂0,05); no mostrando diferencia significativa (pvalue˃0,05) en relación a la cantidad 

total de glucosinolato que poseen la maca roja (34,9±0,56) y la maca negra (31,43±0,94) 

mmol/kg (17).    Por otra parte, en ratas tratadas con Maca y sometidas a natación se ha 

demostrado el efecto antioxidante de la maca sobre las mitocondrias de las células 

espinales lo que aumenta los niveles de superóxido dismutasa (SOD), glutatión 

peroxidasa (GSH-Px) y glucógeno muscular, así como la mejora evidente en la natación 

(195).  Entre los metabolitos secundarios de la Maca, las macamidas, bencilamidas de 

ácidos grasos de cadena larga: N- (3-metoxibencil) oleamida (MAC 18: 1), N- (3-
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metoxibencil) linoleamida (MAC 18: 2) y N- (3- metoxibencil) linolenamida (MAC 18: 

3), han demostrado poseer efectos neuroprotectores in vitro e in vivo en células de 

glioblastoma MG U-87  en ambientes neurotóxico producidos por cloruro de manganeso 

(MnCl2), éstos efectos neuroprotectores de la maca fueron revertidos por el antagonista 

AM251 del receptor canabinoide CB1. El mecanismo neurotóxico del manganeso (Mn) 

induce un aumento de las especies reactivas de oxígeno (ROS) incrementando el calcio 

intracelular e induciendo la permeabilidad mitocondrial, lo que disminuye el potencial 

de la membrana mitocondrial  induciendo la apoptosis temprana) y la necrosis de las 

neuronas en trastornos neurodegenerativos lo que puede ser revertido por las tres 

macamidas analizadas.  Estos hallazgos sugieren que las macamidas logran sus efectos 

neuroprotectores através de los receptores CB1 a través de su asociación a proteína G, 

protegiendo a las mitocondrias contra la toxicidad inducida por Mn en las células de 

glioblastoma MG U-87. Estos hallazgos sugieren que las macamidas logran sus efectos 

neuroprotectores al unirse a los receptores CB1 y ejercen su función neuroprotectora 

específicamente a nivel mitocondrial (196).   

El polisacárido de Maca MC-1 posee arabinosa (26.21%), manosa (11.81%), glucosa 

(53.66%) y galactosa (8.32%) bajo un ensayo inmunoestimulador se observó que mejoró 

significativamente la capacidad pinocítica y fagocítica y se promueve la secreción de 

NO, TNF-α e IL-6 de las células RAW 264.7, demostrando su rol como alimento 

funcional y promotor de la inmunidad  (197). Asimismo se demostró que el polisacárido 

de Maca MC-2 posee arabinosa (20.9%), manosa (4.5%), glucosa (71.9%) y galactosa 

(2.7%). Los ensayos inmunoestimulantes indicaron que MC-2 induce la polarización de 

macrófagos M2 en el fenotipo M1. Además, el receptor 2 de tipo Toll, el receptor 4 de 

tipo Tll, el receptor 3 del complemento y el receptor de manosa se confirmaron como los 

receptores de membrana para MC-2 en macrófagos. Estos resultados indican que el MC-
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2 posee efecto inmunomodulador y en las terapias de tumores (198).  Por otra parte, se 

conoce que el marcador inflamatorio IL-6 es un predictor de la aparición de efectos 

negativos en la salud (enfermedades cardiovasculares, deteriorio cognitivo y de 

supervivencia diferencial en género) y durante el envejecimiento (aumento de estrés 

oxidativo, cambios circulatorios y respuestas inflamatorias) y se ha demostrado que en 

personas de altura el consumo de Maca está asociado con menores niveles de IL- 6 

corroborándose que presentan mejores condiciones de salud y aptitud física al ser 

consumidores de maca que los que no consumen maca (10).  Por otro lado se ha 

demostrado el efecto de la Maca  en ratones con subfertilidad químicamente-inducida y 

físicamente inducidos, que luego de la administración de Maca durante un ciclo del 

epitelio germinal  es activada la movilidad espermática, activando el sistema P450  en 

ratones inducidos a una infertilidad química; y además se reduce la fragmentación del 

ADN espermático en ratones con infertilidad físicamente inducidos (15).  

 

Debido a que la maca tiene capacidad para eliminar los radicales libres, y proporcionar 

citoprotección en condiciones de estrés oxidativo (18), (19) y posee muchos 

componentes, que aún permanecen en estudio, podría poseer otras propiedades 

adicionales aún no descritas (20).  Por sus efectos benéficos descritos hasta el momento, 

es importante evaluar su efecto considerándolo como un suplemento de potenciales 

crioprotectores para la criopreservación ya que la criogenia somete a las células o tejidos 

a un estrés osmótico y térmico que induce la producción de radicales libres de oxígeno, 

apoptosis y necrosis celular.  

Debido a nuestro interés de conservar a las células madre espermatogoniales de alpaca 

mediante la criopreservación fue necesario evaluar el efecto antioxidante de la maca en 
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el medio de congelamiento con la finalidad de mejorar la viabilidad y la competencia de 

las células postdescongelamiento. 

Las células madre se descubrieron inicialmente en embriones preimplantacionales (21), 

(22), (23), (24), las que al ser transferidas a ratones produjo teratomas evidenciándose 

su rol proliferativo (25).  Se ha descrito la presencia de células madre espermatogoniales 

(SSC) en varias especies animales como en ratas (26), cerdos (27), (28), perros (29), 

toros (30), caballos (Dobrinski (31), en primates no humanos (32) y humanos (33), (34) 

que luego de ser xenotransplantadas a ratones se pone en evidencia la existencia de SSC 

por su capacidad proliferativa.  

En el testículo de mamífero se ha descrito la presencia de SSC que poseen las 

características de autorrenovación y de diferenciación similar a las características 

funcionales de las células madre embrionarias (35). Y debido a que las SSC pueden 

conservar y transmitir información genética a la siguiente generación sería una valiosa 

herramienta en el manejo biotecnológico de una especie de importancia comercial, como 

en el caso de las alpacas.  

Perú posee la mayor cantidad de alpacas del mundo con una alta diversidad genética, la 

que fue analizada mediante 10 microsatélites marcadores mostrando un polimorfismo 

alélico de 144 alelos microsatélites en poblaciones de alpacas de Puno, Junin y 

Huancavelica obteniéndose una alta diversidad genética y una muy baja pero 

significativa diferenciación genética entre las poblaciones evaluadas (36).  Por otra parte, 

se analizó la variabilidad genética en poblaciones de alpacas de Arequipa usando 20 

marcadores microsatélites; la asociación entre los genotipos de microsatélites y los 

rasgos de diámetro de la fibra también fueron examinadas en las alpacas de primera 

esquila. Se evaluaron un total de 230 alelos. La diversidad de genes para cada población 

varió con una alta diversidad genética, pero con reducida diferenciación genética, en 
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relación al grosor de la fibra, entre las poblaciones ya que el grosor no mostró diferencias 

significativas mostrando la homogeneidad entre las poblaciones (37).  Estudios 

adicionales realizados en alpacas de Bolivia han demostrado que existe una alta 

diversidad genética y baja diferenciación genética entre las poblaciones de alpacas (38). 

 La criopreservación de SSC en forma aislada o en forma de biopsias testiculares 

propone, a largo plazo, ser una biotecnología reproductiva con grandes expectativas para 

conservar el material genético masculino basada en el rescate de las SSC y con el 

transplante de éstas se puede restituir la fertilidad y/o conservar la variabilidad genética 

masculina, a través de la crioconservación de SSC lo que podría sentar las bases de la 

creación de bancos de SSC para la alpaca peruana generando nuevas alternativas 

potencialmente útiles que la conservación de la fertilidad masculina (39) en alpacas élite. 

Actualmente existen grupos de trabajo dedicados a desarrollar biotecnologías tanto en el 

aislamiento, en la criopreservación de SSC y en el transplante de éstas células 

describiendo los aportes promisorios de las SSC (40).  Se ha trabajado extensivamente 

en humanos (41), murinos (42), en bovinos (43), (44),  porcinos (45) y en alpacas (46) 

donde se ha logrado identificar a las SSC así como las SSC en diferenciación temprana 

usando marcadores moleculares y con la sonda DBA.  Por otro lado, en alpaca se ha 

estudiado la capacidad proliferativa in vitro de las SSC de alpaca precongelamiento (47) 

y las ventajas que posee congelar las SSC post cultivo In vitro (48). 

 

Con la finalidad de conservar las células madre espermatogoniales se han realizado 

estudios para evaluar la eficacia de congelar células aisladas y fragmentos de tejido 

testicular, utilizado agentes crioprotectores (ACP) permeables y no permeables (42), 

(45); cuyos resultados hasta el momento son especie específico como en Monos (49),  
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bovinos (50), cerdo (51).   Durante la espermatogénesis, existe una apoptosis endógena, 

que descarta a las células que no están idóneas para producir una línea germinal completa 

desde la proliferación de las SSC, lo que garantiza la calidad de la producción 

espermática (52). No obstante durante el congelamiento las células o tejidos 

experimentan cambios asociados a un estrés osmótico y térmico durante el 

congelamiento y descongelamiento, lo que induce en las células aisladas o en las células 

provenientes de tejidos una apoptosis o necrosis celular postdescongelamiento que puede 

ser regulada por sustancias antioxidantes (53). 

 

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la suplementación de Maca roja 

y maca negra en el medio de criopreservación para SSC de alpaca tanto en su forma 

aislada y/o en forma de fragmentos testiculares utilizando crioprotectores permeables y 

no permeables con la finalidad de obtener un protocolo para la conservación de las SSC 

en un potencial medio de criopreservación óptimo, asimismo se diseñaron protocolos de 

congelamiento lento y descongelamiento para conservar las SSC de alpaca. 
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II. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION 

II.1. Planteamiento del problema 

 

La criopreservación de semen de alpaca presenta limitaciones en la colecta de semen y 

en la movilidad espermática pre y postdescongelamiento; asimismo la criopreservación 

de espermatozoides epididimarios de alpaca presenta las mismas dificultades en relación 

a una baja movilidad espermática pre y postdescongelamiento por lo que no pueden ser 

utilizados extensivamente en procesos de inseminación intrauterina tradicional o 

fecundación in vitro (IVF); a diferencia de lo que si ocurre en otras especies como en 

bovinos.  Lo que hace muy dificultoso utilizar semen o espermatozoides epididimarios 

en bancos criogénicos de espermatozoides o semen que permitan la conservación de 

animales elite para el manejo reproductivo de alpacas seleccionadas, mediante 

inseminación intrauterina o mediante IVF o inseminación intracitoplasmática (ICSI). 

 

Asimismo, la conservación mediante criogenia de células madre espermatogoniales de 

alpaca mediante fragmentos testiculares o SSC en forma aislada brinda grandes 

expectativas para la conservación de la fertilidad de animales seleccionados. Hasta el 

momento no se han descrito protocolos de congelamiento para SSC de alpacas ni en 

forma de fragmentos ni en forma de SSC aisladas.   

Los medios de criopreservación existentes hasta el momento, para la conservación de 

SSC son especie-específicos, poseen en su composición agentes crioprotectores 

permeables y no permeables tradicionales los que son citotolerantes a las muestras de 

SSC aisladas o de fragmentos testiculares; así como protocolos de enfriamiento, 

congelamiento y descongelamiento, para alpaca éstos no existen por lo que es necesario 
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establecer los protocolos de criogenia para células aisladas o para fragmentos testiculares 

de alpaca.  

Es por esta razón, que se propuso usar maca negra y roja como suplementos en los 

crioprotectores de criopreservación, debido a sus efectos antioxidantes descritos 

previamente que podrían ayudar a prevenir el estrés osmótico y térmico de la 

criopreservación, así como diseñar un nuevo protocolo de congelamiento con altas tasas 

de viabilidad postdescongelamiento lo cual servirá para conservar las células madre de 

la alpaca como un valiosos recurso biológico peruano. 

 

II 1.1. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN GENERAL  

¿Podrá la Maca roja o negra disminuir parcialmente el efecto del estrés osmótico y 

térmico experimentado por las SSC durante la criopreservación? 

 

II.1.2. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN ESPECÍFICA  

1. ¿Será mejor criopreservar células en forma aislada ó en biopsias para conservar las 

SSC en alpacas? 

2. ¿Existirá mayor viabilidad postdescongelamiento con azul de Tripán luego del 

estrés osmótico y térmico de la criopreservación cuando las SSC y los fragmentos fueron 

congelados en presencia de maca roja o negra? 

3. ¿Será conservado el potencial de membrana mitocondrial postdescongelamiento, en 

las SSC congeladas en forma aislada o en fragmentos con Maca roja o con maca negra 

evaluado mediante CF? 
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II.2 MARCO TEÓRICO 

II.2.1 FERTILIDAD  MASCULINA CONSERVACIÓN DE LA FERTILIDAD Y 

CÉLULAS MADRE ESPERMATOGONIALES (SSC) 

 

La fertilidad masculina en alpacas adultas ha sido estudiada y puede ser afectada debido 

a causas intrínsecas generadas por causas genéticas, endocrinas o causas externas como 

la exposición a agentes químicos o agentes físicos (15).  Por otro lado, en humanos la 

actividad laboral, enfermedades infecciosas u oncológicas; entre otras; disminuyen la 

producción y calidad espermática, incluso la fertilidad la que puede ser afectada desde 

etapas prepuberales debido a tratamientos en pacientes oncológicos que limitan la futura 

fertilidad masculina e impiden conservarla debido a la ausencia de espermatozoides a 

través del congelamiento de semen.  Incluso se ha descrito que se garantiza la fertilidad 

masculina en el adulto cuando existe un balance entre la tasa de autorrenovación de las 

SSC y la tasa de diferenciación celular de éstas (190), por lo que congelar SSC toma una 

gran importancia como el reservorio de la fertilidad masculina. En machos de alpaca 

adulta, se ha logrado establecer que existen SSC (46) y que al evaluar los 

espermatozoides producidos en el semen o en espermatozoides obtenidos de conducto 

deferente o epididimario se están analizando algunos parámetros espermáticos 

relacionados con la fertilidad masculina asociados al potencial fecundante.  Entre los 

parámetros estudiados, se ha determinado la  calidad de espermatozoides analizando la 

función de la membrana plasmática a través del test hiposmótico (54) y de la morfometría 

de la cabeza de los espermatozoides (55).   La fertilidad masculina en alpacas significa 

la capacidad que tiene un macho de producir una cría luego de un empadre, la que puede 

disminuir si se da un empadre continuado ya que en cada monta se transfieren 

espermatozoides a la hembra los que son los que le confieren la capacidad fértil al macho.  



13 
 

Por lo que es necesario evaluar los parámetros espermáticos de viabilidad, morfología, 

movilidad y capacidad de interactuar con la zona pelúcida.  Se analizó la  función de la 

membrana plasmática de los espermatozoides de alpaca los que mostraron una mejor 

actividad a 150 mOsm/kg de citrato tribásico trihidratado de sodio y Fructosa, la que es 

estable desde los 15 minutos de exposición (60%) (54). Asimismo, el estudio de la 

morfometría espermática en los espermatozoides de alpacas fértiles, basada en criterios 

estrictos de Kruger logró determinar que el porcentaje de espermatozoides con cabeza 

normal en alpacas fértiles llega a un promedio de 48.6%±3.4 (55).  Por otra parte, en 

alpacas se ha observado el efecto del fluido folicular en la movilidad espermática (56) y 

la capacidad de los espermatozoides de alpaca a unirse a la zona pelúcida en presencia ó 

ausencia de fluido folicular el cual induce significativamente la movilidad y capacitación 

espermática así como la reacción del acrosoma (57) y la capacidad de unión a la zona 

pelúcida homóloga incrementándose (Media ± SD=2,7± 2,9) en relación al control 

(Media ± SD=1,7± 1,88) mostrándose diferencia significativa (p˂0,05) con los 

espermatozoides capacitados en ausencia de  fluido folicular homólogo (58).  Por otra 

parte, con la finalidad de conservar espermatozoides de alpaca mediante criogenia de 

espermatozoides epididimarios provenientes de camal. En los que se evaluó el efecto de 

crioprotectores en base a TRIS, TES y leche descremada observándose que existe 

diferencia significativa (pvalue <0,05)  en la conservación de espermatozoides de alpaca 

cuando el crioprotector posee leche descremada, sin observar mayores beneficios; ya que 

el porcentaje de movilidad postdescongelamiento es de 17.0%±4.3, con una integridad 

de membrana plasmática de 17.9% ± 5.5 y una relación de viabilidad e integridad 

acrosomal de  27.2 % ± 13.5 (59).  Por otra parte, la criogenia puede inducir efectos 

adversos o inducir un suceso prematuro como ocurre en el espermatozoide de alpaca en 

que se observa una capacitación prematura posdescongelamiento de espermatozoides 
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(60).  Asimismo, dos análogos de superóxido dismutasa (Tempo y Tempol) al 

crioprotector de criopreservación para el semen de alpaca conteniendo leche-yema de 

huevo y fructosa observándose que el porcentaje de movilidad espermática fue de 

11,2%±3-8, en el crioprotector suplementado con Tempo fue de 19.7%±2.29 y 

suplementado con Tempol fue de 22.1%±3.06.  La fragmentación del ADN fue menor 

en el grupo Tempol (16.7%) que en el control (38.8%) con diferenciassignificativas 

(pvalue<0,05), por lo que estos análogos de superoxido dismutasa podrían mejorar la 

calidad posdescongelamiento al estar presentes en el medio crioprotector (61). De forma 

semejante el medio TEST-TRIS-YOLK suplementado con agentes crioprotectores 

permeables como 0.18M, 0.375M, 0.75M de Dimetil acetamida (DMA) y 0.125M, 

0.250M, 0.500M de Dimetilsulfóxido (DMSO) en relación a 0,6M de Glicerol 

observándose diferencias significativas en presencia de DMA 0.375M con los 

porcentajes más altos de movilidad espermática (34.4% ± 1.4), de viabilidad (60.9% ± 

4.0) y de membrana plasmática espermática íntegra y funcional (64.4% ± 1.7) pos-

descongelamiento, en relación al glicerol (pvalue<0,05) (62).   

La crioconservación de espermatozoides de alpacas aún presenta limitaciones para 

conseguir un protocolo adecuado que asegure la calidad de los espermatozoides de 

alpaca postdescongelamiento, lo que aunado a una reducida capacidad para obtener 

muestras de semen de forma repetitiva y de buena calidad lo que asociada a una alta 

viscosidad del semen hacen dificultosa la creación de bancos criogénicos de semen de 

alpaca, lo que  si es posible en otras especies por lo que el manejo biotecnológico 

reproductivo de la alpaca aún está en estudio. No obstante, en el testículo se encuentran 

las SSC que pueden ser conservadas a través de la criopreservación a bajas temperaturas 

en bancos criogénicos de células madre y de esta forma conservar la fertilidad masculina 

(63).  Durante la espermatogénesis, en un animal adulto, se han descrito tres tipos de 
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espermatogonias: la SSC, la espermatogonia en proliferación y la espermatogonia en 

diferenciación (64). Las SSC son células madre adultas localizadas en el túbulo 

seminífero y poseen la capacidad de autorenovarse como otra célula madre, diferenciarse 

e iniciar la meiosis y citodiferenciación a espermatozoide o pueden iniciar la apoptosis 

celular (65).  Recientemente, se ha descrito con una sonda fluorescente DBA por CF, la 

presencia de las SSC en alpacas adultas identificadas como “strongly DBA positive” 

(sDBA+), las células que han iniciado la citodiferenciación temprana como “weakly 

positive DBA” (wDBA+) y células redondas diferenciadas como DBA negative (DBA-) 

(46).  

Las SSC están presentes en cantidad reducida en los túbulos seminíferos de animales 

adultos.  Se estima que, en el ratón adulto, solo el 0,03% de la población de células 

corresponde a SSC en relación a las que se encuentran en proceso de citodiferenciación 

(66), (67), siendo el balance entre la autorrenovación  de las SSC y la diferenciación de 

éstas lo que garantiza la fertilidad masculina (68).  Se han evaluado marcadores 

moleculares que se expresan con mayor proporción en las células madre 

espermatogoniales (69) tanto a nivel de la superficie celular como integrina β-1 (70), 

(71), a nivel intracitoplasmático (entre los que se encuentra a Zbtb16 y Ngn3). PLZF 

también conocido como ZBTB16 o ZFP145 es un represor transcripcional que se une al 

ADN a través de sus dominios de dedos de zinc tipo Kruppel, se expresa específicamente 

en las espermatogonias no diferenciadas (46, 67). El mecanismo exacto por el cual PLZF 

promueve la autorenovación de las SSC no se ha dilucidado completamente, se ha 

observado que regula muchos genes que codifican factores de transcripción y proteínas 

de unión a ARN, lo que aumenta la posibilidad de que el PLZF sea un regulador maestro 

en la parte superior de una jerarquía de proteínas reguladoras transcripcionales / 

postranscripcionales en SSC (146). PLZF reprime la transcripción de c-Kit, gen que 
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promueve la diferenciación espermatogonial inhibiendo la autorenovación. PLZF opera 

en un circuito molecular que amplifica la capacidad de respuesta a las señales de GDNF 

como un medio para mantener los SSC (147, 148). Ngn3 se expresa en un subconjunto 

de espermatogonias que inician la diferenciación, es regulada negativamente al factor 

GDNF responsable del mantenimiento de las SSC, impulsando la diferenciación de SSC. 

La Ngn3 está regulado positivamente por todos los factores de transcripción (STAT3, 

SOX3, SOHLH1 y SOHLH2) que promueven la diferenciación de SSC (150) y es 

regulado negativamente por GDNF, factor de mantenimiento de las SSC (149). Por otra 

parte, se ha logrado identificar a Integrina β1 como marcador molecular específico en la 

superficie de las SSC de ratón que al ser transferidas produjeron espermatogénesis 

completa demostrando su función biológica como SSC (70).  Asimismo la presencia de 

integrina β1 está relacionada con el reconocimiento del nicho “homing” de las SSC en 

el testículo (191). 

Zbtb16 es conservado y junto con integrina β1 están descritos como marcadores de 

autorrenovación en SSC de alpacas (46) y NgN3 es considerado como uno de los 

primeros marcadores en células diferenciadas (72), (73).  Los marcadores de 

autorrenovación están presentes cuando las SSC están  auto renovándose y se conservan 

como SSC observada en felinos domésticos (67), mono Rhesus (74), humanos y en 

ratones (75). Luego de un cultivo in vitro de células espermatogoniales aisladas 

proveniente de alpacas adultas, se evidenció, mediante PCR la expresión de Integrina β1 

y PLZF (46). 
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II.2.2 MACA Lepidium meyenii COMO POTENCIAL ANTIOXIDANTE 

NATURAL EN LA CRIOGENIA DE SSC: 

 

La Maca (Lepidium meyenii walp) es una planta de la familia Brassicaceae que habita la 

región altoandina de nuestro país, desde aproximadamente 2000 años, a 4000 msnm, 

cuyo uso tradicional es como alimento y a la cual se le atribuye un rol medicinal (76). 

Tradicionalmente y científicamente, se demostrado que el consumo de maca o de sus 

componentes mejora la capacidad reproductiva así como en el comportamiento sexual 

masculino; es decir, mejora el libido, la disfunción eréctil cuando se administra un 

extracto lipídico de maca a ratas macho con disfunción eréctil  animales (12), (77), como 

en humanos (78).  

La maca negra es la que posee mejores resultados sobre la espermatogénesis, la memoria 

y contra la fatiga, mientras que la maca roja revierte la hiperplasia benigna de próstata y 

la osteoporosis inducida experimentalmente en ratas (80) y ayuda en la salud humana 

(81).  Por otro lado, la Maca reduce la fragmentación del ADN espermático en animales 

con subfertilidad química inducida (15) en tratamientos de largo tiempo se ha observado 

que la maca negra produce un incremento de la producción diaria de espermatozoides e 

incrementa la movilidad espermática. En cambio, la maca roja, no influye en el número 

de espermatozoides producidos diariamente ni en la movilidad espermática, pero si 

induce una reducción en la próstata.  Estos hallazgos indican una diferencia en la 

respuesta biológica de los ecotipos de maca (82) asimismo se le atribuyen efectos 

energizantes antiestrés y posee una capacidad para eliminar los radicales libres, y 

proporcionar citoprotección en condiciones de estrés oxidativo (19), (18),  (83).   
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Mediante resonancia magnética nuclear (RMN) y análisis bioquímico se ha identificado 

que en la raíz de maca existen proteínas, lípidos, hidratos de carbono, asi como ácidos 

grasos insaturados y minerales.  Adicionalmente se han encontrado metabolitos de 

acuerdo a la coloración del hipocótilo y al lugar de procedencia de la maca entre los que 

destaca la Sucrosa por su elevado contenido (84). Con la finalidad de entender la 

diferencia biológica en la respuesta a los hipocótilos de maca de diferente color se 

conocen algunas de sus propiedades como antioxidantes (19) y como citoprotector 

natural (14), (85) y presencia de Sucrosa (84), (178), podría ser utilizado como un 

suplemento en los medios de criopreservación para células o tejidos con la finalidad de 

fortalecer, nutrir y proteger a las células del estrés osmótico y térmico al cual se enfrentan 

durante el proceso de congelamiento y descongelamiento. Por sus componentes y 

propiedades antioxidantes, la maca se vuelve un buen candidato potencial para la 

suplementación de un crioprotector eficaz para células madre espermatogoniales de 

alpaca. 

      

II.2.3 CRIOPRESERVACIÓN DE TEJIDO TESTICULAR: 

 

La criopreservación de tejido testicular posee un rol promisorio en la infertilidad 

masculina (86), (87), ya que a partir de las biopsias testiculares se puede conservar tanto 

espermatozoides como SSC.  En humanos, se han utilizado espermatozoides 

provenientes de biopsias testiculares postdescongelamiento para producir embriones, 

por ICSI (Inseminación intracitoplasmática de un espermatozoide) sin incrementar las 

tasas de aborto (88).  Asimismo, se ha observado que al transferir SSC de ratón, que 

permanecieron congeladas durante 5 meses a -196°C, desarrollaron espermatogénesis 

completa en el ratón transplantado (95) y al transferir SSC de ratón que permanecieron 
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congeladas durante 14 años a -196°C nacen crías vivas en el ratón transplantado (192) 

lo cual demuestra la competencia de las SSC descongeladas después de permanecer 

durante largos periodos de tiempo (155),  a -196°C en nitrógeno líquido.  Asimismo, se 

ha desarrollado un protocolo de congelamiento de SSC en bovino (98) y en alpacas 

(157).  El banco criogénico de SSC facilitaría la conservación de material genético que 

le permitiría usar las biopsias descongeladas en un trasplante de células madre 

espermatogoniales incluso podrían ser usadas para una proliferación y diferenciación 

celular In vitro lo que brindaría expectativas alentadoras a pacientes oncológicos 

posterior al tratamiento así como se ha realizado en porcino (51) y bovino (50) y pueden 

ser aplicados en  animales élite.  Cuando estas tecnologías de conservar tejido testicular 

o SSC aisladas congeladas brinda innumerables posibilidades cuando las SSC provienen 

de los que pueden ser transferidos a animales de baja calidad reproductiva, a los que se 

ha silenciado su línea germinal masculina endógena, para finalmente transferir las SSC 

de animales elite con alto valor económico, como ocurre con las alpacas en el Perú.  

Los avances en la criopreservación de tejidos, así como el trasplante de células 

germinales y de biopsias testiculares abren nuevos horizontes en la preservación de la 

fertilidad masculina (89), (90) ofreciendo alternativas a pacientes que se enfrentan a 

tratamientos oncológicos que afectan su fertilidad en la etapa infantil ya que no es posible 

conservar espermatozoides en esta etapa, por lo que crioconservar biopsias  testiculares 

(91) puede ayudar a los infantes que siguen tratamientos de quimioterapia y/o 

radioterapia para un posterior transplante y conservar su fertilidad futura (92), aun esta 

estrategia está en etapa experimental en humanos así como en animales y en continua 

investigación (93).  Se analizó el efecto del congelamiento y descongelamiento sobre el 

diámetro de los túbulos seminíferos observándose que luego de la criogenia existe un 

daño notable a las células de Sertoli a las espermatogonias y a los espermatocitos, en 
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cambio en las espermátidas redondas, espermátides alargadas y en los espermatozoides 

mostraron un leve daño pero en su mayoría estas células mantuvieron su estructura 

normal (94).  

 

II.2.4 CRIOPRESERVACIÓN DE SUSPENSIONES DE CÉLULAS 

ESPERMATOGONIALES AISLADAS: 

 

Una alternativa al congelamiento de biopsias o fragmentos testiculares ha sido 

desarrollada en células madre espermatogoniales en forma aislada, con la finalidad de 

obtener un protocolo óptimo para crioconservar estas células y usarlas posteriormente 

en un transplante; se han realizado investigaciones que demuestran la viabilidad del  40% 

de las células espermatogoniales posdescongelamiento (95) y algunas investigaciones 

describen una viabilidad en las células aisladas que oscila entre 66 y 87% en humanos y 

murinos (40), (89) (96) y en bovino el 70%  siendo capaz de proliferar In vitro (97), 

demostrando que son funcionales y capaces de colonizar los testículos en un 

xenotransplante. Esta evidencia demuestra que en un animal adulto las SSC pueden ser 

criopreservadas y luego del descongelamiento son capaces de recuperar su capacidad 

funcional completa (95), (98) (192). Demostrando que bajas tasas de viabilidad son 

suficientes para el uso de SSC postdescongelamiento. 

 

II.2.5 CRIODAÑO POR APOPTOSIS Y NECROSIS EN CÉLULAS MADRE 

ESPERMATOGONIALES DURANTE LA CRIOPRESERVACIÓN. 

Durante la criopreservación, las células o tejidos atraviesan por un estrés osmótico y 

térmico, pudiendo ser afectada drásticamente hasta llegar a la apoptosis y a la necrosis 

(99).  El agua es una de las principales moléculas existente en las células y es la que pone 
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en riesgo a las células durante la criopreservación, durante el cambio de estado de ésta, 

pasando durante la criopreservación del estado líquido al estado sólido, lo que conlleva 

como consecuencia un aumento en su volumen lo cual ocurre durante el congelamiento 

y a su vez es imprescindible la restitución del agua en la célula durante el 

descongelamiento (Fig. N°1). El uso de Agentes crioprotectores (ACP) ha permitido la 

remoción del agua intracelular permitiendo la citoprotección de las células pero que en 

altas concentraciones puede ser tóxica para las células induciendo muerte, apoptosis 

celular y necrosis (100). Por lo que es imprescindible someter a las células o tejidos a un 

periodo precongelamiento a baja temperatura 4ºC denominado periodo de equilibrio 

desde la exposición inicial de la muestra a los CPA lo que representa el segundo paso en 

el proceso de criopreservación que introduce una diversidad de agentes penetrantes 

(permeables a la membrana) y no penetrantes contenidos dentro de un medio 

crioprotector de incubación de células denominado cóctel crioprotector con una duración 

entre 10–60 minutos a 4 °C ,  lo cual es clave para el equilibrio del ACP y la remoción 

del agua desde el interior de la célula estabilizando las membranas plasmáticas y 

previniendo la formación de cristales de hielo en el interior de las células (193, 194). 

 Como consecuencia el proceso de congelamiento y descongelamiento puede inducir 

daños irreversibles, denominado criodaño, pudiendo llegar incluso a la apoptosis y 

muerte celular. Se observa, un aumento significativo en algunos marcadores de 

apoptosis, después del proceso de congelamiento/descongelamiento, entre los que se 

encuentra la alteración en el potencial de membrana mitocondrial, la activación de 

Caspasas, la fragmentación del ADN (101); sin embargo, los protocolos óptimos de 

criopreservación pueden minimizar la inducción de apoptosis celular.  Incluso, se ha 

podido observar que luego del descongelamiento se observa necrosis celular y que luego 

del cultivo de células postdescongelamiento se observa la activación de Caspasa 3 lo que 
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induce la apoptosis, cuando han sido congeladas con protocolos de congelamiento lento 

(102). 

 

Fig. N° 1.  La criopreservación induce la apoptosis celular (101). 

Debido al estrés osmótico y térmico que experimenta la célula o el tejido durante el 

proceso de ajuste a un protocolo idóneo para criopreservar las células se puede inducir 

un proceso de apoptosis temprana y de necrosis celular (103). La muerte celular 

programada es un proceso denominado apoptosis celular, es regulado a través de dos 

vías, la vía intrínseca o también llamada vía mitocondrial y la vía extrínseca o también 

llamada vía de receptores-ligandos; durante la primera vía participa la cisteína proteasa 

(caspasa) 9 y APAF forman el apoptosoma, así como proteínas de la familia Bcl-2 que 

determinan la salida del citocromo c de la mitocondria entre otras proteínas. Mientras, 

que en la vía extrínseca participa la caspasa-8, receptores de muerte como Fas 

(CD95/Apo-1) o TNF-1 (TNFR1, Tumor Necrosis Factor Receptor 1), entre otros 
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(Figura 2). Ambas vías convergen en la activación de la caspasa ejecutora, caspasa-3 

(104). 

 

Fig. N°2: Vía extrínseca e intrínseca de la apoptosis celular (104). 

 

Durante el proceso de criopreservación y descongelamiento de células madre se ha 

observado que la viabilidad celular disminuye significativamente cuando son evaluadas 

con el colorante vital azul de Tripán (105). Por otro lado, se encontró una relación directa 

en la criopreservación de células madre y la apoptosis temprana, evaluadas por un 

aumento de la activación de caspasas-3,8 y 9, además de especies reactivas de oxígeno 

(ROS) y la translocación de la proteína p53(106). 

 

La función mitocondrial (107) es un buen marcador de viabilidad y también de estrés 

celular ya que esta organela funciona ejerciendo un balance energético celular y posee 
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varios estados; cuando las células poseen membrana plasmática intacta y alto potencial 

de membrana mitocondrial (célula viable), cuando la célula posee membrana plasmática 

intacta pero disminuye su potencial mitocondrial (apoptosis temprana) y se denomina 

necrosis, cuando la membrana plasmática está deteriorada y rota,  donde no existe 

potencial de membrana mitocondrial (108).     Durante la respiración mitocondrial, la 

energía celular es almacenada como un gradiente electroquímico a través de la 

membrana mitocondrial, se acumula energía en células vivas y saludables creando un 

potencial transmembrana que permite a las células dirigir la síntesis de ATP.  La pérdida 

del potencial de transmembrana mitocondrial (109) interno es frecuentemente asociada 

con estados tempranos de apoptosis celular (110), (111) y puede ser usada como 

biomarcador de estrés oxidativo (65).  Existen varios factores que pueden regular la 

apoptosis mediada por la actividad mitocondrial.  Uno de los procedimientos que puede 

inducir estrés y daño celular es durante la criopreservación lo que induce un deterioro en 

el potencial de membrana mitocondrial (112), induciendo apoptosis celular.  En muestras 

descongeladas podríamos obtener muestras celulares intactas, con apoptosis temprana y 

en necrosis, lo cual solo puede ser determinado con diferentes técnicas como citometría 

de flujo (113), inmunofluorescencia (114), western blot (115), mediante caracterización 

molecular (116), (117) mediante la evaluación de la fragmentación del ADN mediante 

TUNEL (118). 

 

Una forma de determinar el potencial mitocondrial, apoptosis temprana, apoptosis y 

necrosis en las células postdescongelamiento es a través de citometría de flujo (CF) 

mediante el uso del Kit de Millipore FlowCellect ™ MitoPotential Red incluye dos 

sondas fluorescentes siendo uno de ellas, el MitoSense agente químico denominado l 

1,1', 3,3,3',3'-Hexametilindodicarbocianina yoduro), un colorante catiónico fluorescente 
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que se acumula en las mitocondrias y es sensible a los cambios en el potencial de 

membrana mitocondrial (109) y la sonda 7-AAD (Aminoactinomicina D) la cual puede 

determinar indirectamente la viabililidad celular ya que este colorante (7AAD) no  se 

intercala en el ADN celular  cuando las membranas son impermeables e intactas (vivas, 

en apoptosis temprana) y solo puede unirse al ADN de las células en necrosis cuando las 

células ya han experimentado la ruptura de la membrana celular y nuclear dejando que 

el 7AAD se una al ADN (113) que identifica a las células en necrosis.  

 

II.2.6 Dolichos biflorus agglutinin (DBA), MITOSENSE Y 7AAD: 

 

Dolichos biflorus agglutinin conocida como DBA es una lectina específica que reconoce 

a los residuos glicoconjugados terminales α–N– acetilgalactosamina (GalNAc) 

altamente reactivos en la superficie de las membranas plasmáticas de las SSC.  Se ha 

evaluado a las SSCs de bovino (97), felinos (119), ratones (120), cerdos (121)  de forma 

exitosa exitosamente, que ha sido corroborado con marcadores moleculares (73) (122), 

para células madre como NANOG y SSEA-1 (123). Así como en SSC de alpaca la sonda 

DBA ha sido asociada a marcadores moleculares como Integrina β1 y PLZF para SSC y 

NgN3 para SSC en diferenciación temprana (46).  

Los epítopos de glicanos disminuyen rápidamente en las células que experimentan una 

diferenciación temprana, por lo tanto la pérdida de epítopos de GalNAc, es el cambio 

inicial que ocurre en la superficie celular que se evidencia en las células que se 

diferencian, como una diferenciación temprana y es el único marcador de superficie 

celular que está estrechamente asociado con el estado pluripotente (120). La lectina DBA 

es, por lo tanto, una herramienta útil para caracterizarlas como un indicador de 

compromiso de diferenciación y un predictor de pluripotencia durante el desarrollo, 
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demostrándose que posee una gran utilidad en el reconocimiento y la caracterización de 

las células madre espermatogoniales aisladas, así como en la evaluación de su presencia 

en las colonias de SSC evidenciando de manera eficiente a las SSC con un marcador no 

destructivo.  Asimismo se ha usado a DBA como una herramienta para discriminar a las 

SSC, las células que están en diferenciación temprana y las células diferenciadas en el 

testículo de alpacas adultas lo que facilita su uso y monitoreo en procedimientos como 

cultivo celular y criopreservación de células espermatogoniales entre las que se 

encuentra las SSCs (47), (124). 
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II.3 JUSTIFICACIÓN DEL ESTUDIO 

 

En el Perú, de acuerdo a la declaración simplificada de exportación en el sector textil se 

ha observado un incremento en los dos primeros meses del año 2018 el que asciende a 

US$ 203 millones, siendo US$ 21 millones mayor con respecto al mismo periodo del 

año anterior.  La demanda del mercado ha solicitado el pelo fino cardado de Alpaca lo 

que llega a US$ 13 millones reflejando un aumento del 47,5% en relación al año anterior 

(125). 

La criopreservación de espermatozoides de alpaca, no ha sido utilizada extensivamente 

debido a sus limitaciones en la colecta de semen, asimismo la criopreservación de 

espermatozoides epididimarios de alpaca presenta dificultades en relación a una baja 

movilidad espermática postdescongelamiento.  Debido a estas limitaciones, nosotros 

proponemos la conservación del material genético testicular destacando la 

crioconservación de las SSC para su uso posterior.   

El aislamiento, caracterización, cultivo y trasplante de las SSC son herramientas que 

permitirán mejorar la eficiencia de la producción ganadera. Este tipo de tecnología 

permitirá la inmortalización y/o transferencia de líneas germinales de alpacas macho con 

características genéticas deseables, como buena fibra, expandiendo su disponibilidad y 

haciendo más accesible este recurso y finalmente, comercial, para beneficio de las 

comunidades que apoyan su economía en la alpaca. 

El uso de biotecnologías reproductivas como la criogenia permitiría el rescate y la 

conservación de material genético masculino no solo en espermatozoides que tiene una 

vida limitada al tiempo de fertilidad del animal del cual provienen;  sino también en el 

rescate y la conservación de células madre testiculares proveniente de machos de alpaca 
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de buena fibra y fertilidad probada, cuyas células pueden ser conservadas por largo 

tiempo, proliferadas in vitro y transplantadas a animales sin línea endógena para que 

pueda permanecer la genética del animal del cual proceden las SSC.   

 

Por otra parte, trabajar en la conservación de SSC y aportar al conocimiento en el 

aislamiento, proliferación, conservación criogénica de SSC aisladas o en forma de 

fragmentos testiculares puede ayudar al desarrollo y la aplicación de esta tecnología en 

pacientes oncológicos e incluso en niños que aún no poseen espermatogénesis completa 

y carecen de espermatozoides, cuyo transplante puede mantener su fertilidad futura para 

lo cual es necesario continuar investigando con la finaloidad de optimizar los protocolos 

de criopreservación para SSC. Hasta el momento se conocen protocolos para la 

criopreservación de SSC de ratón, bovino, cerdo y humano.  Los medios de 

criopreservación, los tipos de muestras (Fragmentos o células aisladas), los protocolos 

de enfriamiento y congelamiento son especie específicos,  sin resultados extrapolables 

para las SSC de alpacas; es por esta razón que se propuso congelar SSC en fragmentos 

y en forma de SSC aisladas evaluando el efecto de maca roja y negra como un 

suplemento en el crioprotector de Criopreservación, así como diseñar un nuevo 

protocolo de congelamiento con altas tasas de viabilidad postdescongelamiento lo cual 

serviría para conservar las células madre de la alpaca como un valioso recurso biológico 

peruano. 

Razón por lo cual, hemos evaluado un panel de agentes crioprotectores (ACP) 

permeables y no permeables asociados a un suplemento natural, con función 

antioxidante, como la maca negra y maca roja, asociados a un enfriamiento, 

congelamiento y descongelamiento.  Verificando postdescongelamiento la viabilidad 

celular.  Por otra parte, mediante citometría de flujo, se describe el número de sDBA+, 
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wDBA+ y DBA- con la reactividad a la sonda DBA y con el Kit Flow Cellect 

Mitopotential  Red que posee dos sondas: Mitosense y 7AAD; determinan la 

conservación del potencial de membrana mitocondrial describiendo células como 

sMitosense+ (con potencial mitocondrial intacto); wMitosense+ (con disminución del 

potencial mitocondrial o en apoptosis temprana), sin potencial mitocondrial pero 

negativa a 7AAD (Apoptosis) y células 7AAD+ (en Necrosis).  

Esta nueva metodología de SSC congeladas propondría una alternativa al manejo 

reproductivo tradicional de la alpaca ya que potencialmente podría usarse para la 

creación de bancos de SSC y potencialmente podría usarse en el transplante y/o 

extensión de la fertilidad, así como la diferenciación In vitro de espermatozoides, a partir 

de SSC congeladas provenientes de alpacas élite de alto valor genético, lo cual 

impactaría positivamente en la producción y la exportación de la fibra de la alpaca 

peruana.   
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II.4 OBJETIVOS E HIPOTESIS 

 

II.4.1 OBJETIVO GENERAL: 

 

Evaluar el efecto de la suplementación de Maca roja y Maca negra JUVENS en la 

criopreservación de fragmentos testiculares y SSC aisladas determinando la viabilidad y 

el potencial de membrana mitocondrial en las SSC postdescongelamiento en alpaca 

Vicugna pacos 

 

II.4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

1. Evaluar la presencia de SSC con marcadores moleculares y con DBA mediante CF 

en muestras testiculares de alpacas adultas. 

2. Diseñar sistemas de criopreservación para fragmentos y SSC aisladas proveniente 

de alpacas adultas usando como suplemento natural a maca negra y roja Juvens. 

3. Evaluar y comparar el potencial de membrana mitocondrial postdescongelamiento 

en SSC descongeladas provenientes de fragmentos y SSC aisladas 

postdescongelamiento mediante CF. 

 

II.4.3 HIPÓTESIS 

 

El suplemento de Maca en el medio crioprotector conserva la viabilidad de las SSC de 

alpaca postdescongelamiento dependiendo de la propiedad antioxidante que posee. 
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III. METODOLOGÍA 

III.1 DISEÑO DEL ESTUDIO 

 

Es un estudio de investigación experimental donde se evalúa la presencia de SSC en el 

testículo de machos adultos de alpaca mediante el uso de marcadores moleculares 

mediante PCR, con la sonda (DBA) usada en la identificación de SSC mediante CF en 

muestras frescas.  Asimismo, se evaluó el efecto del extracto hidroalcólico atomizado de 

maca roja y de maca negra atomizada comercial de la marca JUVENS que corresponden 

al mismo tipo de Maca descritos en su composición anteriormente (178) y usados como 

suplemento en los medios de criopreservación de este trabajo de investigación.  Las 

muestras fueron congeladas en forma de fragmentos así como en forma aislada en 

suspensión. Por otro lado, se diseñaron los protocolos de congelamiento para fragmentos 

y para células aisladas, asimismo se comparó la viabilidad celular postdescongelamiento 

usando azul de Tripán.  Por otra parte, se determinó la presencia de SSC y el cambio del 

potencial de membrana mitocondrial postdescongelamiento.   

Adicionalmente, muestras descongeladas en forma aislada en medio MSON fueron 

cultivadas postdescongelamiento para evaluar su capacidad proliferativa y de 

diferenciación In vitro. 

El procedimiento del trabajo siguió la siguiente secuencia: 

1) Análisis molecular para la identificación de células madre con marcadores 

moleculares específicos mediante PCR,  

2) Criogenia termocontrolada para fragmentos o para SSC aisladas  usando el software 

Cryogenesis IV. 
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3) Determinación del potencial de membrana mitocondrial, apoptosis temprana, 

apoptosis y necrosis en las muestras postdescongelamiento fueron analizadas mediante 

CF con la lectina FITC-DBA (revela a las células madre) asociado al Kit Flow Cellect 

TM Mitopotential Red (revela células saludables con alto potencial de membrana 

mitocondrial, con bajo potencial de membrana mitocondrial (células en Apoptosis 

temprana), con nulo potencial mitocondrial y negativas a 7AAD (células en Apoptosis) 

y 7AAD+ (Células en necrosis) mediante CF. 

 4) Cultivo de células postdescongelamiento para evaluar su capacidad proliferativa y de 

diferenciación analizadas mediante CF. 

 

III.2 POBLACIÓN 

 

En este estudio se usaron muestras provenientes de 47 animales (Tabla N°2). Las 

muestras frescas para las pruebas de viabilidad celular precongelamiento, cultivo de 

muestras para PCR con marcadores moleculares para SSC, en la determinación de SSC 

con la sonda DBA mediante CF y se analizó la viabilidad de los suplementos de Maca 

roja y maca negra comercial atomizada JUVENS cuyos componentes principales son 

descritos (Anexo 18) y la composición de la Maca roja y negra fue estudiada mediante 

resonancia magnética nuclear por el Círculo de Investigación de Plantas con Efecto en 

la Salud, (Grant no. 010-2014-FONDECYT) (Anexo 19). Por otra parte, se congelaron 

muestras en forma de fragmentos y suspensiones celulares de células espermatogoniales 

en los 18 medios analizados. En las muestras postdescongelamiento se evaluó la 

viabilidad con azul de Tripán, se determinó la presencia de SSC y el potencial de 

actividad mitocondrial. En la tabla N°2 se resume lo realizado. 
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III.3 MUESTRA 

 

Muestra biológica.   El moderno Camal Municipal de Huancavelica cuenta con un 

sistema de bioseguridad certificado por SENASA donde recibe alpacas que provienen 

de crianza familiar y de centros pablados de las zonas de Lacchoc, Cachimayo, Huaracco 

y Carhuancho.  Las características fenotípicas de alpaca y la edad fueron evaluadas por 

veterinarios-zootecnistas del Grupo de Investigación del Dr. Jaime Ruiz de la 

Universidad Nacional de Huancavelica. Está ubicado en la localidad de Chuñuranra, a 

3,680 msnm, a unos 15 minutos de la ciudad de Huancavelica. A este lugar llegan alpacas 

casi exclusivamente del fenotipo Huacaya, entre machos jóvenes, machos adultos, 

capones y hembras.  Diariamente son sacrificadas entre 80 y 100 alpacas. Estos animales 

están alimentados bajo condiciones de campo o pastoreo natural, expuestos a la luz 

natural durante el día, a una temperatura ambiental promedio de 6 a 8ºC, precipitación 

pluvial anual promedio entre 400 a 700 mm y a una altitud entre 4,000 a 4,600 msnm.  

Los animales suben a la plataforma y el personal técnico del Camal realiza el puntillazo 

en la médula espinal, a la altura de la nuca, quedando el animal inmovilizado. 

Seguidamente, las degollan, desangran y luego los cuelgan boca abajo para proceder a 

retirar la piel y luego las vísceras. Es en este momento en que se procede a muestrear los 

testículos, que inmediatamente son lavados con PBS, decapsulados y colocados en una 

caja isotérmica provista de hielo en gel para su transporte hasta el laboratorio.  Se usaron 

testículos provenientes de 47 animales, se detallan en el Anexo N°1, con los cuales se 

realizaron las evaluaciones que se detalla en la Tabla N°2. 
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Tabla N°2. Muestras utilizadas en el estudio 

 

      

III.3.1 SELECCIÓN DE LA MUESTRA 

 

El personal técnico del Camal realiza la inspección sanitaria antes y después del 

sacrificio. Las características fenotípicas de alpaca clínicamente sanas (126), (127).  

Asimismo, la clasificación en Huacaya, cuando los animales presentaban fibras 

perpendicularmente a la superficie del cuerpo (sin fibras uniformes en grosor en un 

mismo animal) y Suri (con fibra espiralada formando rulos que caen paralelamente a 

ambos lados del cuerpo con fibra uniforme y fina) (128), (129, 130).  La edad y la salud 

reproductiva de las alpacas macho (131) fueron evaluadas por veterinarios-zootecnistas 

de la Universidad Nacional de Huancavelica.  Se seleccionaron machos Huacaya adultos 

para la colecta de testículos y epidídimos considerándose como macho adulto (de 4 a 6 

años).  Un parámetro importante fue la movilidad espermática progresiva, la cual fue 

registrada de forma rápida, como porcentaje de espermatozoides móviles progresivos y 

de acuerdo a esto, las muestras espermáticas fueron tipificadas como buenas (≥30% de 
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espermatozoides epididimarios móviles progresivos), regulares (20-29% de 

espermatozoides epididimarios móviles progresivos) y malas (De 0 a 19% de 

espermatozoides epididimarios móviles progresivos) (46). 

Luego del aislamiento celular, se siguió el procedimiento descrito en la Fig. N°3, se 

determinó la viabilidad de las células espermatogoniales redondas precongelamiento y 

se seleccionaron las muestras con ≥80% de viabilidad mediante azul de tripán tanto para 

el cultivo y criopreservación. Los medios experimentales usados, como medios 

crioprotectores, para fragmentos como para SSC aisladas incluyeron un ACP permeable, 

un ACP no permeable y suplementados con el extracto atomizado comercial de Maca 

JUVENS Roja y negra, descritas en su composición en el Anexo 18 y  estudiada por el 

Círculo de Investigación de Plantas con Efecto en la Salud, (Grant no. 010-2014-

FONDECYT) y descritas por el la presencia de glucosinolatos y macamidas por 

resonancia magnética nuclear (Anexo 19). Asimismo, la maca atomizada JUVENS 

corresponde al mismo tipo de maca usada anteriormente (178) cuyo voucher fue 

registrado en HEPLAME-MG_2015 en la Sección de Ciencias Farmacèuticas de la 

Universidad Peruana Cayetano Heredia (178). Los medios usados como dilutor fueron 

suplementados con Maca Roja, negra ó sin Maca y se detallan en la Tabla N°3. 

Tabla N°3: Componentes de los medios de Criopreservación  

 

DMSO = Dimetilsulfóxido. DMA= Dimetilacetamida.Maca: Juvens. 
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III.3.2 Criterios de inclusión:(46)  

● Peso testicular mayor a 8g de peso. 

● Con espermatozoides epididimarios móviles ( ≥30%). 

● Con viabilidad inicial en células espermatogoniales  ≥80%. 

 

III.3.3 Criterios de exclusión: 

• Testículos menores a 8g de peso. 

• Testículos con anormalidades como hidrocele, con quistes o coloración oscura. 

• Muestras testiculares que presenten espermatozoides muertos en el epidídimo. 

• Viabilidad <80% en células espermatogoniales aisladas precongelamiento. 
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III. 3.4 FLUJOGRAMA 

 

 

 

Fig. N° 3. Diagrama de flujo de las actividades realizadas en el estudio de investigación. 
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III.4 OPERACIONALIZACIÓN DE VARIABLES: 

III. 4.1. VARIABLES INDEPENDIENTES 

Medios de criopreservación: 

1. MTOR (Medio HAM F10 suplementado con 10% de SFB, conteniendo, 0,2M 

Trehalosa, 10% Dimetilsufóxido suplementado con 20 mg/ml del extracto 

hidroalcohólico atomizado de Maca Roja JUVENS). 

2. MTON (Medio HAM F10 suplementado con 10% de SFB, conteniendo, 0,2M 

Trehalosa, 10% Dimetilsufóxido suplementado con 20 mg/ml del extracto 

hidroalcohólico atomizado de  Maca Negra JUVENS) 

3. MTO -(Medio HAM F10 suplementado con 10% de SFB, conteniendo, 0,2M 

Trehalosa y 10% Dimetilsufóxido) 

4. MTAR Roja (Medio HAM F10 suplementado con 10% de SFB, 0,2M de Trehalosa/ 

10% Dimetilacetamina suplementado con 20mg/ml del extracto hidroalcohólico 

atomizado de  Maca Roja JUVENS) 

5. MTAN (Medio HAM F10 suplementado con 10% de SFB conteniendo 0,2M de 

Trehalosa/ 10% de Dimetilacetamina suplementado con 20 mg/ml de del extracto 

hidroalcohólico atomizado de Maca Negra JUVENS) 

6. MTA (Medio HAM F10 suplementado con 10% de SFB, conteniendo 0,2M de 

Trehalosa y 10% de Dimetilacetamina) 

7. MFOR (Medio HAM F10 suplementado con 10% de SFB conteniendo 0,2M de 

Fructosa, 10% de Dimetilsufóxido y 20 mg/ml del extracto hidroalcohólico atomizado 

de  maca Roja JUVENS) 

8. MFON (Medio HAM F10 suplementado con 10% de SFB conteniendo 0,2M de 

Fructosa, 10% de Dimetilsufóxido y 20 mg/ml del extracto hidroalcohólico atomizado 

de  maca Negra JUVENS) 
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9. MFO-(Medio HAM F10 suplementado con 10% de SFB conteniendo 0,2M de 

Fructosa y 10% de Dimetilsufóxido) 

10. MFAR (Medio HAM F10 suplementado con 10% de SFB conteniendo 0,2M de 

Fructosa, 10% de Dimetilacetamida y 20 mg/ml del extracto hidroalcohólico atomizado 

de  maca Roja JUVENS) 

11. MFAN (Medio HAM F10 suplementado con 10% de SFB conteniendo 0,2M de 

Fructosa, 10% de Dimetilacetamida y 20 mg/ml del extracto hidroalcohólico atomizado 

de maca Negra JUVENS) 

12. MFA-(Medio HAM F10 suplementado con 10% de SFB conteniendo 0,2M de 

Fructosa y 10% de Dimetilacetamida) 

13. MSOR (Medio HAM F10 suplementado con 10% de SFB conteniendo 0,2M de 

Sucrosa, 10% de Dimetilsufóxido y 20mg/ml del extracto hidroalcohólico atomizado de 

de maca roja JUVENS) 

14. MSON (Medio HAM F10 suplementado con 10% de SFB conteniendo 0,2M de 

Sucrosa, 10% de Dimetilsufóxido y 20 mg/ml del extracto hidroalcohólico atomizado de  

Maca negra JUVENS) 

15. MSO- (Medio HAM F10 suplementado con 10% de SFB conteniendo 0,2M de 

Sucrosa y 10% de Dimetilsufóxido) 

16. MSAR (Medio HAM F10 suplementado con 10% de SFB conteniendo 0,2M de 

Sucrosa, 10% de Dimetilacetamida y 20 mg/ml del extracto hidroalcohólico de  maca 

roja JUVENS) 

17. MSAN (Medio HAM F10 suplementado con 10% de SFB conteniendo 0,2M de 

Sucrosa, 10% de Dimetilacetamida y 20 mg/ml del extracto hidroalcohólico atomizado 

de  Maca negra JUVENS) 
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18. MSA- (Medio HAM F10 suplementado con 10% de SFB conteniendo 0,2M de 

Sucrosa y 10% de Dimetilacetamida) 

 

III.4.2. VARIABLES DEPENDIENTES 

 

Porcentaje de viabilidad con azul de tripán.   

Porcentaje de SSC identificadas con DBA. 

Porcentaje de SSC con alto potencial de membrana mitocondrial.   

Porcentaje de células en apoptosis temprana y necrosis.  

Tipos de muestra: fragmentos y células espermatogoniales aisladas. 
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III. 5 PROCEDIMIENTOS Y TÉCNICAS 

III.5.1 AISLAMIENTO DE LAS SSC EN FORMA DE SUSPENSIÓN CELULAR 

  

En las muestras seleccionadas para el estudio se evaluó el peso testicular, la 

concentración de células espermatogoniales redondas, la concentración de 

espermatozoides y la calidad de la movilidad espermática.  Categorizándose las muestras 

espermáticas de acuerdo a (46); en buenas (≥30% de espermatozoides móviles 

progresivos), regulares (20 a 29% espermatozoides móviles progresivos) y malas (0 a 

19% móviles progresivos).  La movilidad espermática progresiva nos indica la calidad 

indirecta del individuo del cual provienen, así como la calidad del transporte de las 

muestras biológicas.  Los testículos usados en este estudio fueron seleccionados cuando 

poseían ≥30% de espermatozoides móviles progresivos en el epidídimo. 

El aislamiento de células madre espermatogoniales consistió en obtener 0,8 gr del tejido 

testicular (excepto la rete testis) cuyo tejido fue cortado en pequeños trozos en el medio 

MEM suplementado con antibióticos 100 µg/ml de penicilina y 100 µg/ml de 

Estreptomicina; los trozos del tejido fueron transferidos a través de una malla metálica 

con la finalidad de obtener una suspensión de células espermatogoniales y tejido 

disgregado.  La suspensión celular fue posteriormente procesada de acuerdo a (97) 

mediante dos Digestiones Enzimáticas 1 (DE1) y 2 (DE2).  La DE1 fue realizada en 

medio MEM suplementado con 1mg/ml de colagenasa, 26,3 µl/ml de DNAasa y 0,5 

mg/ml de hialuronidasa durante 30 minutos a 32˚C en movimiento continuo, 

posteriormente la suspensión fue sometida a un lavado con medio MEM mediante 

centrifugación y resuspensión.  Luego se resuspendieron las células en la DE2 la que fue 

suplementado con 1mg/ml de colagenasa y 0,5 mg/ml de hialuronidasa según la 

metodología descrita (97).  La suspensión celular fue centrifugada a 1800 rpm (300g) 
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durante 5 minutos, se descartó el sobrenadante y el pellet de células fue lavado 3 veces 

en medio MEM suplementado con penicilina y estreptomicina.   

La viabilidad de las células fue evaluada utilizando el colorante de exclusión azul de 

tripán.  Se considera célula viva a la célula que no presenta color y célula muerta a la 

célula que se tiñe de azul.  

III.5.2 AISLAMIENTO DE FRAGMENTOS TESTICULARES DE ALPACA: 

 

Los testículos seleccionados para el estudio fueron lavados en buffer fosfato salino 

(PBS) suplementado con 0,1mg/ml de penicilina, 0,1mg/ml de estreptomicina y 

0,5mg/ml de gentamicina.  Posteriormente en condiciones estériles la túnica albugínea 

fue retirada.  Luego de realizó un corte longitudinal al eje mayor del testículo y se 

realizaron cortes de fragmentos de 8 mm x 2mm x2mm los que inmediatamente cortados 

fueron transferidos a los medios de criopreservación. 

 

III.5.3 CULTIVO DE SSC Y PLAQUEO DIFERENCIAL: 

 

Para la caracterización molecular se realizó un cultivo de células espermatogoniales, 

mediante plaqueo diferencial de acuerdo al método descrito por (98), (47).  Brevemente, 

las células espermatogoniales fueron incubadas durante 72 horas en medio HAM-F10 

suplementado con Suero fetal bovino (SFB) al 1% a 37°C, 5%CO2. 
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III. 5.4 IDENTIFICACIÓN MOLECULAR DE LAS SSC:  

 

III.5.4.1 Diseño de primers para identificación molecular de SSC:  

A la fecha no existen genomas completos publicados de alpaca en el NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/905), sólo se dispone de genomas 

parciales de Vicugna pacos (secuenciado por Washington University Genome 

Sequencing Center y el Broad Institute) y de Vicugna pacos huacaya (secuenciado por 

Inner Mongolia Agricultural University (IMAU  y BGI), por ello se procedió a buscar 

genes homólogos en el NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore) para los 

marcadores moleculares de Thy1, Integrina β1, Cd9, Receptor C-Kit, Oct ¾, Zbtb16 y 

Ngn3 también dentro de organismos filogenéticamente emparentados (artiodáctilos al 

igual que la alpaca: Sus scrofa y Bos Taurus con el fin de ganar robustez en la 

amplificación. Se analizó la ubicación cromosómica de los genes evaluados en los 

cromosomas para la alpaca Vicugna pacos, cerdo Sus scrofa y toro Bos taurus. 

El diseño de primers para evaluar la expresión de genes en células espermatogoniales se 

realizó con el programa Primer3web v. 4.1.0  (http://primer3.ut.ee/) (132), se procuró 

que el producto sea menor de  250pb, contenga secuencia de diferentes exones (exon-

exon junction) y los demás parámetros fueron por defecto. La especificidad de los 

mismos se verificaron por Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/), cabe resaltar que los primers diseñados para los genes Zbtb16 e integrina β1 

fueron específicos solo para Sus scrofa y Bos taurus pero no para las secuencias 

disponibles de alpaca. La formación de estructuras secundarias de los primers 

(heterodímero, homodímeros) se evaluó con el programa PerlPrimer v,1,1.21 

(http://en.bio-soft.net/pcr/PerlPrimer.html) y la herramienta online IDT SciTools 

OligoAnalyzer 3.0 (http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/905
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore
https://sourceforge.net/projects/primer3/
https://sourceforge.net/projects/primer3/
https://sourceforge.net/projects/primer3/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
http://en.bio-soft.net/pcr/PerlPrimer.html
http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/
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Para evaluar potenciales estructuras secundarias en los amplicones se usó el servidor 

Mfold (133) a 50 ºC y a 60 °C, 50 mM NaCl, 1.6 mM MgCl2. 

III.5.4.2 Primers sugeridos para amplificar mRNA para los genes del estudio en 

alpaca 

La ubicación de los genes del estudio fueron analizados en los cromosomas  descritos 

para Bos taurus y Sus scrofa ya que para alpaca aún no están descritos en la base del 

ncbi (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes). Los primers seleccionados para 

cuantificar relativamente los transcritos de los genes Zbtb16, Gfra1, Itgb1b, Ngn3, Ddx4, 

Cd9, Thy-1 y Oct-3/4 en células espermatogoniales de alpacas fueron los siguientes: 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tabla N°4.  Primers diseñados para PCR 

Gen  Primer sequence 

Longitud 

(pb) 

Amplicon 

(pb) 

 

*Zbtb16 

 

 

Fw 

GATACCGAGAGCAACAGTTCC 21 

206 

Rv GATCATGCCCATCTTTGTCAG 21 

*Gfra1 

Fw GCAGCCAGCCCTCCCAGTTC 20 

126 

Rv GCACAAGGTGGTAAAACATGAGTGGGG 27 

 

*Itgb1b 

 

Fw TGTGTTCAGTGCCGAGCCTTCA 22 

116 

Rv TGGCCTGGCTGGGGCAATTT 20 

**Ngn3 

Fw GACGACGCGAAGCTCACCAA 20 

95 

Rv AGAGGCTGTGGTCCGCTATGC 21 

*Ddx4 

Fw TATTGACAGATGCTCAACAGG 21 

95 

Rv CGTTTCCTCTTGTACTACCAC 21 

*CD9 

Fw TCCGATTTGACTCTCAGACCA 21 

175 

Rv GAAGCCAAAGAACAAGCCCA 20 

*Thy-1 

Fw GCTAACAGTCTTGCAGGTGG 20 

131 

Rv GGCTGAACTCGTACTGAATGG 21 

 

*Oct-

3/4  

 

Fw TCTCTTTGGGAAGGTGTTCAG 21 

194 

Rv CGATACTTGTCCGCTTTCTC 20 

Primers para SSC (*) y SSC en diferenciación temprana (**)  
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III.5.4.3 Extracción de ARN  

 

El protocolo consistió en homogenizar las SSC con 1 ml de Trizol (Invitrogen™ 

15596018), se centrifugaron a 14,000 g durante 10 min a 2-8 ºC.  La extracción del ARN 

se realizó con Trizol, según el fabricante. Brevemente, las células congeladas en 

nitrógeno líquido fueron centrifugadas a 12,000g, el medio MEM (Sigma) fue retirado, 

se añadió 1 ml de Trizol (Invitrogen™ 15596018), con una incubación a una temperatura 

de 15-30 ºC por 5 min y posterior a ese paso se le agregó 200µl de cloroformo y se 

homogenizó por vortex, se incubó durante 3 minutos a una temperatura de 15-30 ºC, 

luego del cual fue centrifugado a 14000 g x 15 min a 2-8 ºC. Posterior a la centrifugación, 

la mezcla queda separada en una fase fenol-cloroformo baja de color roja, una interfase 

blanca y una fase superior acuosa incolora. El ARN se ubica exclusivamente en la fase 

acuosa, el cual fue transferido cuidadosamente a un criovial de 1.5 ml. para ser 

precipitado con 0.5 ml de alcohol isopropílico mediante 40 a 50 inversiones, luego se 

incubó la mezcla por 10 min a 15-30°C, se prosiguió a centrifugación a 14000g durante 

10 min a 2-8°C, el sobrenadante fue eliminado y el pellet (ARN) fue lavado con etanol 

al 75% frio, para ser finalmente diluido en agua milliQ libre de RNAsas. 

 

III.5.4.4 Síntesis de ADNc 

 

A partir del ARN aislado se procedió a la síntesis del ADNc para lo cual se empleó el 

First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (Thermo Scientific™) según describe el 

fabricante. Se mezcló el ARN a una concentración de 5 µg por reacción con los primers 

de oligo(dT)18, y agua tratada con DEPC (Thermo Scientific™); esta mezcla fue 
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incubada por 5 min a 65 ºC para romper posibles estructuras secundarias y luego 

colocado sobre hielo por lo menos 1 minuto. Posterior a ello, se adicionó el master mix, 

para la síntesis de ADNc, de acuerdo a las indicaciones del fabricante, como sigue 4µl 

de 5X Reaction Buffer, 1µl de RiboLock™ RNase Inhibitor Thermo Scientific™ (20 

U/µl), 2µl de 10 mM dNTP Mix y 2µl de M-MuLV Reverse Transcriptase (20 U/µl), se 

mezcló, se le dio un spin. Se incubó a 45°C durante 60 minutos y se terminó la reacción 

por calentamiento a 70°C durante 5 minutos. Todos los procesos de calentamiento se 

realizaron en el termociclador Multigenetm Mini Personal (Labnet). 

 

III. 5.4.5 Amplificaciones PCR 

 

Las amplificaciones se realizò usando el kit por PCR (Polymerase Chain Reaction) se 

realizaron usando Taq DNA Polymerase (recombinant) Cat. No. #EP040 c2. 

Se realizó el master mix de la sgte manera: 

Master Mix Reacción PCR:  

1X Taq Buffer with (NH4)2SO4, 1.67mM MgCl2, 0.2µM DNTPs, 0.67µM oligo 

Forward, 0.67µM oligo Reverse, 0.2M Trehalosa, 0.5U Taq Polimerasa Recombinante,  

cDNA, 15 H2O Milli Q 15ul.d.p.c. 

 

III. 5.4.6  Programa de PCR 

El ADNc obtenido fue amplificado por PCR con el siguiente programa de amplificación: 

denaturación inicial con 1 ciclo de 95 °C durante 5 minutos; 35 ciclos de amplificación 

a 95°C, denaturación de 30 segundos; alineamiento a 60°C durante 30 segundos; 
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elongación a 72 °C durante 30 segundos y un ciclo de elongación final a 72 °C durante 

10 minutos usando Taq DNA Polimerasa recombinante (Thermo Scientific™). Las 

reacciones fueron realizadas en un termociclador Multigenetm Mini Personal (Labnet).  

Se empleó un PCR covencional a partir de ADNc (ADN complementario) de células 

espermatogoniales aisladas para estandarizar los parámetros óptimos (temperatura, 

tiempos, concentración de primers) de los primers seleccionados (Table N° 4). Como 

gen de referencia fue usado el gen ribosomal Rplo (134).  

 

III.5.4.7 Electroforesis de los productos amplificados 

Los productos amplificados por PCR fueron cargados en geles de agarosa al 2%, se 

mezcló 12 µl de los amplificados por PCR con 3 µl de rojo de cresol y se cargó en los 

pocillos del gel 15µl, adicionalmente se colocó un marcador estándar de peso molecular 

100bp (Invitrogen) para determinar los tamaños en pares de bases (pb) de las muestras.  

Se dejó migrar por 70 minutos a 80V. Los geles se tiñeron con bromuro de etidio. Las 

bandas fueron analizadas midiendo los pixels con el software libre Adobe Photoshop 

(https://es.ccm.net/download/descargar-974-adobe-photoshop-cc). 

 

 

 

 

 

https://es.ccm.net/download/descargar-974-adobe-photoshop-cc


49 
 

III.5.5 VIABILIDAD DE CELULAS ESPERMATOGONIALES CON AZUL DE 

TRIPAN  

 

La viabilidad de las células espermatogoniales redondas fue evaluada precongelamiento 

y postdescongelamiento tanto en células provenientes de fragmentos como en células 

aisladas (desde el 1 día a 150 días postdescongelamiento), con Azul de tripán las que 

fueron registradas y expresadas en porcentaje.  El colorante Azul de Tripán es un 

colorante de exclusión que discrimina a las células vivas (Transparentes) y las muertas 

(azules, con membranas rotas).  La lectura fue realizada a los 3 minutos de coincubación 

con el colorante vital. Se evaluó la viabilidad celular pre y postdescongelamiento 

analizando las células redondas espermatogoniales.  Asimismo, se analizó la viabilidad 

por grupos de resultados considerándose grupo total, bueno, regular y malo tanto en 

células provenientes de fragmentos y células aisladas, criterio establecido en este trabajo 

de investigación.  

En Fragmentos, de acuerdo a su viabilidad postdescongelamiento las muestras fueron 

agrupados en Buenas con ≥55% de viabilidad, Muestras Regulares con <55% de 

viabilidad y Muestras malas <35% de viabilidad postdescongelamiento, bajo el criterio 

establecido en este trabajo de investigación.  

En células aisladas postdescongelamiento fueron agrupadas como Buenas con ≥45% de 

viabilidad y muestras regulares <45% de viabilidad bajo el criterio establecido en este 

trabajo de investigación. 
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III.5.6 DETERMINACION  DE LA CITOTOLERANCIA, DETERMINADA POR 

LA VIABILIDAD, EN LAS CELULAS ESPERMATOGONIALES AISLADAS 

EN PRESENCIA DE CONCENTRACIONES CRECIENTES DE MACA ROJA Y 

MACA NEGRA JUVENS EN UN PERIODO DE ESTABILIZACION CELULAR 

PARA CRIOGENIA  A 4ºC. 

 

Con la finalidad de evaluar la concentración idónea y citotolerante de las células 

espermatogoniales aisladas de alpaca se evaluó concentraciones crecientes de maca roja 

y maca negra cuyos componentes se detallan en el anexo 18..   Las pruebas de viabilidad 

de las células espermatogoniales en medios de criopreservación fueron realizadas a 4ºC 

durante una hora, ya que el sistema de criopreservación usa en su composición ACP 

permeables y no permeables que son citotóxicos a mayores temperaturas por lo que 

inmediatamente de realizar la coincubación de las células con el medio de 

criopreservación fueron sometidas a un enfriamiento a 4ºC en baño de maría. 

Luego del periodo de estabilización (1 hora a 4ºC) la viabilidad celular fue analizada con 

azul de Tripán en las muestras conteniendo 20, 40, 80 y 160 mg/ml de maca roja y negra 

en el medio DMSO+ Trehalosa así como en el medio conteniendo DMSO+Sucrosa 

(medios en los que se ha observado mayor viabilidad celular durante el enfriamiento 

denominado estabilización) durante 1 hora a 4°C. En cada muestra se agregó azul de 

Tripán (1:1) y se determinó la viabilidad como se describió en III.5.3. La temperatura de 

análisis fue a 4°C ya que los demás componentes del medio de criopreservación fueron 

ACP permeables (DMSO y DMA) a mayores temperaturas muestran citotoxicidad por 

lo que se trabaja con ellos a 4°C (193, 194). 
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III.5.7 CRIOPRESERVACION 

 

III.5.7.1 MEDIOS UTILIZADOS PARA EL CONGELAMIENTO DE 

FRAGMENTOS TESTICULARES Y SSC AISLADAS  

Los fragmentos testiculares (n=44) fueron conservados para la criopreservación en 

solución salina hasta la transferencia a los medios de criopreservación Se incluyó 3 

fragmentos de 25mg cada uno fueron transferidos a un volumen de 80µl de los medios 

crioprotectores.  Asimismo, células espermatogoniales aisladas (n=32) a una 

concentración de 2’000,000/mL fueron mezcladas en un relación 1:1 en un volumen total 

de 80µL.   A 40µL de la suspensión celular (n=8) se agregó 40µL del medio de 

criopreservación.  Se usaron 18 medios de criopreservación tanto para fragmentos como 

para las células aisladas de acuerdo a la Tabla N° 3. 

Los ependorff conteniendo las muestras (fragmentos ó las células aisladas) fueron 

llevados a 4°C en baño de maría durante una hora para la estabilización previa al 

congelamiento.  Posteriormente, la criopreservación fue realizada en el sistema 

termocontrolado Freeze Control CL 3300 Cryologic usando el software Cryogenesis IV 

hasta una temperatura final de -196°C.  El descongelamiento consistió en llevar las 

muestras desde la temperatura del nitrógeno líquido a 37ºC. 

III.5.7.2 TASAS DE CONGELAMIENTO PARA FRAGMENTOS 

El protocolo de congelamiento diseñado para fragmentos testiculares fue denominado 

protocolo 1 (135). Se inicia a 4°C y finaliza a -35°C. Finalizado el proceso se 

suspendieron las muestras en vapores de nitrógeno (-80°C) durante 12 horas, 

posteriormente las muestras fueron sumergidas en nitrógeno líquido a -196°C (Fig. N°4).   
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Fig. N°4: Curva de congelamiento para fragmentos testiculares de alpaca 

 

III.5.7.3 TASAS DE CONGELAMIENTO PARA MUESTRAS DE CÉLULAS 

AISLADAS. 

La curva de protocolo de congelamiento para las SSC en forma aislada, fue denominada 

protocolo 2 (48) de acuerdo a la Fig. N°5. 

 

 

Fig. N° 5.  Curva de congelamiento termocontrolado para células aisladas. 
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III.5.8 DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE SSC CON LA SONDA DBA 

EN CÈLULAS FRESCAS MEDIANTE CF  

 

Las células madre testiculares de alpaca (n=24) fueron aisladas como se describió 

anteriormente III.5.1 brevemente, los tejidos fueron transferidos a través de una malla 

metálica y se agregó medio MEM, luego fue lavado mediante centrifugación y descarte, 

posteriormente se sometió a la DE1 y DE2 finalmente fueron lavadas las células 

mediante centrifugación a 2000 g durante 5 min, el sedimento se resuspendió en 1 ml de 

Medio HAM F10.  Se agregó el DBA conjugado con Isotiocianato de fluoresceína 

(FITC) a una concentración de 100 µg ml-1.  

Las células fueron lavadas y permanecieron en oscuridad hasta su lectura en el CF.  Se 

usó 1’000,000/ml de células espermatogoniales de donde se registraron 10000 células 

para el análisis.  Se realizó compensación para el fluorocromo DBA. 

 El análisis de las células fue realizado con el láser 488 en el Canal 2, considerando la 

región en donde se encuentran las células redondas espermatogoniales y de ésta zona se 

clasificó a las células como SSC (sDBA+), SSC (wDBA+) en diferenciación temprana 

y células redondas diferenciadas (DBA-) de acuerdo a los criterios de (46).  Las células 

espermatogoniales no congeladas fueron usadas como control del Mitosense, células 

proliferadas fueron usadas para el control de DBA y células frescas expuestas a luz UV 

fueron usadas como control del fluorocromo 7AAD. 
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III.5.9 DETERMINACION DE SSC Y EVALUACION DEL POTENCIAL DE 

MEMBRANA MITOCONDRIAL POSTDESCONGELAMIENTO MEDIANTE 

CF 

 

Las muestras tanto Fragmentos (n=8) y de SSC aisladas (n=8) fueron retiradas del tanque 

de Nitrógeno líquido conteniendo 18 tubos eppendorf (200ul) para cada tipo 

correspondientes a los 18 medios de criopreservación durante 5 minutos a 18°C, 

posteriormente fueron transferidas a una incubadora a 37°C por 5 minutos.  

 Las células madre testiculares de alpaca fueron descongeladas a 18°C durante 5 

minutos, tanto las células congeladas en su forma aislada como las congeladas en 

fragmentos, las que fueron lavadas en medio de cultivo MEM.  

Las SSC proveniente de fragmentos, fueron aisladas siguiendo el protocolo descrito 

anteriormente en III.5.1 . Se agregó el DBA conjugado con Isotiocianato de fluoresceína 

(FITC) a una concentración de 100 µg ml-1 y la sonda fluorescente Mitosense del KIT 

Flow Cellect Mitopotential Red Kit (Millipore Cat N°FCCH100105) en el buffer de 

trabajo HSC del kit, la incubación fue realizada durante 15 min a 37ºC.  Posteriormente 

la sonda fluorescente Mitosense fue removida mediante lavado mediante centrifugación 

y resuspensión en buffer HSC.  Luego las muestras fueron transportadas en incubadora 

transportable a 37°C en oscuridad a la sala de citometría para agregar 5µl de 7AAD. 

Finalmente, la emisión de fluorescencia de 10000 células fue registrada en el citómetro 

de imágenes AMNIS (MERCK).  Se seleccionó el área de registro, donde se encontraban 

células individuales, redondas y fluorescentes a DBA evitando las células en dupletes, 

espermatozoides y debris celulares, región usada para la colecta de datos usando el láser 

488 con una potencia de 20mW en el Canal 2, Canal 4 para detectar el fluorocromo 

7AAD y el canal 11 con el láser 642 a una potencia de 100mW para la detección del 
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fluorocromo Mitosense.  La evaluación de los datos fue realizada con el Software IDEAS 

para obtener el porcentaje de sDBA+, wDBA+, DBA- de acuerdo a (46); así como el 

número de células espermatogoniales de acuerdo a su potencial de membrana 

mitocondrial: sMitosense+ (activa), wMitosense+(en apoptosis temprana) y en necrosis 

positivas a 7AAD+ en cada medio de criopreservación usado tanto en fragmentos como 

en SSC congeladas en forma aislada de acuerdo a la siguiente clasificación: 1) con alto 

potencial de membrana mitocondrial, identificada por la marca intensa con Mitosense 

tipificadas en este trabajo como “strongly Mitosense positive” (sMitosense+), color 

rojo), 2) células con bajo potencial de membrana mitocondrial que son las células en 

apoptosis temprana y se observan con un débil marcaje a Mitosense como “weakly 

Mitosense+ (wMitosense+) y 3) en Necrosis negativas a Mitosense  y con intensa 

fluorescencia al 7AAD, de color naranja. Se evaluaron 8 muestras de fragmentos y 8 de 

SSC en forma aislada con los 18 medios de criopreservación lo que llevo a realizar un 

análisis de datos y 144 gráficos para fragmentos y 144 gráficos para SSC en forma 

aislada.  El análisis de la población de células fue realizado en los histogramas 

producidos para cada fluorocromo considerando la selección poblacional de cèlulas de 

acuerdo a la intensidad de los fluorocromos con la herramienta Selected bin, la cual da 

la observación de las cèlulas que están incluidas en el histograma producido del registro 

de células. 
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III 5.10 MUESTRAS DE SSC CONGELAS EN FORMA AISLADAS FUERON 

SOMETIDAS A PROLIFERACION Y DIFERENCIACION 

POSTDESCONGELAMIENTO 

 

Se evaluó la capacidad proliferativa y de diferenciación temprana de las SSC congeladas 

en forma aislada en el medio MSON (n=3).  Los cultivos de proliferación fueron 

realizados de acuerdo a (47) y la diferenciación de acuerdo a (136).  Se analizó la 

presencia de SSC y del potencial de membrana mitocondrial mediante CF luego de la 

proliferación y diferenciación celular temprana a línea germinal masculina, con las 

sondas: DBA Mitosense y 7AAD y el análisis de datos con el software IDEAS 

III. 6 EVALUACIÓN ESTADÍSTICA:  

Se compararon los porcentajes de viabilidad obtenido con azul de tripán así como de su 

potencial de membrana mitocondrial de las SSC postdescongelamiento, considerando 

que la disminución del potencial de membrana mitocondrial determina indirectamente a 

las células que inician apoptosis temprana.  Considerando la reactividad al DBA como: 

sDBA+ (SSC), wDBA+(SSC en diferenciación temprana); DBA- (células redondas 

diferenciadas) y el  potencial de membrana mitocondrial: considerándose: sMitosense+ 

wMitosense+ y 7AAD+, comparados con su control (Ausencia de maca) obtenidos tanto 

de fragmentos testiculares y de células testiculares congeladas en su forma aislada 

mediante CF (pvalue ˂0,05).   

Se realizó las pruebas de contraste comparando los medios con Maca roja-JUVENS, 

Maca negra-JUVENS y Sin Maca, en Grupos como sigue: Grupo 1:MTOR-MTON-

MTO, Grupo 2:MTAR-MTAN-MTA, Grupo 3: MFOR,MFON,.MFO; Grupo 4: MFAR-

MFAN-MFA, Grupo 5:MSOR-MSON-MSO y MSAR-MSAN-MSA mediante Kruskal 
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Wallis (pvalue<0,05).  Asimismo, se realizó las pruebas de contraste con los tipos de 

muestra congelados (Fragmentos versus Células) utilizando la prueba U de Mann-

Whitney.  Adicionalmente, se contrastó todas las variables del estudio comparando los 

ACP permeables mediante la prueba U de Mann-Whitney.  Por otro lado, se comparó 

los ACP No permeables tanto para fragmentos y para células mediante la prueba de 

contraste de Kruskal Wallis (pvalue<0,05). 

Por otro lado, se contrastó la presencia de sDBA+ entre las Muestras Totales-Buenas, 

entre las muestras Totales-Malas y entre las Muestras Buenas y Malas; Así como el 

porcentaje de células con alto potencial de membrana mitocondrial 

posdescongelamiento congelados en forma de fragmentos y en forma de células aisladas 

usando la prueba de contraste U de Mann Whitney (pvalue<0,05). Las pruebas de 

contraste de viabilidad de las células espermatogoniales entre células y fragmentos fue 

realizada con la prueba de contraste de U de Mann-Whitney (pvalue<0,05).  El análisis 

estadístico consideró la aplicación del paquete estadístico SPSS.  Se realizaron pruebas 

de homogeneidad (Test de Levene) y normalidad de Shapiro Wilk 

 III.7 ASPECTOS ÉTICOS 

Este estudio fue evaluado, registrado y aprobado por el Comité Institucional de ética 

para el uso de Animales CIEA de la UPCH en su sesión del 3 de agosto del 2016 

(CODIGO SIDISI N° 0000066755).  No existiendo interés especial ni existe 

incongruencia ni intereses especiales para la construcción de los medios, de los 

suplementos naturales usados ni de los protocolos de congelamiento estandarizados y 

utilizados en este trabajo de investigación. 
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IV. RESULTADOS 

IV.1 CARACTERIZACIÓN DE LAS MUESTRAS DEL ESTUDIO 

 

Se analizaron 172 muestras provenientes de 47 machos de alpacas (Tabla N°2).   Se 

incluyen los parámetros evaluados, así como los valores de referencia de las muestras 

del estudio (Tabla N°5), obtenidas en este estudio; el peso testicular (12,55±3,11gr), la 

viabilidad inicial de las células espermatogoniales frescas (80,12 ±8,10) y la movilidad 

espermática total en espermatozoides epididimarios (≥ 30%). 

Tabla N°5. Valores de Referencia de los parámetros evaluados en las muestras 

 

SD: Desviación estándar 

Adicionalmente, en muestras frescas (n=24) se tipificó a tres poblaciones celulares con 

el uso de la sonda DBA mediante CF: 1) 4,43 ± 0,68% de sDBA+ que corresponde a 

SSC; 2) 37,43±3,07% de wDBA+, que corresponden a SSC en diferenciación temprana 

y 3) 54,12± 3,17% de células DBA- que corresponden a células redondas diferenciadas 

(Figuras Nº6 y Nº7, Anexo N°8).  Las SSC en las alpacas adultas en nuestro estudio 

oscilaron entre 500 y 1000, bajo una lectura de 10,000 eventos desde una muestra inicial 

de 1’000,000/ml de células espermatogoniales. 
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Fig. N°6. Células espermatogoniales de alpaca frescas  evaluadas con DBA mediante 

CF (n=24). En el histograma se aprecian tres poblaciones celulares: sDBA+, wDBA+ y 

DBA-.  B) SSC de alpaca tipificada como sDBA+. (C) SSC en diferenciación temprana 

tipificada como wDBA+ y Célula espermatogonial redonda diferenciada DBA-. 

 

 

Figura Nº7. Media±Error estándar del porcentaje de SSC (sDBA), SSC en 

diferenciación temprana (wDBA+) y células diferenciadas (DBA-) en muestras frescas. 

A B

C

D

SDBA+

wDBA+DBA-
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IV.2 IDENTIFICACION MOLECULAR DE LAS SSC DE ALPACA 

Mediante el análisis bioinformático de los genes del estudio se han podido diseñar los 

primers basado en las secuencias de artiodáctilos (Sus scrofa, Bos taurus y Vicugna 

pacos). Se obtuvieron amplicones de 175bp (Cd9), 131bp (Thy 1), 194bp (Oct 3/4), 

206bp (Zbtb16), 95pb (Ddx4) y 104bp (Ngn3) (Tabla N°4 ).  

La localización de los genes estudiados no ha sido identificada en los cromosomas de 

alpacas porque aún su nivel de ensamblamiento está a nivel de scaffold; debido a esto se 

realizó el análisis de la ubicación de estos genes en los cromosomas en cerdo y en toro.   

Observándose que en el idiograma de Sus scrofa (Fig. N°8 A) el cual muestra a 18 

cromosomas autosómicos y dos sexuales y que los genes estudiados están ubicados en 

los cromosomas autosómicos.  En el idiograma de Bos Taurus (Fig. N°8 B) se observan 

29 cromosomas autosómicos y dos sexuales; observándose que los genes de este trabajo 

están localizados en los cromosomas autosómicos (Fig. Nº8C).  

 

 

 

 

Fig. Nº8. A) Idiograma de Sus scrofa.  B) Idiograma de Bos taurus. C) Se observa la 

ubicación de los genes en los cromosomas autosómicos. 
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Además, se obtuvo amplicones de 126pb y 116pb para Gfra1 e Integrina β1, 

respectivamente. La presencia de SSC adultas fue verificada, mediante la expresión de 

los genes: integrina β1 (116bp), Zbtb16 (206bp), como genes que promueven la 

autorrenovación y el mantenimiento de la SSC, y por otro lado Ngn3 (104 pb) como un 

gen, que promueve la diferenciación temprana de las SSC gel de agarosa al 2%, (Fig. 

N°9).  

 

 

 

 

 

 

 

Fig. N°9.   Amplificación de PCR. Gel de agarosa 2%. Carril M1 y M2: marcador 

Invitrogen 100bp Invitrogen 15628-019, 2.5ug/carril y 3ug/carril respectivamente. Carril 

1: Zbtb16 260bp. Carril 2: Integrina β1 108bp. Carril 3: Ngn-3 104bp. 

IV.3 VIABILIDAD DE LAS CÉLULAS ESPERMATOGONIALES AISLADAS 

EN PRESENCIA DE CONCENTRACIONES CRECIENTES DE MACA ROJA Y 

NEGRA JUVENS A 4°C.  

La viabilidad de las células espermatogoniales aisladas en presencia de Maca negra y 

roja fue analizada en los medios de criopreservación MSON, MTON (Conteniendo Maca 

negra como suplemento natural) y MSOR y MTOR (Conteniendo Maca roja) durante el 

periodo de estabilización a 4°C, en los medios MSO (Fig. N°10) y MTO (Fig. N°11) que 
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al ser suplementado con Maca negra-JUVENS son MSON y MTON y al ser 

suplementado con Maca roja-JUVENS son MSOR y MTOR en concentraciones 

crecientes de 20, 40, 80 y 160 mg/ml.  Los resultados de viabilidad celular fueron 

obtenidos luego de 1 hora de estabilización a 4°C (Tabla N°6).  

 

 

Tabla N°6. Porcentaje de viabilidad de las células espermatogoniales 

de alpaca en Maca Negra y Maca Roja con azul de Tripán 

 

 

A concentraciones crecientes de 20, 40, 80 y 160mg/ml de Maca roja y de Maca negra 

el porcentaje de viabilidad y el número de células disminuye (ruptura de células); además 

las que se mantienen presentan deformaciones celulares e incluso no se logra disolver el 

producto natural en el medio de dcriopreservación (Tabla N°6).   
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Fig. N°10.  Viabilidad en las células espermatogoniales en medio MSO suplementada 

con Maca Roja y Maca negra  A) En medio MSON y en medio B) MSOR con 20, 40, 

80 y 160 mg/ml de Maca Negra o Roja-JUVENS. 
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Fig. N° 11.  Viabilidad de Maca Roja y Maca Negra en células espermatogoniales en 

medio  MTO. A) MTON y en medio B) MTOR con 20, 40, 80 y 160 mg/ml de Maca 

Negra o Roja JUVENS. 

 

Las células se mantienen intactas a 20 mg/ml y 40mg/ml en presencia de Maca negra y 

a concentraciones de 80 mg/ml y 160 mg/ml se observa las células pueden afectar su 

forma celular y no se disuelve en el medio de criopreservación ya que se observan 

fracciones no disueltas, el porcentaje de mortalidad es bajo en los medios suplementados 

con maca negra (MSON y MTON) (Fig.N° 9,10 y 11).  
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La viabilidad celular en el medio MTOR (maca roja) fue de 94% a 20mg/ml y baja 

rápidamente a 40mg/ml; cuando se utiliza el medio MTO suplementado con Maca roja 

(Fig. N°9, 10 y 11, Tabla N°6). En el medio MSO en presencia de maca roja (MSOR) se 

observa una viabilidad de 50% en 20 mg/ml (Fig. 11).   

 

 

Fig. N°12. Porcentaje de viabilidad (Barras azules) de las células espermatogoniales de 

alpaca en concentraciones crecientes de Maca. La línea roja indica el porcentaje de 

mortalidad en cada concentración. * Indica que existe una disminución drástica de la 

concentración celular. **Indica deformación de las células.  

MSON: Medio de criopreservación conteniendo DMSO+Sucrosa+Maca Negra 

JUVENS. MSOR: Medio de criopreservación conteniendo DMSO+Sucrosa+Maca Roja 

JUVENS. MTON: Medio de criopreservación conteniendo DMSO+Trehalosa+Maca 
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Negra JUVENS. MTOR: Medio de criopreservación conteniendo 

DMSO+Trehalosa+Maca Roja. JUVENS. 

 

A 80 y 160 mg/ml de maca en los medios MTO o MSO precipita en el medio, el número 

de células disminuye drásticamente y las células cambian de forma (Tabla N°6) 

observándose que la Maca roja es citotóxica para las células espermatogoniales a 

concentraciones de 40, 80 y 160 mg/ml tanto en el medio MTOR y MSOR.  En el Grafico 

N°9 se observa el porcentaje de viabilidad (en Barras azules) y el porcentaje de 

mortalidad en línea roja en cada medio analizado. Debido a estos resultados, la 

concentración de Maca utilizada como suplemento a 4°C la que fue estandarizada a 20 

mg/ml tanto para Maca Negra como para Maca Roja JUVENS para ser usada en los 

ensayos de criopreservación..  En cambio, cuando los medios MTO y MSO poseen maca 

negra la viabilidad es de 100% y 98% a 20mg/ml respectivamente; 87% y 90% a 

40mg/ml respectivamente, 89% y 85% a 80mg/ml y 86 y 89% a 160 mg/ml 

respectivamente (Fig. N°9, 10, 11 y Tabla N°6). 

IV.4   VIABILIDAD CELULAR EN FRAGMENTOS DESCONGELADOS: 

La viabilidad postdescongelamiento en las células espermatogoniales de alpaca 

procedentes de fragmentos testiculares fue analizada con azul de Tripán.  En la Fig. N°12 

podemos observar que las flechas rojas indican células muertas teñidas de azul y las 

células vivas son las no coloreadas. 
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Fig. N°13:   Viabilidad con azul de Tripán postdescongelamiento en las células 

espermatogoniales provenientes de fragmentos testiculares de alpaca. Las flechas 

indican células muertas. 

      

Se presenta el resultado en media±Error estándar, de la viabilidad postdescongelamiento 

en muestras Totales donde se incluyen todas las muestras (Fig. N°13) y agrupadas de 

acuerdo a su viabilidad criterio esdtabnlecido como: Muestras Buenas (≥55%), muestras 

regulares (˂55%) y malas (˂35%) postdescongelamiento (Fig.N°14, Anexo N°4 y 6).  

La media máxima de viabilidad en las muestras Totales fue de 60,66%±3,64 en el medio 

MSAN sin mostrar diferencias significativas con los medios MSAR ni el medio MSA 

(pvalue ˃0,05).  
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Viabilidad de células espermatogoniales postdescongelamiento con azul de Tripán 

De acuerdo al criterio propuesto en este trabajo de investigación  

 

Fig. N°14.  Viabilidad con azul de Tripán de las células espermatogoniales 

postdescongelamiento provenientes de fragmentos testiculares expresados como Media 

±Error Estandar% (X±EE%) (pvalue >0,05). Categorizados como Muestras totales (Se 

incluyen todas las muestras del estudio (n=44). 

 

De acuerdo al criterio propuesto en este trabajo de investigación, las muestras fueron 

agrupadas de acuerdo a su viabilidad postdescongelamiento, en muestras Totales (n=44), 

Buenos (≥55% de viabilidad, n=24), Regulares (<55% de viabilidad, n=8) y malos 

(<35% de viabilidad, n=12).  En las Buenas, la media máxima de viabilidad fue de 

75,81%±3,25 en el medio MSA, sin mostrar diferencias significativas con los medios 

MSAR y MSAN (pvalue ˃0,05).  En muestras tipificadas como Regulares la media 

máxima fue de 49,71%±6,24 en el medio MSAN sin mostrar diferencias significativas 

con los medios MSAR y MSA (pvalue ˃ 0,05) y en Muestras Malas se observa una media 
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de 31,66%±10,98 en el medio MTON sin mostrar diferencias significativas en el medio 

MTOR ni en el medio MTO (pvalue ˃0,05), (Fig. N°14, Anexo N°6).  Asimismo, no 

existen diferencias significativas en la viabilidad celular entre las muestras Totales, ni 

Buenas ni Regulares entre los medios MTOR, MTON, MTO ni entre los medios MTAR, 

MTAN, MTA ni entre los medios MFOR, MFON, MFO ni entre los medios MFAR. 

MFAN y MFA, ni en los medios MSOR, MSON y MSO, ni en los medios MSAR, 

MSAN, MSA ni en la viabilidad celular media entre los 18 medios de criopreservación 

evaluados (pvalue ˃0,05) (Anexo N°6). 
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Fig. N° 15.  Distribución de la viabilidad con azul de Tripán en muestras congeladas en 

forma de fragmentos categorizadas de acuerdo al criterio propuesto de este trabajo de 

investigación; como Buenas (≥55% de viabilidad, n=22), Regulares (˂55% de 

viabilidad, n=11) y Malas (˂35%  de viabilidad, n=11) postdescongelamiento. 
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IV.5 CÉLULAS ESPERMATOGONIALES CONGELADAS EN FORMA 

AISLADA: 

 

Se evaluaron 32 muestras postdescongelamiento las que fueron congeladas en forma de 

SSC aisladas, cuyo tiempo de permanencia a -196°C osciló entre 1 a 148 días (Anexo 

N°3) y la viabilidad fue evaluada con azul de Tripán postdescongelamiento (Anexo 5, 

Anexo 7, Fig. N°16 y Fig. N°17).   

 

 

Fig. N°16. Viabilidad de Células espermatogoniales postdescongelamiento congeladas 

en forma aislada y evaluadas mediante el colorante azul de Tripán- Las flechas indican 

células muertas. 

 

 

 

 



72 
 

La mayor viabilidad promedio observada en las muestras totales (n=32) fue en el medio 

MTOR 45,36 ± 3,57% (observándose una viabilidad de 42,3% a los 166 días de 

criopreservación en MTOR vs 30,8% en medio MTO).  En cambio, cuando se clasifica 

a las muestras de acuerdo a su viabilidad (Criterio propuesto por este trabajo de 

investigación) en Buenas (≥45% de viabilidad, n=16) y regulares (<45%, n=16); se 

observa que la mejor viabilidad en las muestras buenas fue el medio MFO donde se 

observó 54,24 ± 4,45% de viabilidad celular (Fig. 17).  En las muestras regulares (n=17) 

se observa la mayor viabilidad promedio en el medio MTOR que asciende a 37,59 ± 4,79 

de viabilidad comparado con MTON y MTO sin diferencias significativas (p>0,05) 

(Tabla N°7), luego de permanecer 148 días de congelado a -196°C (muestra N°16) la 

viabilidad  asciende a 42,3% en el medio MTOR (Anexos N°3 y N°5). 
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Fig. N° 17. Viabilidad postdescongelamiento de células espermatogoniales de alpaca 

congeladas en forma aislada evaluadas con azul de Tripán en muestras Totales (A) ; 

Buenas (B) y Regulares (C) (pvalue ˃0,05) de acuerdo al criterio propuesto por este 

trabajo de investigación. 

 

En las muestras Buenas, la media máxima de viabilidad fue de 57,24%±4,11 en el medio 

MFO, sin mostrar diferencias significativas con los medios MFOR y MFON (pvalue 

˃0,05) y en muestras tipificadas como Regulares la media máxima fue de 31,81%±4,27 

en el medio MSA sin mostrar diferencias significativas con los medios MSAR y MSAN 
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(pvalue ˃0,05). Asimismo, no existen diferencias significativas en relación al Medio 

MFOR ni MFON (p value ˃0,05), observándose un valor de 37,6% de células vivas 

postdescongelamiento en la muestra que permaneció 148 días en nitrógeno líquido a -

196°C.  Asimismo, no existe diferencias significativas en la viabilidad celular entre las 

muestras Totales, ni buenas ni regulares entre los medios MTOR, MTON, MTO ni entre 

los medios MTAR, MTAN, MTA ni entre los medios MFOR, MFON, MFO ni entre los 

medios MFAR. MFAN y MFA, ni en los medios MSOR, MSON y MSO, ni en los 

medios MSAR, MSAN, MSA ni en la media de viabilidad celular comparada entre los 

18 medios de criopreservación (pvalue ˃0,05). (Anexos N°5 y 7).  

 

IV.6 COMPARACIÓN DE LA VIABILIDAD CELULAR 

POSTDESCONGELAMIENTO CON AZUL DE TRIPAN PROVENIENTE DE 

MUESTRAS CONGELADOS EN FORMA DE FRAGMENTOS Y EN FORMA 

AISLADA: 

 

La viabilidad de las muestras congeladas como fragmentos (n=44) y células aisladas 

(n=32) fueron evaluadas con azul de tripán.  Los fragmentos fueron congelados de 

dimensiones de 8mm x 2 mm x 2 mm con un peso aproximado de 22,7 ± 2,24 mg.  Las 

muestras de fragmentos permanecieron a -196°C entre 1 y 166 días (Anexo N°2); 

observándose, con azul de Tripán, la viabilidad más alta postdescongelamiento de 95% 

(Muestra N°1) congelada durante 1 día a -196°C fue congelada en el medio MTON 

(Muestra N°01, anexo 2 y 4) y de  99% (muestra N°39, anexo 2 y 4) cuando los 

fragmentos fueron congelados durante 166 días en nitrógeno líquido a -196°C en el 

medio MSAN (p˃0,05).  Cuando se evaluó la viabilidad de las células congeladas en 
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forma aislada, con azul de Tripán, se observó que luego de 1 día a -196°C (Muestra N°1) 

se observa la viabilidad más alta de 68% en el medio MTOR (Anexos 3 y 5) y luego de 

148 (Muestra N°16) y 116 días (Muestra N°17) se observaron viabilidades con azul de 

Tripán de  52,5% y 85,5% en el medio MSA y MTAN postdescongelamiento 

respectivamente (Anexo 3 y 5) sin mostrar diferencias significativas entre las muestras 

(p˃0,05). 

En la Tabla 7 se muestra comparativamente la viabilidad de las células 

espermatogoniales posterior al descongelamiento de fragmentos en el cual se observa la 

media de viabilidad postdescongelamiento en 44 muestras congeladas en forma de 

fragmentos versus 32 muestras congeladas en forma aislada, mostrando el Error estándar 

en cada medio analizado, de acuerdo al Criterio propuesto por este trabajo de 

investigación en relación a la viabilidad postdescongelamiento como muestras Buenas 

con ≥45% de viabilidad  y regulares <45% de viabilidad. 

 

Observamos que existe el mayor porcentaje de viabilidad (75,81%±3,25, cuyo valor 

ascendió a 58% en una muestra que permaneció congelada durante 151 días a -196ºC) 

en las células espermatogoniales provenientes de fragmentos descongelados en el medio 

MSA en relación a las células aisladas descongeladas (54,67%±4,07), en muestras 

Buenas (p˂0,05). Asimismo, se observan diferencias significativas en la viabilidad 

celular postdescongelamiento cuando se compara la viabilidad celular 

postdescongelamiento congelados en forma de fragmentos y células aisladas, en los 

medios MTON, MTO, MTAR, MTAN, MTA, MTOR, MFOR, MFO, MFAR, MFAN, 

MSOR, MSON, MSO, MSAR, MSAN y MSA (pvalue ˂0,05). En muestras Buenas, se 

observa diferencia significativa en los medios MTOR, MTON, MTO, MTAR, MTAN. 

MTA, MTOR, MFOR, MFO, MFAR, MFAN, MSON, MSO, MSAR, MSAN y MSA 
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(pvalue ˂0,05). En las muestras tipificadas como regulares, se observa diferencia 

significativa en los medios MTON, MTO, MTAR, MTA, MTOR, MFO, MFAR, 

MFAN, MSOR, MSON, MSAR, MSAN y MSA (pvalue ˂0,05). (Fig. N° 15 y 16)  

No obstante, en las muestras Totales al comparar la viabilidad entre los medios MTORf 

y MTORc no existe diferencias significativas (Tabla N° 7) entre ambos (p=0,18) y entre 

los medios MFAf y MFAc (p=0,055). En cambio, en los 14 medios restantes formulados 

y analizados en este estudio, si se observan diferencias significativas en la viabilidad 

(pvalue ˂0,05) entre las células espermatogoniales provenientes de fragmentos y las 

células espermatogoniales congeladas en forma aislada (Tabla N° 7).  
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Tabla N°7. Comparación de la viabilidad con azul de tripán postdescongelamiento de 

las células espermatogoniales provenientes de fragmentos y células congeladas en 

forma aislada. 

De acuerdo al criterio propuesto en este trabajo de investigación  

(Totales, Buenos y Regulares) 

 

Los datos son expresados como media% ±Error estándar. Prueba de Contraste - Kruskal 

Wallis, considera diferencia significativa p<0,05. TOTALESf: Media porcentual de la 

Viabilidad post descongelamiento en Muestras totales provenientes de fragmentos 

congelados. TOTALESc: Media porcentual de la Viabilidad de Muestras totales 

provenientes de células congeladas en forma aislada. BUENOSf: Media porcentual de 

la Viabilidad post descongelamiento en Muestras Buenas provenientes de fragmentos 

congelados. BUENOSc: Media porcentual de la Viabilidad de Muestras Buenas 

provenientes de células congeladas en forma aislada. REGULARf: Media porcentual de 

la Viabilidad post descongelamiento en Muestras regulares provenientes de fragmentos 

congelados. REGULARc: Media porcentual de la Viabilidad post descongelamiento en 

Muestras regulares provenientes de células congeladas en forma aislada 
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Fig. N°18.  Comparación de la viabilidad celular en muestras Totales entre células 

congeladas en fragmentos y en forma aislada (Azul de Tripán) 

 

El porcentaje de viabilidad postdescongelamiento es mayor en las muestras de SSC 

provenientes de fragmentos que de células congeladas en forma aislada (Fig. N°18) 

siendo el porcentaje promedio ± EE de viabilidad más alto (75,81%±3,25). En las 

muestras Buenas provenientes de fragmentos descongelados (Fig. N°19) observamos 
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diferencia significativa en el medio MSAf en relación a las muestras congeladas en 

forma aislada MSAc (54,67%±4,07) con pvalue <0,05.  

 

Por otra parte, el porcentaje más alto observado en las células aisladas descongeladas en 

las muestras Buenas es en el medio MFOc (57,24%±4,11) y que en fragmentos el MFOf 

asciende a 73,87%±3,55 (pvalue <0,05) (Tabla Nº7, Fig. N°18). 

 

Fig. N°19.  Comparación de la viabilidad celular en células congeladas en fragmentos y 

en forma aislada en muestras Buenas (Azul de Tripán) Media ±EE. 
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IV.7 DETERMINACION DE sDBA+, wDBA+, DBA-, sMITOSENSE+, 

wMITOSENSE+ y 7AAD+ POSTDESCONGELAMIENTO. 

 

IV.7.1 DESCONGELAMIENTO DE FRAGMENTOS 

Mediante citometría de flujo se utilizó una muestra conteniendo 1’000,000 de células 

espermatogoniales de alpaca postdescongelamiento procedentes tanto de fragmentos, así 

como de suspensiones celulares postdescongelamiento y se analizaron 10,000 células de 

acuerdo a los criterios preestablecidos donde se puede observar entre 500 y 1000 cèlulas 

madre espermatogoniales (sDBA+).  La sonda DBA identificó a las SSC “strong 

DBA+” (sDBA), SSC en diferenciación temprana tipificadas como “weakly DBA+” 

(wDBA+) y células redondas negativas a DBA que son diferenciadas (DBA-) (Fig. Nº 

20). 

 

Fig. N°20: Células madre de alpaca postdescongelamiento evaluadas con DBA y 

FlowCellect TM Mitopotential red Kit mediante CF. Arriba: Ch01: Canal 1 Observación 

contraste de fase. Ch02: Canal 2, DBA positivo.  Ch04: Canal 4 7AAD, Ch11: 
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Mitosense.  Caracterizadas con sDBA+ (SSC), wDBA+ (SSC en diferenciación 

temprana), DBA- (célula diferenciada), sMitosense+ (Con alto potencial mitocondrial). 

wMitosense+ (En apoptosis temprana) y 7AAD+ (Necrosis). 

 

Se evaluaron 8 muestras mediante CF en forma de fragmentos y 8 muestras en forma de 

células aisladas con los 18 medios crioprotectores.  Los datos obtenidos de la evaluación 

en el citómetro para cada lectura fueron analizados con el software IDEAS, lo que 

produjo información a través de 144 gráficos para Fragmentos (Anexo 6) y 144 gráficos 

para células (anexo 7).  Células frescas espermatogoniales aisladas fueron usadas como 

control positivo del marcador Mitosense y células frescas expuestas a UV fueron usadas 

como control positivo del marcador de Necrosis (7AAD+).  En la Fig. N°20 y Fig. N°21 

se puede observar la el área analizada y los histogramas de intensidad de los 

fluorocromos DBA (sDBA+. wDBA+, DBA), 7AAD (7AAD+ y 7AAD-) y D y 

Mitosense (sMitosense+, wMitosense+ y 7AAD+).  
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Fig. N°21: ARRIBA: Células descongeladas (A-D): A) Área analizada mediante CF. 

B) Histograma de la intensidad de DBA donde se puede observar las células sDBA+, 

wDBA+ y DBA- (Canal 2). C) Histograma de la intensidad de 7AAD donde se observan 

7AAD+ y 7AAD- (Canal 4) D) Histograma de la intensidad de la sonda Mitosense como: 

sMito+, wMITO+ y MITO- (Canal 11).  CENTRO: Células cultivadas (E-H): E) SSC 

cultivadas con alto potencial mitocondrial (Control positivo Mitosense). F) Histograma 

DBA, G) Histograma 7AAD, H) Histograma Mitosense. ABAJO: Células expuestas a 

UV (I-L). I) positiva a 7AAD+ (Necrosis), J) Histograma DBA, K) Histograma 7AAD 

(Control positivo a 7AAD), L) Histograma Mitosense. 

 

 

wMITO

wMITO
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Cuando se incluyen las muestras Totales (n=8), congeladas en forma de fragmentos (Fig. 

N°22, Anexo N°9), no se observa diferencia significativa en el porcentaje de: sDBA+, 

wDBA+, DBA-, sMitosense, wMitosense ni 7AAD+, ni cuando se comparan los 

porcentajes entre Grupo 1: MTOR, MTON, MTO; ni entre Grupo 2: MTAR,. MTAN, 

MTA; ni entre Grupo 3: MFOR, MFON, MFO; ni Grupo 4: MFAR, MFAN, MFA; ni 

en Grupo 5: MSOR, MSON, MSO, ni en Grupo 6: MSAR, MSAN, MSA; ni entre los 

18 medios utilizados (pvalue ˃0,05).  

 

Fig. N°22. Distribución porcentual de las sDBA+ proveniente de Fragmentos 

descongelados en muestras Totales (FRAGTsDBA+), Buenas (FRAG BsDBA+) y 

Malas (FRAG MsDBA+) (pvalue ˃0,05). 
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Por otro lado, cuando las muestras son agrupadas como Buenas (Con alto potencial de 

actividad mitocondrial ˃50% porcentaje de células sMitosense+ postdescongelamiento) 

provenientes de Fragmentos (n=4) no se observa diferencia significativas (p>0,05) en 

sMitosense; en cambio si existe diferencia significativa en el porcentaje de células en 

apoptosis temprana (wMitosense+) entre los medios del Grupo 3: MFOR(19,77%±7,04), 

MFON (13,27%±5,09) y MFO (35,0%±2,86), lo que indica que el menor porcentaje de 

apoptosis temprana es en presencia de maca JUVENS, siendo el menor porcentaje 

presentado teniendo como suplemento en el medio de criopreservación MFON con 

presencia de Maca negra JUVENS con un pvalue <0,05 (Anexo Nº10). Cuando 

contrastamos y comparamos los ACP permeables DMSO vs DMA sólo se observa 

diferencia significativa en el porcentaje wMitosense+ entre MFON (13,27±5,09) y 

MFAN (31,45±6,97) (pvalue<0,05) siendo MFO (35±2,86) y MFA (28,6±3,77), siendo 

menor el porcentaje de apoptosis temprana en el medio MFOR.  Por otra parte, se ha 

observado diferencia en el porcentaje de células sDBA+ proveniente de fragmentos 

descongelados en los medios MTO (13,52±1,27%), MFO (2,27±1,01) y MSO 

(7,41±2,37) (pvalue<0,05). 

En cambio, en las muestras de animales considerados como Malas (n=4) clasificadas de 

acuerdo al porcentaje de sMitosense+ (<50%) postdescongelamiento (Anexo N°11), en 

las células provenientes de fragmentos descongelados, observamos que si existe 

diferencia sgnificativa en el porcentaje de 7AAD+ (necrosis) en el Grupo 5: MSOR, 

MSON y MSO asi como en el grupo 6: MSAR, MSAN y MSA (pvalue <0,05). Se ha 

observado diferencias significativas entre los porcentajes de cèlulas 7AAD+ (necrosis) 

obtenido en los medios MFOR y MFAR así como entre MSOR y MSAR (pvalue<0,05).   
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Asimismo, Se ha encontrado diferencia significativa en los porcentajes de sDBA+ entre 

las células congeladas en los medios MSON y MSAN (pvalue<0,05). 

 

IV.7.2 DESCONGELAMIENTO DE CÉLULAS AISLADAS: 

 

Cuando se analizan Todas (Anexo N°12) las muestras de células agrupadas (n=8) se 

observa diferencia en el porcentaje de SSC en diferenciación temprana (wDBA+) en los 

medios MFOR vs MFAR, en DBA- en las células congeladas en los medios MFON vs 

MFAN (pvalue<0,05).  Asimismo, se observa diferencia en las células en apoptosis 

temprana (wMitosense+) en las células congeladas en el medio MTON vs el medio 

MTAN (pvalue <0,05).  
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Figura Nº23. A) Porcentaje de SSC (TsDBA+), B) SSC en diferenciación temprana 

(TwDBA+) y C) células espermatogoniales redondas diferenciadas (TDBA-) en Todas 

las muestras congeladas en forma aislada.  Se expresa en Media ±EE.  MTOR, MTON, 

MTO (p value >0,05), MTAR. MTAN, MTA (p value >0,05), MFOR, MFON, MFO (p 

value >0,05), MFAR, MFAN, MFA (p value >0,05), MSOR, MSON, MSO (p value 

>0,05), MSAR, MSAN, MSA (p value >0,05). 
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Por otro lado, en las muestras consideradas Buenas sólo se observa diferencia 

significativa en los porcentajes de wDBA+ y DBA- en los medios MFOR vs MFAR 

(pvalue <0,05) (Fig. N°22, Anexo N°13). 

En las muestras consideradas como Malas (Anexo N°14) no existe diferencias 

significativas entre los Grupos 1 al 6, ni entre los 18 medios de criopreservación (pvalue 

˃0,05). 

 

IV.7.3 DESCONGELAMIENTO DE CÉLULAS AISLADAS vs FRAGMENTOS: 

 

En las muestras Totales (Fig. N°24, Anexo N°15), Buenas (Fig. N°25, Anexo N°16) y 

Malas (Anexo N°17), proveniente de fragmentos y de células aisladas 

postdescongelamiento no se observaron diferencias en relación a las células sDBA+ 

(Anexo 15) entre los medios de los Grupos 1(MTOR-MTON-MTO), Grupo 2(MTAR-

MTAN-MTA), Grupo 3(MFOR-MFON-MFO), Grupo 4(MFAR-MFAN-MFA), Grupo 

5(MSOR-MSON-MSO), ni en los medios del Grupo 6 (MSAR-MSAN-MSA) (p>0,05).  

En cambio, si existe diferencia significativa (p<0,05) entre las células vs fragmentos  en 

las células en diferenciación temprana (TwDBA+) en el medio MTON, MTO, MTAR, 

MFOR, MFA,MSOR y MSAN observándose un mayor porcentaje de cèlulas wDBA+ 

en las cèlulas provenientes de fragmentos postdescongelamiento (Anexo 15) 

observándose un nivel máximo de cèlulas wDBA+ en el medio MSAN conteniendo 

maca negra JUVENS observándose 71,23±3,24% en células provenientes de fragmentos 

descongelados en comparación a las células  congeladas en forma aislada donde se 

observa 46,58±7,41% de wDBA+.  Asimismo, se observa diferencia significativa en las 

células DBA- (p<0,05) en los medios MTO, MSOR,MSO, MSAR, MSAN y MSA con  
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un mayor porcentaje en las células congeladas en forma aislada, observàndose el nivel 

más alto en el medio MTO de 50,94±6,76% postdescongelamiento.   No se observa 

diferencia significativa entre las células con alto potencial de membrana mitocondrial, 

apoptosis temprana ò necrosis (Anexo 15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. N°24.  Porcentaje (X±EE) de células TsDBA+ en fragmentos (FRAG TsDBA) y en 

células congeladas en forma aislada (CEL TsDBA+) evaluadas mediante CF.  
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Al comparar, el porcentaje de sDBA+ postdescongelamiento en las muestras Buenas 

congeladas, en forma de fragmentos y de células aisladas se observa diferencias 

significativas en el medio MTO asciende a 13,52 ± 1,27% y 5,07 ± 1,87% 

respectivamente; en el medio MFA es 5,55 ± 1,85% y 1,89 ± 0,62% respectivamente, en 

el medio MSON es de 9,67 ± 2,22% y 2,73 ± 2,02% respectivamente y MSO es de 7,41 

± 2,37% y 1,09 ± 0,84% (pvalue<0,05) (Anexo N° 16). Asímismo al comparar la 

presencia de células madre (sDBA+) en las cèlulas proveniente de Fragmentos en 

muestras Buenas y malas congeladas en el medio MSONf se observa diferencia 

significativa en muestras Buenas (sDBA+=9,67±2,22, anexo 16) vs 2,96±2,55 en 

muestras malas (Anexo 17) existiendo diferencia significativa (p<0,05).   

 

   

Fig. N° 25.  Porcentaje de células BsDBA+ en fragmentos (FRAG BsDBA) y en células 

aisladas (CEL BsDBA+), (p value >0,05) evaluadas mediante CF postdescongelamiento. 
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El porcentaje de SSC (Frag BsDBA+) es mayor en las células proveniente de fragmentos 

descongeladas (Anexo N° 16, Fig. Nº24).  Por otro lado, en las células BwDBA+ se 

observa que existe diferencia significativas en el Grupo 3: MFOR (33,80 ± 4,96%)-

MFON(44,42 ± 5,63%)-MFO (53,50 ± 1,71%) (pvalue<0,05) (Anexo 16, Fig. N°26).  

 

Fig. N°26.  Porcentaje (X±EE) de células BwDBA+ en fragmentos (FRAG BwDBA) y 

en células aisladas (CEL BwDBA+) evaluadas mediante CF postdescongelamiento. 

 

Por otra parte, al comparar entre fragmentos y células congeladas en forma aislada en 

las células BwDBA+ (Fig. N°26, Anexo 16) se observa diferencias significativas en los 

medios: MTON, MTO, MTAR, MTA, MFOR, MFON, MFAR, MFAN, MFA, MSOR, 

MSON, MSO, MSAR, MSAN siendo mayor los porcentajes de células madre en 

diferenciación temprana (BwDBA+) en fragmentos (pvalue<0,05). 
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En las muestras Buenas, la relación a las células DBA- se observa diferencias 

significativas entre fragmentos y células (Fig. Nº 27, Anexo Nº16) en los medios MTON 

(11,15 ± 5,38% vs 53,97 ± 9,95% respectivamente), MTO (15,40 ± 8,65% vs 47.42 ± 

3,28% respectivamente), MTAR (15,7±8,98% vs 47,87 ± 2,14% respectivamente), 

MFOR (70,1± 7,6% vs 33,80 ± 4,96% respectivamente), MFAR (73,35±8,85% vs 54,65 

± 2,28% respectivamente), MFAN (76,83±5,33% vs 54,12±4,36% respectivamente), 

MSOR (76,18±6,32% vs 42,62±4,52% respectivamente), MSON (71,98±1,60% vs 

39,05±13,56% respectivamente), MSO (67,58±2,88 vs 41,57±6,94), MSAR 

(71,25±5,21% vs 46,73±3,38% respectivamente), MSAN (69,55±3,17 vs 

41,03±12,47%) y MSA (66,68±9,10 vs 48,77±1,55%) con pvalue<0,05.  

 

Fig. N°27.  Porcentaje (X±EE) de células DBA- en fragmentos (FRAG BDBA-) y en 

células congeladas en forma aislada (CEL BDBA-) evaluadas mediante CF. 
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IV.8 POTENCIAL MITOCONDRIAL POSTDESCONGELAMIENTO 

DETERMINADA MEDIANTE CF CON LAS SONDAS MITOSENSE Y 7AAD: 

 

Mediante el análisis dual de los fluorocromos del Mitopotential Red Kit (MITOSENSE 

y 7AAD) se pudo discriminar a las células saludables con alto potencial de membrana 

mitocondrial como células vivas (Live), a las células con bajo potencial mitocondrial 

como células que han iniciado apoptosis celular (Early apop) y células en en necrosis 

(Dead) positivas a 7AAD (Fig. N°28).  

 

Fig. N°28. Análisis de Dot Plot de Mitosense y 7AAD en células espermatogoniales 

postdescongelamiento mostrando tres poblaciones celulares de acuerdo a la intensidad 

de sMitosense+ (Live), wMitosense+(Early apoptosis) and 7AAD+ (Dead, Necrosis).  
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Se realizó la clasificación de las muestras como Totales (TsMitosense+), Buenas 

(BsMitosense) y malas (MsMitosense) de acuerdo a su potencial mitocondrial tanto para 

fragmentos (Anexo N°9) como para células aisladas (Anexos N°12).  

En fragmentos testiculares totales, no existe diferencias significativas (pvalue˃0,05) 

entre el porcentaje de TsDBA+, TwDBA+ ni DBA-, TsMitosense+,TwMitosense+  ni 

T7AAD+ en los 18 medios evaluados, cuando se analizan de a tres (MTOR-MTON-

MTO, MTAR-MTAN-MTA, MFOR-MFON-MFO, MFAR-MFAN-MFA, MSOR-

MSON-MSO, MSAR-MSAN-MSA) (Anexo 15).  

Por otro lado, se observó el porcentaje más alto de células sMitosense+ en presencia de 

Dimetilsulfóxido, trehalosa y suplementado con Maca negra (Medio MTON) en las 

muestras totales y Buenas, siendo en las Muestras Totales, el porcentaje medio ± Error 

estandar más alto de 36,85%±10,30 (TsMitosense+); 40,78%±9,68 (TwMitosense+) y 

16,37%±15,63 (T7AAD+) (Anexo N° 15) en cèlulas procedentes de fragmentos 

desongelados.  Asimismo, cuando analizamos las muestras Buenas (˃50% de potencial 

de membrana mitocondrial activo en al menos uno de los medios evaluados) se observa 

de igual forma que el porcentaje más alto de células con un alto potencial de membrana 

mitocondrial se encuentra en el medio MTON el cual asciende a 57.20%±9.57 

(BsMitosense+), 23.7±23.7%6,25 (BwMitosense+) y 11,15%±5,38 (B 7AAD+) con 

pvalue˃0,05 (Anexo N°16).  En las muestras Malas el porcentaje más alto de 

BsMitosense en fragmentos asciende a 22,0%±11,30 (MsMitosense+) en el medio 

MSAR (pvalue˃0,05), (Anexo N°17).  

Por otro lado, en apoptosis temprana BwMitosense (Frag) postdescongelamiento en 

muestras Buenas, se observa que el el porcentaje de células en apoptosis temprana en el 

medio MFOR es 19,77±13,27 y MFON 13,28±5,09 existiendo diferencias significativas 

(p<0,05) en relación al medio MFO (35±2,86) lo que sugiere un rol protector de maca 
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Roja y negra a la apoptosis temprana en células provenientes de fragmentos congelados.  

De igual forma, al comparar la apoptosis temprana BwMitosense+(Cell) en células 

congeladas en forma aislada, en muestras Buenas observamos que existe diferencias 

significativas entre MFOR(17,98±5,88), MFON (23,47±8,66) con MFO (19,15±3,48) 

siendo menor en presencia de Maca roja.    

No existe diferencias significativas entre muestras TsMitosense+ y BsMitosense ni entre 

TsMitosense+ y las cèlulas MsMitosense tanto en células proveniente de fragmentos 

como de células aisladas (p>0,05) (Figuras Nº26 y 27). 

En cambio, en muestras de fragmentos existe diferencias significativas entre las muestras 

BsMitosense+ y MsMitosense+ en el medio MTOR (53,77 ± 2,55 % y 10,16 ± 5,83 %), 

MTAN (49,88 ± 4,77% y 7,9%±4,24), MFOR (51,18 ± 10,63% y 17,43±11,22 %), 

MFON (55,10 ± 5,37 % y 12,78 ± 6,99%), MFO (40,45 ± 5,70% y 7,08 ± 2,53%), MFAR 

(48,18±9,51% y 8,24±4,68%), MFAN (40,55±5,26% y 12,17±7,09%), 

MFA(47,28±8,40% y 8,07± 4,38%), MSON (48,53±10,46% y 12,41±5,19%) y MSAN 

(45,85±5,21% y 13,81±4,68%) respectivamente (pvalue <0,05) (Fig. N°28, Anexos N° 

16 y 17). 

Por otro lado, en células proveniente de fragmentos descongelados categorizadas (de 

acuerdo a la propuesta de este trabajo) como muestras Buenas se observó el mayor 

porcentaje de BsMitosense+ (Frag) el cual fue 57,20 ± 9,57% en el medio MTON sin 

mostrar diferencia significativa con MTOR ni MTO (pvalue ˃0,05) (Anexo Nº 16) ni 

con los otros medios del estudio.   

En células aisladas (Fig. N°30, Anexo 16), el mayor valor de media ±EE de BsMitosense 

(Cell) observada fue de 63,68 ± 8,90% en el medio MSON sin mostrar diferencias 

significativas con MSOR ni en MSO (p>0,05).  Asimismo, no se observó diferencias 
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significativas entre Fragmentos (Fig. N°28) y células aisladas (Fig. N°30) en medio 

MSON (p>0,05). 

 

Fig. N°29.  Distribución porcentual de células con un alto potencial de membrana 

mitocondrial en las muestras provenientes de fragmentos postdescongelamiento en 

muestras Totales (FRAG TsMIT), Buenas (FRAG BsMIT) y Malas (FRAG MsMIT) 

(pvalue ˃0,05). 
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Fig. N°30. Alto potencial de membrana mitocondrial en las células congeladas en forma 

aislada postdescongelamiento en muestras Totales (CEL TsMIT), Buenas (CEL BsMIT) 

y en muestras Malas (CEL MsMIT). 

IV.8.1 COMPARANDO LOS TIPOS DE MACA JUVENS (ROJA – NEGRA) VS 

CONTROL (SIN MACA) 

En muestras buenas, en BsMitosense (Cell) en el medio MFOR (62,93 ± 6,88%), MFON 

(54,20 ± 7,44%) y MFO (46,85 ± 9,76%) se observa diferencia significativa 

(pvalue<0,05) entre MFOR y MFO así como entre MFON y MFO. En muestras malas, 

las células provenientes de FRAG M 7AAD+ entre los medios MSOR (21,56 ± 1,76%), 
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MSON (27,03 ± 5,80%) y MSO (13,78 ±0,03%) existe diferencia significativa (p<0,05); 

así como entre los medios MSAR (6,70 ± 2,39%), MSAN (22,5 ± 1,67%) y MSA (19,55 

± 3,82%) con pvalue <0,05. 

Por otro lado, al comparar sDBA+, WDBA+, DBA-, sMitosense+, wMitosense+ y 

7AAD postdescongelamiento entre las células congeladas en forma aislada y 

Fragmentos testiculares observamos que no existe diferencia significativa (p˃0,05). 

 

IV.8.2 COMPARANDO LOS MEDIOS CON ACP PERMEABLES (DMSO VS 

DMA) EN FRAGMENTOS Y CÉLULAS AISLADAS 

POSTDESCONGELAMIENTO EVALUADAS MEDIANTE CF: 

 

No existe diferencias en las SSC ni en el potencial de membrana mitocondrial en células 

provenientes de fragmentos MTOR vs MTAR, MTON vs MTAN, MFO vs MFA, ni 

MSO vs MSA en muestras Totales, Buenas y Malas (p>0,05).  En las células congeladas 

en forma aislada en los medios MTOR vs MTAR, MFO vs MFA, ni MSO vs MSA, 

MTO vs MTA, ni en el medio MFON vs MFAN, ni en los medios MSOR vs MSAR, ni 

en MSON vs MSAN en muestras Totales, Buenas y Malas (p>0,05).  

En las muestras Buenas proveniente de fragmentos se observó que el porcentaje de las 

BsDBA+ en el medio MTO es de 13,52%±1,27 en relación al 4,68%±2,01 en el Medio 

MTA; en Muestras Malas (MsDBA+) se observa 2,96%±2,55 en el medio MSON y 

5,32%±4,86 en el medio MSAN mostrando diferencias significativas en ambos casos 

(p<0,05).  Por otra parte, en muestras Buenas postdescongelamiento a partir de 

fragmentos congelados se observa que el porcentaje de células en apoptosis temprana 
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(BwMitosense+) en el Medio MFON es 13,27%±5,09 y en el Medio MFAN es 

31,45%±6,97 siendo menor en el medio que contiene DMSO (pvalue<0,05). 

En muestras congeladas en forma aislada Totales TwDBA+ se observa diferencias 

significativas en en los medios MTON (37,10%±7,13) vs MTAN (58,47%±5,84) y en 

los medios MFOR (38,57%±6,92%) vs MFAR (58,47±4,16%) (Tabla N°14) y en las 

muestras Buenas (BwDBA+) en el medio MFOR (33,80%±4,96) vs MFAR 

(54,65%±2,28)  Tabla N° 15, con pvalue <0,05.   

 

IV.8.3 COMPARANDO LOS MEDIOS CON ACP NO PERMEABLES 

(FRUCTOSA, TREHALOSA Y SUCROSA) EN FRAGMENTOS Y EN 

CÉLULAS AISLADAS POSTDESCONGELAMIENTO MEDIANTE CF: 

 

No se observa diferencia en las muestras Totales entre los medios MTOR, MFOR y 

MSOR ni entre los medios MTON, MFON, MSON ni entre los medios MTA, MFA y 

MSA (pvalue>0,05).  En cambio, en el medio MTO-MFO-MSO (13,52±1,27%, 

2,27±1,01% y 7,41±2,37% respectivamente) existen diferencias significativas en las 

células BsDBA+ y los FragBsDBA+ (pvalue<0,05). Se destaca el mayor porcentaje de 

SSC en el medio MTO congelado en fragmentos en las muestras buenas (13,52±1,27%). 

En las células aisladas Cel BwDBA (p<0,05), de igual forma existe diferencias entre 

MTAR-MFAR-MSAR en relación a las Cel TDBA-, Cel BwDBA+, Cel B DBA- y Frag 

M7AAD+ (p<0,05).  Asimismo, se observa la diferencia significativa de la MwMIT en 

los medios MTAN (81,4±3,70%), MFAN (69,48±5,75%) y MSAN (58,73±2,49%) 

(p<0,05). 
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 IV.8.4 COMPARACION ENTRE EL TIPO DE MUESTRA CONGELADA 

(CELULAS Y FRAGMENTOS) 

 

Cuando comparamos el potencial de membrana mitocondrial de las SSC proveniente de 

fragmentos y células observamos que las SSC congeladas en forma aislada presentan un 

mayor potencial de membrana mitocondrial postdescongelamiento que las SSC 

proveniente de fragmentos testiculares descongelados.   

Asimismo, se puede apreciar (Anexo N° 16) que también existe diferencias significativas 

en relación a la apoptosis temprana entre fragmentos y células congeladas siendo menor 

el porcentaje de apoptosis en las SSC congeladas en forma aislada (p<0,05), lo que se 

pone en evidencia en el medio MFO observándose 35±2,86 (BwMitosense+frag) vs 

19,15±3,48 (BWMitosense+(Cell) (anexo 16.  Por otra parte, se observa que el mejor 

porcentaje de SSC con mitocondria activa se observa en el medio MTONf (en 

fragmentos) y en el Medio MSON en células (MSONc), la diferencia entre estos es el 

agente crioprotector no permeable que en el primer caso es trehalosa y en el segundo 

caso es Sucrosa y en las tasas de enfriamiento.  No obstante, se puede apreciar que el 

porcentaje de SSC con mitocondria activa es mejor en las SSC congeladas en forma 

aislada que en los fragmentos al comparar los medios de criopreservación.  Ambos 

medios poseen Maca negra como suplemento natural y ejercen la actividad antioxidante 

en un sistema de estrés osmótico y térmico que se genera durante la criopreservación. 

Al analizar el potencial de actividad mitocondrial asociado a muestras de buenas y de 

regular calidad (Fig. 31 y Fig. 32), observamos una media ± EE de 63,68 ± 8,90% con 

un alto potencial de membrana mitocondrial detectada con la sonda Mitosense mediante 

CF, en muestras Buenas, lo que indica que el medio MSON es el mejor medio para las 

SSC aisladas en presencia de Maca negra (Fig. N° 31).  
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Fig. N° 31.  En el análisis comparativo de los porcentajes promedios de SSC con alto 

potencial de membrana mitocondrial en los medios de criopreservación en el Medio 

MSON se destaca el valor máximo (Flecha) (p<0,05).  

 

Por otro lado, cuando analizamos las SSC congeladas en el Medio MSON asociadas a 

las muestras regulares observamos un mayor porcentaje de SSC con mitocondria activa 

llegando a 34,40 ± 32,52% (Anexo 14) en relación a todos los medios criopreservantes 

analizados (Fig. N°32).  Lo que demuestra que tanto en muestras de buenas y de regular 

calidad el medio MSON (ACP DMSO, Sucrosa y Maca negra) es el mejor medio 

crioprotector para las SSC de alpaca congeladas en forma aislada. 
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Fig. N°32.  Se aprecia que el medio MSON es el medio de criopreservación que muestra 

un mayor porcentaje de SSC con mitocondria activa en muestras consideradas regulares 

en relación a su límite mayor y menor. 

 

IV.9 CULTIVO IN VITRO DE CÉLULAS ESPERMATOGONIALES 

POSTDESCONGELAMIENTO 

Tres muestras de células congeladas en suspensión celular en el medio MSON fueron 

cultivadas In vitro postdescongelamiento y evaluadas mediante CF donde se determinó 

que 1,46 ± 0,34% de las células fueron sDBA postdescongelamiento.  Luego de 15 días 

de cultivo se observó que las células sDBA+ incrementaron a 4,0 ± 1,0% de células.  

Con una viabilidad demostrada por el alto potencial de membrana mitocondrial 72,36 ± 

17,09% sMitosense+.  En cambio, luego de inducir la diferenciación celular hacia línea 

germinal masculina se observó que el porcentaje de las células sDBA+ se redujo a 

0,0±0,84%, y se incrementó el porcentaje de células DBA- a 83,0 ± 2,06% lo que indica 
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que han iniciado la diferenciación temprana.  Por lo que con este experimento se 

demuestra que las células congeladas en forma aislada en el medio MSON son capaces 

de proliferar y diferenciar In vitro (Tabla N°8, Fig. N°33). La calidad de la muestra 

postdescongelamiento dependerá de la calidad inicial de las muestras de los animales del 

cual proceden. 

 

Tabla Nº 8. Proliferación y diferenciación de células aisladas congeladas en medio 

MSON postdescongelamiento evaluadas mediante CF 

 

              Los datos son expresados en Media±EE 

 

Fig. N°33. Proliferación y diferenciación In vitro de muestras congeladas en forma 

aislada postdescongelamiento congeladas en medio MSON. La flecha indica el aumento 

de células diferenciadas luego de inducir la diferenciación celular. 
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V. DISCUSIÓN 

Se tiene conocimiento que las alpacas se caracterizan por tener deficiencias 

reproductivas que impactan en la productividad de la fibra, sin embargo, actualmente se 

logra trabajar con una población de alpacas élite para la producción de fibra de calidad.  

Esta producción podría incrementarse, si conseguimos conservar el material genético de 

los reproductores con las características de fibra deseadas. En ese sentido, los resultados 

obtenidos han logrado la estandarización de protocolos de aislamiento, identificación 

molecular y criopreservación de fragmentos testiculares y de SSC aisladas (suspensión 

celular) proveniente de machos de alpaca adultos.   

El colorante azul de Tripán conocido también como azul de diamina es un colorante 

derivado de toluidina que posee la capacidad de identificar células vivas de muertas por 

el principio de exclusión, ya que no puede penetrar y teñir a las células vivas con 

membranas intactas a diferencia de lo que ocurre cuando las células están muertas y sus 

membranas están rotas por lo que ingresa el colorante y se colorea de azul (137). 

Adicionalmente se ha podido determinar que al comparar la viabilidad de células de 

hibridoma con azul de tripán en cultivos tempranos la densidad de células viables no 

fueron  significativamente diferentes; pero a medida que el cultivo envejecía, el ensayo 

de exclusión con colorante azul tripán sobreestimó significativamente la viabilidad 

celular, subestimando así la densidad celular no viable y produciendo una estimación 

errónea de la viabilidad global del cultivo (138)  Debido a que este colorante identifica 

sólo las células que se encuentran en necrosis ya que poseen las membranas tanto 

plasmática como nuclear rotas se pone en evidencia sus limitaciones en la identificación 

de células en apoptosis debido a que aún esta célula mantiene sus membranas intactas, 

por lo que fue necesario utilizar otra estrategia en la identificación de cèlulas de acuerdo 

al nivel del potencial mitocondrial.  Debido a que las sondas fluorescentes son más 
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estables después de la absorción por las células, la viabilidad fue determinada 

inicialmente con azul de Tripán y con Mitosense para identificar el potencial de actividad 

mitocondrial en las SSC postdescongelamiento asociada a la lectina DBA que identifica 

a las SSC. 

Asimismo, con marcadores moleculares; así como con el uso de CF, con la sonda 

fluorescente DBA, sonda que tipifica a las espermatogonia tipo A ó SSC en varias 

especies se pudo identificar a las SSC de alpaca en individuos adultos; de igual forma a 

lo observado en bovinos, humanos y búfalo (97), (139), (140), (141), (142), a diferencia 

de lo que ocurre en cerdos ya que el reconocimiento de las SSC por el DBA identifica a 

los gonocitos y espermatogonias primitivas en la etapa neonatal y esta capacidad se va 

perdiendo progresivamente con la edad (143), en cambio en el ovino la lectina DBA no 

es capaz de identificar ningún estado de la línea germinal masculina (144).   Asimismo, 

esta  lectina  (DBA) ha sido usada como un marcador de las SSC de bovino durante la 

criopreservación (97, 98), de forma similar, a nuestro estudio en que la lectina DBA fue 

usada como marcador para identificar la población de SSC de alpaca 

postdescongelamiento como una herramienta en la caracterización de la población de 

SSC de las SSC en diferenciación temprana en alpaca postdescongelamiento; tanto en 

SSC provenientes de fragmentos testiculares (biopsias) así como en las congeladas en 

forma de suspensión celular, con resultados favorables ya que las SSC de machos de 

alpaca adulta pueden ser identificadas, por CF, con la sonda fluorescente DBA y su 

calidad a través de los cambios en la actividad mitocondrial de las SSC identificando las 

SSC con membrana mitocondrial intacta (con alto potencial de membrana testicular), las  

SSC con disminución de la actividad mitocondrial (SSC en apoptosis temprana) y las 

que están en necrosis luego del descongelamiento.  
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La unión de la lectina DBA y la co-expresión de la ubiquitina carboxilo terminal 

hidrolasa 1 (UCH1) corroboran la identificación tanto de los gonocitos de testículos 

neonatales y en las espermatogonias en bovinos adultos (140).  Los marcadores 

moleculares pueden potencialmente ser de gran ayuda en la identificación de SSC de 

animales adultos (145). En nuestro estudio, se evaluaron marcadores de superficie e 

intracitoplasmáticos candidatos para las SSC de alpaca mediante PCR entre los que se 

encuentran Integrina β1, THY1, ZBTB16, CD9, y marcadores de diferenciación como 

Receptor C-Kit, Oct ¾ y NgN3; de estos se han podido amplificar: Integrina β1, ZBTB16 

y Ngn3 cuyos marcadores identifican la presencia de SSC y células en diferenciación; 

las que fueron evidenciadas en las células espermatogoniales aisladas y proliferadas 

posterior a un plaqueo diferencial in vitro, de forma similar a lo descrito en la 

identificación de antígenos asociados a SSC en ratón (70).  ZBTB16 también conocido 

como PLZF, es un marcador intracelular, represor transcripcional que se une al ADN a 

través de sus dominios de dedos de zinc y su función está dirigida a reprimir la 

transcripción mediante el reclutamiento de histonas desacetilasas a través de su dominio 

POZ (146).  La mutación de PLZF es responsable de la infertilidad masculina con 

pérdida progresiva de células germinales (147); asimismo en ratones Knock out para 

PLZF (148) se observa la pérdida de células germinales lo cual fue consistente con un 

defecto en el mantenimiento de SSC.  Por otra parte, en un transplante de células 

germinales de ratones Knock out para PLZF las SSC transplantadas no logran colonizar 

los testículos de los receptores. PLZF ó ZBTB16 se expresa específicamente en 

espermatogonias no diferenciadas (149); por lo que puede ser utilizado como marcador 

de espermatogonias indiferenciadas o SSC de forma similar a lo obtenido en nuestros 

resultados en relación a ZBTB16 como un marcador molecular de la presencia de las 

SSC en fragmentos o células aisladas precongelamiento en alpacas.  
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Por otra parte, NgN3 es un candidato para conducir la diferenciación de SSC, está 

regulado por los factores de transcripción que promueven la diferenciación de SSC como 

STAT3, SOX3, SOHLH1 y SOHLH2 (150) y además es regulado negativamente por el 

factor de mantenimiento SSC denominado factor neurotrópico de la línea celular glial 

(GDNF) para evitar que NgN3 promueva la diferenciación prematura de SSC (149).  En 

nuestros resultados, se observa la expresión de NgN3 por lo su expresión está induciendo 

la diferenciación en las SSC de alpaca presentes en la suspensión celular.  En cambio, 

OCT 4 no se expresa en las SSC de alpaca lo que ha sido observado de forma similar a 

lo observado en otras especies animales, donde se observan niveles muy bajos de 

expresión de OCT-4 en SSC en comparación con células madre embrionarias (151). Por 

lo tanto, OCT-4 no puede servir como un buen marcador para el enriquecimiento de los 

SSC (151), ya que la forma de promover o conferir la capacidad de autorrenovación 

difiere entre las especies (152). 

En las células espermatogoniales provenientes de fragmentos testiculares descongelados 

se observó que el promedio de viabilidad, con el colorante de exclusión azul de Tripán, 

fue de 61,91 ± 3,6% en el Medio MTA (Medio de criopreservación con ACP permeable 

Dimetilacetamida y ACP no permeable Trehalosa), en cambio en SSC congeladas en 

forma aislada se obtuvo el valor promedio más alto de viabilidad en el medio MTOR 

(Medio de criopreservación con ACP permeable Dimetilsufóxido y ACP no permeable 

Trehalosa y Maca roja), cuyo valor es de 45,4 ± 3,6% postdescongelamiento .   

Se ha demostrado que al congelar biopsias testiculares de ratón, conejo, hámster y mono 

(92), (153) bajo condiciones termocontroladas con DMSO, Sucrosa y Suero sintético 

humano, existe una recuperación limitada de la espermatogénesis en alotransplantes y 

xenotransplantes postdescongelamiento proveniente de animales adultos, en cambio, en 

los injertos de roedores inmaduros se observa una espermatogénesis completa.  
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Asimismo, se observa que las células de Leydig son funcionales luego del 

descongelamiento ya que se observan concentraciones de andrógenos en los injertos que 

recibieron tejido fresco y ligeramente más bajos niveles en los ratones que recibieron 

tejido descongelado (153). En cambio, (92), demostraron que luego del transplante de 

tejido testicular de ratón y conejo se produjo espermatogénesis completa; produciendo 

descendencia solo en el ratón postdescongelamiento. Asimismo, en cerdos se ha 

demostrado que posterior al descongelamiento de biopsias testiculares el 

xenotransplante muestra espermatogénesis completa (154) y en humano la 

criopreservación de las células espermatogoniales posterior a un largo cultivo 

proliferativo demuestra que puede ser utilizada esta tecnología para conservar la 

fertilidad humana (155). Se ha descrito que es posible criopreservar células madre 

espermatogoniales por largos períodos de tiempo;  en el ratón se congelaron entre 4 a 

156 días lográndose restablecer la espermatogénesis completa en ratones infértiles, que 

recibieron el transplante de éstas, (95),  lo cual concuerda con nuestros periodos de 

congelamiento a -196ºC donde las SSC de alpacas permanecieron entre 1 a 166 días 

(fragmentos) y en células aisladas entre 1 y 148 días (aproximadamente 5 meses)  con 

una actividad mitocondrial conservada lo que indicaría potencialmente la conservación 

de las SSC de alpacas con los protocolos de congelamiento establecidos en este trabajo, 

por otra parte se logró proliferar e inducir la diferenciación temprana de las SSC de 

alpaca postdescongelamiento evidenciado por los signos de diferenciación temprana por 

citometría de flujo.  Por otra parte, se ha observado crías nacidas al transplantar las SSC 

de ratón almacenadas durante 14 años a -196ºC (192) lo que pone en evidencia la utilidad 

de la criogenia durante largos periodos de tiempo para la conservación y utilización 

posterior de las SSC aplicable para animales como la alpaca.  
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 Nuestros resultados demuestran que el congelamiento lento realizado en tejido testicular 

de alpacas adultas en forma de fragmentos en DMA+Trehalosa (MTA) producen una 

muestra de SSC postdescongelamiento con una viabilidad de 61,91±3.6% como un 

reservorio de células madre testiculares y de espermatozoides de alpaca las que 

posteriormente al descongelamiento pueden ser transferido a otros individuos o utilizar 

las SSC en sistemas de proliferación y diferenciación in vitro para ser usados en 

biotecnologías reproductivas de alta complejidad como Fecundación In vitro o 

Inseminación intracitoplasmática (ICSI).  En los resultados de nuestro trabajo se ha 

observado que luego del las SSC de alpaca disminuyen pero a pesar de esto, reinician su 

actividad proliferativa e incluso pueden iniciar la diferenciación celular temprana In vitro  

lo que confirma la calidad de los protocolos de criopreservación obtenidos en este trabajo 

de investigación lo que puede ser evidenciado por la disminución de las células sDBA+ 

luego del descongelamiento y que al ser inducidas  a la  diferenciación con testosterona 

se observa un aumento de células espermatogoniales redondas que inician la 

diferenciadas temprana (wDBA+) y un aumento de las células redondas diferenciadas 

que son negativas a DBA- Incluso con la finalidad de mejorar nuestros resultados hemos 

diseñado la estrategia de realizar una proliferación celular In vitro de las células 

espermatogoniales aisladas previo a la criopreservación y hemos conseguido resultados 

postdescongelamiento que se asemejan a las células frescas (156), cuando son 

congeladas en forma aislada y previamente se ha realizado el incremento de las SSC 

mediante cultivo e inducción de proliferación celular In vitro per congelamiento en SSC 

de alpacas (157). 

En humano, se observó que luego del descongelamiento de biopsias testiculares ó 

suspensiones celular existe la misma cantidad de SSC recuperadas independientemente 

si fueron crioconservadas como tejidos testiculares o como suspensiones de células 
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individuales (158).  En cambio, otro estudio (41), ha demostrado que las poblaciones de 

células madre SSEA-4 humanas adultas y fetales poseen una sensibilidad diferencial a 

la criopreservación en función de si son crioconservadas lentamente bajo la forma de 

tejidos testiculares o bajo la forma de células individualizadas.  La recuperación de las 

SSC humanas fue significativamente más alta en la criopreservación de suspensión 

celular (19%) en comparación con la criopreservación de tejidos (13%) proveniente de 

testículos adultos, en cambio en testículos neonatales no se observó diferencia entre la 

cantidad de SSC proveniente de tejido testicular vs suspensiones celulares.  Por lo que 

la conservación óptima de los SSC humanos depende de la edad del paciente, el tipo de 

muestras criopreservadas y las aplicaciones terapéuticas posibles, con el colorante azul 

de Tripán mostraron una viabilidad que asciende a 80 ± 3% (Fragmentos) y 67 ± 4% 

(SSC aisladas: suspensiones celulares) (41), de forma similar en nuestros resultados la 

viabilidad con azul de Tripán en muestras de células espermatogoniales buenas 

postdescongelamiento fue mayor en células proveniente de fragmentos (75,81 ± 3,25%) 

y  en suspensiones celulares fue menor (57,24 ± 4,11%).   En cambio, al analizar la 

calidad de las SSC por citometría de flujo se observa una mayor población de SSC 

congeladas en MSON en forma aislada con mitocondria intacta y saludable (63,68 ± 

17,82%) que en la calidad de las SSC proveniente de fragmentos testiculares 

descongelados (57,20±19,14%) revelada con la sonda Mitosense que detecta las SSC 

con alto potencial de membrana mitocondrial, nuestros resultados son compoarables con 

los de otras especies, en los que se ha demostrado incluso que con viabilidades de 40% 

pueden generar una epermatogénesis completa luego de ser tranplantados (95).  Por otra 

parte, se han analizado varios trabajos en relación a la criopreservación de SSC en varias 

especies, a la modalidad de acción de los crioprotectores, la metodología de 

congelamiento, lento vs vitrificación, la edad del cual proviene la muestra, asociado al 
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número de células recuperadas y la viabilidad de las SSC posdescongelamiento, lo que 

refleja  se ha observado que aún falta más evidencia que nos lleve a realizar una 

aplicación de los conocimientos producidos en animales a ser aplicados en el manejo 

reproductivo y tratamiento de infertilidad (159), (160), (103). 

Durante el congelamiento en este trabajo, hemos usado SSC de alpacas adultas bajo dos 

tipos de muestras: 1) suspensiones espermáticas obtenidas mediante el uso de dos 

digestiones enzimáticas de forma similar a lo planteado por (97) y por otro lado 2) 

fragmentos testiculares o biopsias evitando la rete testis en cortes longitudinales.  Al 

respecto, se ha observado que la dimensión física macroscópica del tejido es un punto 

crítico en un protocolo de crioconservación (103) ya que el tamaño de la muestra puede 

influir en la distribución equitativa y difusión rápida de entrada y salida de los ACP así 

como de las tasas de distribución de temperatura uniformes en toda la extensión del 

tejido, lo cual debe ser tomado en cuenta para evitar el criodaño durante el proceso de 

congelamiento y descongelamiento (161), (162).  En ratones, se ha evidenciado que al 

congelar testículos enteros se observan mejores resultados postdescongelamiento cuando 

la túnica albugínea es cortada en comparación si ésta está intacta (163).  En rata 

inmadura, se ha observado que en fragmentos de 7,5 mg produce mejores muestras 

posdescongelamiento en comparación a cuando se congela fragmentos de 15 mg (164); 

en cambio cuando se congeló fragmentos de tejido testicular de cerdo (5, 15, 20 o 30 

mg) no se afectó la viabilidad celular en la muestra postdescongelamiento (154). En 

niños prepúberes (165), la crioconservación de tejido testicular, con fragmentos de 

tamaños variables (2-9 mm³) no mostró diferencias en la viabilidad 

postdescongelamiento (91),  (166),  (86), (167). Asimismo, (168) evaluaron el efecto del 

antioxidante N-acetilcisteína y de Testosterona sobre el congelamiento de fragmentos de 

1 x 1 x 3 mm de tejido testicular humano de prepúberes, sin mostrar diferencia en la 
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viabilidad ni en apoptosis ni en el xenotransplante posdescongelamiento.  Nuestros 

resultados sustentan que el uso de fragmentos testiculares de alpaca, sin túnica albugínea, 

de 8 x 2 x 2 mm (X±SD: 22,7±2,2mg) muestra una alta viabilidad (61,91 ± 3,61%), con 

azul de tripán y 57,20±19,14% de las SSC provenientes de fragmentos poseen membrana 

mitocondrial intacta postdescongelamiento, los que asociadas a la presencia de 

espermatozoides de buena calidad, indica que el tamaño elegido del fragmento testicular 

fue el adecuado para conservar las células espermatogoniales de alpaca. 

 

En los medios de criopreservación para las SSC se utilizan ACP permeables como 

Dimetilacetamida y Dimetilsufóxido, entre otros y ACP no permeables como Trehalosa. 

El DMSO es un ACP permeable a las células y conserva mejor las espermatogonias que 

PROH (Propilen glicol) o Glicerol (169), de forma similar a nuestros resultados en SSC 

congeladas y descongeladas en forma aislada en el medio MSON (posee DMSO como 

ACP permeable + ACP no permeable + Maca Negra), tenemos el mayor porcentaje de 

SSC vivas (63,68 ± 17,82%) con membrana mitocondrial intacta posdescongelamiento.  

Se ha descrito, que DMSO podría inducir la mutación de genes si son utilizados en alta 

concentración a 37ºC (170) por lo que usarlo junto con ACP no permeables como 

trehalosa o sucrosa promueve la conservación de la calidad de las SSC 

posdescongelamiento (171).  Se ha demostrado que la sucrosa es un ACP 

significativamente mejor que la trehalosa para mantener la integridad de la membrana 

celular y del acrosoma durante el proceso de estrés osmótico y térmico ejercida sobre la 

célula durante una criopreservación lenta en espermatozoides de toro (172).  Por otra 

parte, se ha determinado que en constructos, realizados por ingeniería de tejidos (TEC), 

producidos para la criopreservación de tejidos muestran una viabilidad celular 

postdescongelamiento de 54,37±1,2% con el ACP permeable a una concentración de 
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10% de DMSO, 45±4,7% con 40 mM de trehalosa y llega a 73±1,9% cuando 

criopreservan con trehalosa, ectoína, dimetilsulfóxido y soluciones antioxidantes (173).  

En nuestro estudio, se evidencian resultados similares en relación a la viabilidad de 

células espermatogoniales descongeladas provenientes de fragmentos testiculares 

congelados con una promedio ± EE evaluados con azul de tripán, se observa que la 

mayor viabilidad (61,91 ± 3,61) es observada en el Medio  MTA (ya que al descongelar 

fragmentos con trehalosa 200 mM y Dimetilacetamida (1,15M).  En cambio, al analizar 

por citometría de flujo, la viabilidad de las SSC posdescongelamiento en el medio 

MTON (Dimetilsulfoxido (1,30 M) + Trehalosa 200 mM + Maca Negra 20mg/ml) con 

la sonda fluorescente Mitosense revela que el 57,20 ± 19,14% poseen SSC con un alto 

potencial de membrana mitocondrial.   

En cambio, en las células espermatogoniales congeladas en forma aisladas, proveniente 

de alpacas adultas de buena calidad, observamos que el porcentaje de SSC con 

mitocondria activa e intacta fue de 63,68 ± 17,82% en el medio MSON mediante CF, 

cuando el medio de criopreservación contienen 1,30 M de DMSO suplementado con 

Maca negra (20mg/ml) y Sucrosa (200 mM).  Por otra parte, en nuestro estudio se evaluó 

también el efecto de la sucrosa como ACP no permeable en el medio evidenciándose el 

porcentaje más alto de viabilidad con azul de tripán.  Entre los medios analizados con 

sucrosa, se observa un porcentaje de viabilidad de 60,22 ± 3,6% de las SSC en el medio 

MSAN (Sucrosa 200 mM)+ Dimetilacetamida (1,15M) + Maca Negra 20mg/ml), en este 

caso usamos a la Maca negra como un suplemento natural.  El rol de la sucrosa fue 

evaluada en el congelamiento de SSC de cerdo en presencia de concentraciones 

crecientes de Sucrosa (70, 140, 210 y 280 mM) determinándose que la viabilidad fue 

mayor cuando las SSC de cerdo fueron congelados en 210 mM de sucrosa (51), lo que 

corrobora nuestros resultados en el congelamiento de SSC de alpaca, en forma aislada, 
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con el ACP permeable DMSO y el ACP no permeable Sucrosa (200mM) mostrando los 

mejores resultados en la viabilidad de SSC de alpaca posdescongelamiento congeladas 

en forma aislada.  La alta osmolalidad de los medios hipertónicos confiere una 

protección significativa contra el daño producido por el enfriamiento rápido, siendo la 

sucrosa significativamente mejor que la trehalosa (172). La Sucrosa incrementa la 

viabilidad de SSC de porcino después de la criopreservación participando en la 

deshidratación celular producida por una alta osmolalidad de los medios de 

criopreservación tanto en los espermatozoides (172) ó SSC que se enfrentan a un 

ambiente hipertónico, producido por la criopreservación, las SSC son protegidas 

induciendo una inhibición de la apoptosis celular  (51).  

La inclusión de antioxidantes en el medio de criopreservación mejora la eficacia de la 

criopreservación (174, 175), en forma conjunta a los ACP como el DMSO, mejoran 

significativamente el descongelamiento conservando la actividad mitocondrial y la 

capacidad de proliferación de SSC de ratón (53) por lo que el uso de antioxidantes 

citoprotectores complementarios a los ACP mejorarían la calidad de las SSC 

posdescongelamiento.  En este sentido, se ha involucrado a la Maca como un 

antioxidante natural que protege al ADN del estrés oxidativo en condiciones In vitro 

(176) y condiciones in vivo (177). La función citoprotectora de la Maca (1 mg/ml) 

protegió a los macrófagos RAW 264.7 de la apoptosis inducida por peroxinitrito (P 

<0.01) frente a la exposición con H2O2 (1 mM). Se demuestra que maca destruye los 

radicales libres y protege las células contra el estrés oxidativo lo que indica que contiene 

fitoquímicos capaces de extinguir fisiológicamente las células de inflamación crónica, y 

combatir el estrés oxidativo (19).  En nuestro estudio, hemos utilizado dos variedades 

del extracto hidroalcohòlico de Maca atomizada comercial JUVENS y de acuerdo al 

color de su hipocótilo (Roja y Negra.  Por sus propiedades antioxidantes, hemos utilizado 
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la Maca atomizada Juvens a una concentración de 20 mg/ml (debido a que no ejerce un 

efecto negativo durante el periodo de estabilización a 4ºC, previamente evaluado en este 

trabajo de investigación, en el medio de criopreservación; en nuestros resultados se 

demuestra que la maca conserva la función mitocondrial en las SSC congeladas en forma 

de fragmentos en presencia de Maca Roja y Maca Negra con respecto al control. 

 Asimismo, en fragmentos se puede observar que el medio de criopreservación en el que 

se conserva mejor la actividad mitocondrial (57,20 ±19,14%) es en el medio MTON 

(DMSO, Trehalosa y Maca negra) cuando las muestras son buenas; pero al evaluar las 

Muestras malas la actividad mitocondrial se reduce a 16,50±11,27% en el mismo medio.  

Por otra parte; cuando se contrasta el porcentaje de SSC congeladas en forma aislada 

observamos que las SSC con alto potencial mitocondrial (Bsmitosense+(Cell) en 

muestras Buenas  ascienden a 63,68±17,82% en el medio MSON (DMSO, Sucrosa y 

Maca negra), sin mostrar diferencias significativas (p˃0,05) (Anexo 16), en cambio, al 

contrastarla con las Msmitosense+ en muestras  malas se observa diferencia en el 

porcentaje de SSC postdescongelamiento en células congelados en el Medio MSON 

mostrando el mayor valor en las células Msmitosense+(Cell), lo que indicaría que el 

medio MSON es el medio que rescataría el mayor porcentaje de células aún en muestras 

de mala calidad demostrando su rol potencial en el rescate y conservación de alpacas.  

Nuestros resultados sugieren que en la Maca negra existen metabolitos con actividad 

antioxidante capaces de proteger a las mitocondrias de las SSC lo que mantiene la 

función mitocondrial responsable de la producción de ATP semejante a lo encontrado 

por (19), en que se incrementa la producción de ATP en los macrófagos expuestos a 

oxidantes en presencia de Maca. 

Por otra parte, en estudios sobre la relación del color del hipocótilo y la diferenciación 

metabolómica de la función de la Maca se realizó a través de resonancia magnética 
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nuclear evaluando el color del hipocótilo (amarilla, rosada, violeta y plomo), en 

variedades de maca previamente cultivadas y nunca cultivadas de diferentes localidades 

del Perú (Patalá 4086 msnm en Junín y Alpacayán 4130 msnm en Cerro de Pasco).  Los 

resultados del estudio demuestran que de los 16 metabolitos observados en la resonancia 

magnética nuclear, la señal de sucrosa puede identificarse fácilmente debido a que el 

nivel de este metabolito se aprecia fuertemente en relación a otros metabolitos y si se 

compara la cantidad de sucrosa en relación al color del hipocótilo y si ha sido o no 

cultivada, los niveles de expresión de sucrosa como metabolito están incrementados en 

todos los colores de hipocótilo analizados de Patalá: en amarilla (10004,13), violeta 

(8767,62), ploma (10732,41) y rosada (9485,29); y en Alpacayán: en amarilla 

(11042,37), violeta (11743,20), ploma (12067,29) y rosada (10757,16), cuando la maca 

ha sido cultivada 2 a 3 años antes.  Este estudio sugiere que el lugar de siembra es lo más 

importante y que los colores de hipocótilo tienen menor importancia (84).  Por otra parte, 

se ha evaluado los componentes de Maca roja y negra en extractos de maca seca en spray 

los que fueron realizados con resonancia magnética nuclear, donde se ha descrito la 

presencia de 16 componentes, entre los que destaca la Sucrosa entre todos los 

metabolitos observados, la que esta presente en mayor cantidad en la maca negra 

(1632,36) que en la maca roja (1368,35) y que al ser administrados en pacientes por via 

oral mejoran los parámetros de la calidad de vida diferencialmente en relación al color 

del hipocótilo, probablemente las diferencias sean dependientes de la composición 

química de las dos variedades de maca analizadas (178), este producto corresponde al 

usado en este trabajo de investigación. En relación a la coloración del hipocótilo, en 

contraste con (84), nuestros resultados confirman que si existe diferencia en el 

mecanismo de acción de la maca en relación al color del hipocótilo semejante a lo 

observado por (178).   En nuestro estudio, la presencia de maca negra, en el medio de 
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criopreservación, incrementó el porcentaje de viabilidad y de actividad mitocondrial en 

las SSC congeladas en forma aislada en el medio MSON y en fragmentos testiculares en 

el medio MTON conservando la actividad mitocondrial en presencia de trehalosa ó 

sucrosa cuando estos azucares fueron suplementados con Maca negra. Debido a la 

presencia de sucrosa como mayor metabolito en la Maca podemos proponer que la 

sucrosa estabiliza a las SSCs durante el congelamiento y descongelamiento como ACP 

no permeable asociado al ACP permeable DMSO. 

La criopreservación induce apoptosis y necrosis celular durante el congelamiento o 

descongelamiento los resultados demuestran que las vías intrínseca y extrínsecas 

mediadas por caspasas y la cascada proteolítica de calpaína fueron activadas después de 

la criopreservación  y que esta activación puede jugar un rol importante en el proceso de 

muerte celular inducida por la criopreservación; se han utilizado inhibidores de caspasas 

z-VAD-FMK, reduciendo la apoptosis inducida por criopreservación mostrando efectos 

benéficos sobre las células madre mesenquimales provenientes de cordón umbilical 

(179).  Por otro parte, las estrategias actuales se enfocan en minimizar las acciones 

dañinas de los factores estresantes fisicoquímicos, así como la ruptura de las membranas 

celulares asociadas con la formación de cristales de hielo extra e intracelular que ocurre 

durante el proceso de congelamiento y descongelamiento. Sin embargo, este proceso de 

muerte celular puede ser inhibido significativamente con HypoThermosol® como medio 

de preservación y de la modulación de la muerte celular ofreciendo mejoras en los 

protocolos de criopreservación  en  sistemas biológicos más complejos y/o frágiles 

tejidos modificados genéticamente como en órganos humanos y en células madre (180).  

Asimismo, se usó CryoStor CS 5 en conjunto con un inhibidor apoptótico Inhibidor V 

Caspasa I, lo que llevó a una regulación de la apoptosis durante la criopreservación (181), 
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de forma similar en fibroblastos humanos, queratinocitos hepatocitos y células renales 

con HypoThermosol (182). 

La disponibilidad de métodos de prueba citométricos rápidos y simplificados para 

evaluar los cambios mitocondriales, la apoptosis y la muerte celular.  Los estudios que 

evalúan el cambio del potencial de membrana mitocondrial y los marcadores de 

apoptosis y muerte celular  que permitan una fácil identificación del efecto de un 

compuesto o de un protocolo de congelamiento sobre la actividad mitocondrial (183). 

En nuestro estudio, utilizamos el FlowCellect Mitopotential Red Kit en cuyo kit se 

encuentran asociados dos fluorocromos el Mitosense, cuyo marcador detecta el potencial 

de actividad mitocondrial en dos subestados (con membrana mitocondrial intacta y con 

reducción de la actividad mitocondrial (Apoptosis temprana) y la sonda Actinomicina D 

(7AAD) que detecta a las células en necrosis.  Por otro lado, se congelaron células madre 

espermatogoniales en forma aislada posterior a una proliferación In vitro (156), donde 

se evidenció que luego del descongelamiento se observa 6,29%±1,17 de sDBA+(SSC) 

que al compararlo con sDBA+ frescas (7,66%±1,13) no muestra diferencias 

significativas (p>0,05) (157). Cuando las SSC de alpaca fueron proliferadas y 

criopreservadas el porcentaje de sMitosense+ fue de 77,14%±2,91 no mostrando 

diferencias significativas en relación a las muestras frescas no congeladas (p>0,05) 

(156), (157), con lo cual se demuestra, una ventaja comparativa al congelar las células 

de alpaca luego de someterlas a un periodo de proliferación In vitro usando el protocolo 

de criopreservación  para células aisladas (157). 

Por otro lado, con DBA es posible identificar a los residuos de α–N– acetilgalactosamina 

(GalNAc) y a los β–N– acetilgalactosamina (GalNAc) reactivos en la superficie de las 

membranas plasmáticas de las espermatozoides (184),(185), (186), (187)  cuya función 

está involucrada en la interacción de gametos durante la fecundación.  En este estudio se 
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usó DBA por su capacidad de reconocer a los residuos de α–N– acetilgalactosamina 

(GalNAc) altamente reactivos en la superficie de las membranas plasmáticas de las SSC 

observadas en varias especies (97), (119), (120), (121).  

Varios sondas, entre la que se encuentra Actinomicina D (7AAD) se unen establemente 

al ADN de células no viables en necrosis. El factor principal que determina su uso es su 

exclusión en las células viables, el grado de exclusión de un colorante no vital está en 

función a su peso molecular, que impide su penetración a través de las membranas 

celulares, su hidrofobicidad que puede variar con el pH y fuerza iónica del colorante 

(113).  Nuestros resultados, demuestran que en la población de las SSC se observa que 

con el flurocromo 7AAD se puede distinguir a las células necróticas que son positivas a 

7AAD+ donde se une fuertemente al núcleo de las células en necrosis,  la fluorescencia 

es captada por el canal 4 en el citómetro de flujo identificando las SSC de alpaca 7AAD+; 

en las muestras totales,  buenas y malas no existen diferencias significativas en necrosis 

7AAD+ (p>0,05).  Asimismo, en SSC congeladas en suspensión no se observa diferencia 

significativa del porcentaje de células en necrosis; sin embargo si existen diferencias 

significativas en el porcentaje en células 7AAD+ proveniente de muestras Malas 

congelada en forma de fragmentos en el medio MSOR, MSON y MSO; asi como en 

MSAR, MSAN y MSA (Anexo 11).  Los menores porcentajes de células provenientes 

de fragmentos en muestras Buenas se observan en el medio MFAR (7,70±1,65) y en 

células en el medio MFOR (4,93±1,91); lo cual concuerda con los resultados de (188) 

en SSC de ratón ya que postdescongelamiento en presencia de ACP permeable (DMSO 

al 10%) junto con diferentes concentraciones de ACP no permeable (Trehalosa a 50mM, 

100mM y 200mM) se evidencia una baja tasa de necrosis celular.  Por otro parte 

evaluaron las diferentes concentraciones de ACP no permeable con su capacidad 

proliferativa luego de tres periodos de tiempo a -196°C (1, 2 y 3 meses) donde se pone 
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en evidencia una baja tasa de necrosis pero una baja tasa de proliferación 

postdescongelamiento en concentraciones de 50 y 100 mM de Trehalosa, en cambio a 

200 mM se observa una mejor tasa proliferativa de las SSC (188) en cambio, en el 

almacenaje de espermatozoides humanos durante largo tiempo en nitrógeno líquido se 

ha observado que no daña la calidad de los espermatozoides ni la tasa de fecundación 

postdescongelamiento (189).  En nuestro estudio, hemos usado el ACP permeable 

(DMSO 10%) y ACP no permeables (Trehalosa, fructosa y Sucrosa a una concentración 

de 200mM) observándose que existe capacidad proliferativa postdescongelamiento 

cuando las células son congeladas en el medio MSON en presencia de ACP  permeable 

(DMSO) y ACP no permeable (Sucrosa 200 mM) y suplementado con 20mg/ml de 

Maca. La capacidad proliferativa disminuye con la criopreservación y la presencia de 

ACP no permeable conserva la capacidad proliferativa durante un mayor tiempo de 

permanencia en nitrógeno líquido.  En nuestro medio de criopreservación, la Maca posee 

efectos antioxidantes que reducen el porcentaje de apoptosis temprana y necrosis celular 

durante largos periodos de congelamiento. 

El uso simultáneo de DBA y del Kit  FlowCellect Mitopotential kit (Mitosense y 7AAD) 

permiten obtener información sobre la presencia de células madre espermatogoniales así 

como del número de células con alto potencial de membrana mitocondrial o membrana 

mitocondrial intacta (vivas con alto potencial mitocondrial con una alta fluorescencia al 

Mitosense) de las que inician disfunción mitocondrial (Con disminución de la actividad 

mitocondrial y disminuido potencial de membrana mitocondrial o Apoptosis temprana) 

y las que están en necrosis celular (positivas a 7AAD+) en un solo ensayo.  Identificando 

de manera objetiva la calidad de las células madre espermatogoniales de alpaca vivas y 

saludables con un alto potencial de membrana mitocondrial, que pueden ser identificada 

al citómetro de flujo con una fluorescencia intensa al Mitosense (Rojo), asimismo como 
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este kit monitorea los cambios fluctuantes de potencial de membrana mitocondrial, las 

células que disminuyen su potencial están en apoptosis temprana con una intensidad 

menor de fluorescencia al Mitosense.  Y las que están en necrosis son marcadas con la 

sonda 7AAD+.  

 

Nuestro estudio ha logrado el establecimiento de dos protocolos para criopreservación 

de células madre espermatogoniales de alpaca, sugeriendo que el medio para congelar 

fragmentos testiculares de alpaca es el medio MTON y para suspensiones de células 

espermatogoniales (aisladas) es el medio MSON.   En ambos medios, se observa una 

crioconservación de las SSC con un mayor porcentaje de SCC con potencial de 

membrana mitocondrial lo que sugiere un efecto antioxidante y citoprotector de la Maca 

negra que conserva el potencial de membrana mitocondrial en las SSC de alpaca cuya 

calidad postdescongelamiento será dependiente de la calidad inicial de las muestras 

precongelamiento.  Por otra parte, se ha evidenciado que las células congeladas en 

suspensión (aisladas) poseen capacidad proliferativa y responden al inductor de 

diferenciación en sistemas de cultivo in vitro, lo cual hace promisoria su utilización en 

transplantes así como en la conservación de SSC para desarrollar tecnologías de alta 

complejidad en alpacas en ICSI lo que pone en evidencia y utilidad en el rescate de 

caracteres de impacto económico en alpacas élite.  
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VI. CONCLUSIONES 

VI.1 Conclusión general 

 

Se identificó la presencia de SSC en alpacas adultas usando marcadores como β integrina 

y ZBTB16 mediante qPCR así como con DBA mediante CF.  Durante la 

criopreservación se observó que la Maca negra conserva la viabilidad y la actividad 

mitocondrial en las SSC de alpacas adultas congeladas en forma de fragmentos 

testiculares. 

VI.2   Conclusiones específicas 

 

● Los marcadores moleculares (β integrina y ZBTB16) y DBA identificaron a las SSC 

en alpacas adultas. 

● Las SSC de alpaca pueden ser criopreservadas tanto a partir de células aisladas como 

de fragmentos testiculares. 

● El sistema dual Mitosense-7AAD es de gran utilidad para establecer el rol del 

potencial de membrana mitocondrial en las células madre espermatogoniales de alpaca 

postdescongelamiento discriminando a las células con apoptosis temprana de las que 

presentan un potencial mitocondrial conservado de las que se encuentran en necrosis 

postcriopreservación en machos de alpaca. 
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VII. LIMITACIONES 

Del análisis molecular: 

No existe un genoma completo descrito para la alpaca por lo que se usaron especies 

relacionadas (Sus scrofa y Bos Taurus) para el diseño de primers con la finalidad de dar 

robustez al análisis. Los primers fueron validados bioinformáticamente corroborando su 

especificidad y son referenciados (46).  El qPCR es más sensible, rápido y fácil de usar 

comparado a otros métodos de cuantificación del ARN como northern blot e hibridación 

in situ. A pesar de las ventajas de la cuantificación de ARNm por PCR (qPCR) son 

mucho más que las de un PCR convencional, aún tiene limitaciones inherentes, 

particularmente aquellas que dan al ser métodos no validados. Existen varias fuentes de 

sesgo en una medición de ARN por qPCR, las principales causas en resumen son: la 

extracción de ARN, la calidad del ARN, el almacenamiento del ARN/ADNc, el 

calibrador inapropiado, el termociclador, las micropipetas.   

De la determinación de apoptosis temprana y necrosis: 

En este estudio se determinó la apoptosis celular por el estatus funcional de la 

mitocondria evaluando la vía intrínseca de la apoptosis, no se evaluó directamente la vía 

extrínseca de la apoptosis que podría ser evaluada por Anexina V que identifica a las 

células que están en apoptosis a través del reconocimiento de la fosfatidilserina (PS) y 

la fosfatidiletanolamina (PE) de la membrana plasmática, pudiéndose usar como 

conjugado a Ioduro de propidio ó a 7AAD.  En este trabajo se usó  el Kit Flow Cellect 

Mipotential Red (posee dos sondas Mitosense y 7AAD) que evalúa dos importantes 

parámetros de salud celular de forma simultáneamente; cambios en el potencial de 

membrana mitocondrial, considerado como una marca temprana de apoptosis celular 

(Disminución del potencial de membrana mitocondrial, lo que se evidencia por la 
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disminución de la fluorescencia de la sonda mitosense) y permeabilización de la 

membrana plasmática celular o muerte celular (por la asociación del fluorocromo 7AAD 

al ADN de la célula en necrosis), diferenciándose a las células vivas con membranas 

intactas (plasmática y mitocondrial) de las que experimentan la apoptosis temprana (con 

permeabilidad de la membrana mitocondrial y apertura de poros con la pérdida de 

citocromo c)  de las que están en necrosis (con el reconocimiento del ADN celular con 

la sonda 7AAD en las células con membranas rotas). 
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VIII. RECOMENDACIONES  

a) Se sugiere continuar con investigaciones a nivel de cultivo de SSC 

postdescongelamiento. 

b) Realizar purificación de SSC postdescongelamiento. 

c) Realizar xenotransplantes con SSC purificadas postdescongelamiento. 

d) Proponer el establecimiento del banco criogénico de células madre 

espermatogoniales de la alpaca peruana. 

e) Medir de manera más específica el proceso apoptosis temprana y necrosis con un 

colorante que complemente a 7 AAD como por ejemplo con la Anexina V. 
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Anexo N°1: Muestras usadas en el estudio: 
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Anexo N°2 : Tiempo de congelamiento de Fragmentos testiculares a -196°C 

FRAGMENTOS (44 muestras) 

Número de Muestra Tiempo de Congelamiento 

1 1 día 

2 15días 

3 15días 

4 9 días 

5 26 días 

6 30 días 

7 30 días 

8 11 días 

9 11 días 

10 6 días 

11 14 días 

12 40 días 

13 53 días 

14 138 días 

15 151 días 

16 47 días 

17 96 días 

18 47 días 

19 2 días 

20 53 días 

21 74 días 

22 3 días 

23 4 días 

24 4 días 

25 26 días 

26 12 días 

27 11 días 

28 24 días 

29 95 días 

30 116 días 

31 116 días 

32 125 días 

33 33 días 

34 101 días 

35 81 días 

36 81 días 

37 82 días 

38 32 días 

39 166 días 

40 41 días 

41 40 días 

42 84 días 

43 43 días 

44 141 días 
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Anexo N°3: Tiempo de congelamiento de células espermatogoniales asiladas a -196°C 

SSC (32 muestras) 

Número de Muestra Tiempo de Congelamiento 

1 1 día 

2 62 días 

3 10 días 

4 12 días 

5 40 días 

6 96 días 

7 5 días 

8 6 días 

9 10 días 

10 2días 

11 4 días 

12 3 días 

13 3 días 

14 5 días 

15 1 días 

16 148 días 

17 111 días 

18 6 días 

19 32días 

20 116 días 

21 116 días 

22 125días 

23 125 días 

24 40 días 

25 104 días 

26 41 días 

27 85 días 

28 14 días 

29 32 días 

30 7 días 

31 7 días 

32 7 días 
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Anexo N° 4. Viabilidad de las células espermatogoniales de alpaca 

postdescongelamiento proveniente de fragmentos con azul de Tripán . 
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Anexo N° 5.Viabilidad de las células espermatogoniales de alpaca 

postdescongelamiento congeladas en forma aislada con azul de Tripán 
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Anexo N°6. Viabilidad Media±EE de las células espermatogoniales evaluados con azul 

de Tripán obtenidas desde fragmentos descongelados 

 

MEDIOS 

Media  ± Error estándar 

TOTALES BUENOS REGULARES 

1 MTOR     52,27 ± 3,80 66,9 ± 4,38 37,38 ± 4,45 

2 MTON     58,57 ± 3,83 73,75 ± 4,58 43,73 ± 5,89 

3 MTO     57,55 ± 3,45 72,38 ± 3,44 45,04 ± 4,26 

4 MTAR     60,14 ± 3,23 75,67 ± 2,90 53,05 ±8,84 

5 MTAN 55,43 ± 4,43 71,89± 4,72 34,40 ± 8,09 

6 MTA 61,91 ± 3,61 74,91 ± 3,51 53,76 ± 7,50 

7 MFOR 54,25 ± 3,90 67,90 ± 4,56 32,48 ± 5,55 

8 MFON 54,48 ± 4,18 71,53 ± 4,22 33,26 ±7,69 

9 MFO 59,02 ± 3,96 73,87 ± 3,55 46,13 ± 6,75 

10 MFAR 54,57 ± 3,67 64,98 ± 5,30 47,34 ± 5,37 

11 MFAN 54,25 ± 3,92 68,00 ± 4,54 40,05 ± 6,59 

12 MFA 52,23 ± 3,82 63,12 ± 4,62 41,73 ± 7,54 

13 MSOR 52,57 ± 3,97 61,56 ± 4,66 47,34 ± 5,37 

14 MSON 56,84 ± 3,66 70,36 ± 3,30 50,43 ± 5,66 

15 MSO 59,57± 3,54 72,17 ± 2,69 42,4 ± 8,89 

16 MSAR 53,70 ± 3,56 65,55± 4,11 44,73 ± 6,52 

17 MSAN 60,66 ±3,64 73,49 ± 3,55 49,71 ± 6,24 

18 MSA 59,20 ± 3,66 75,81 ± 3,25 40,55 ± 3,78 

 

   Muestras Buenas: ≥55% de viabilidad 

   Muestras regulares: ˂55% de viabilidad 

   Muestras malas ˂35% de viabilidad 

   Los datos son expresados como Media±Error estándar.   

   Prueba de contraste Kruskal Wallis.  

   Diferencia significativa (p value <0,05). 

   Totales, Buenos, regulares y malos MTOR, MTON y MSO (Pvalue >0,05) 

 Totales, Buenos, regulares y malos MTAR, MTAN y MSA (Pvalue >0,05) 

 Totales, Buenos, regulares y malos MFOR, MFON y MFO (Pvalue >0,05) 

 Totales, Buenos, regulares y malos MFAR, MFAN y MFA (Pvalue >0,05) 

 Totales, Buenos, regulares y malos MSOR, MSON y MSO (Pvalue >0,05) 

 Totales, Buenos, regulares y malos MSAR, MSAN y MSA (Pvalue >0,05) 
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Anexo Nº7. Viabilidad Media±EE de las células espermatogoniales 

Postdescongelamiento congeladas en forma aislada y 

evaluadas con Azul de Tripán 

 

      MEDIOS 

Media  ± Error estándar 

TOTALES BUENOS REGULARES 

1 MTOR 45,36 ± 3,57 54,24 ± 4,45 37,59 ± 4,79 

2 MTON 39,34 ± 3,34 52,49 ± 4,63 27,75 ± 2,46 

3 MTO 41,41 ± 3,2 52,76 ± 3,88 31,36 ± 3,54 

4 MTAR 37,63 ± 3,89 51,89 ± 4,33 25,10 ± 4,45 

5 MTAN 39,47 ± 3,67 50,77 ± 4,26 29,48 ± 4,72 

6 MTA 39,19 ± 3,80 53,02 ± 5,03 26,89 ± 3,60 

7 MFOR 38,16 ± 3,37 51,5 ± 3,61 26,32 ± 3,60 

8 MFON 37,75 ± 3,65 53,47 ± 3,69 23,97  ± 3,54 

9 MFO 40,53 ± 3,87 57,24 ± 4,11 25,79 ± 3,55 

10 MFAR 38,03 ± 3,88 48,91 ± 5,21 28,40 ± 4,66 

11 MFAN 38,34 ± 3,65     52,35 ± 5,29 25,90 ± 2,59 

12 MFA 41,91 ± 4,07 54,81 ± 4,86 30,33 ± 4,94 

13 MSOR 39,84 ± 3,50 54,11 ± 4,06 27,27 ± 3,31 

14 MSON 37,69 ± 3,35 48,76 ± 4,35 28,03 ± 3,71 

15 MSO 41,47 ± 3,04 54,15 ± 2,94 30,26 ± 3,23 

16 MSAR 38,09 ± 3,68 51,08 ± 4,52 26,64 ± 4,01 

17 MSAN 39,31 ± 3,81 57,17 ± 3,59 23,51 ± 3,13 

18 MSA 42,59 ± 3,55 54,67 ± 4,07 31,81 ± 4,27 

 

 Muestras Buenas: ≥45% de viabilidad 

Muestras regulares: ˂45% de viabilidad 

Los datos son expresados como Media±Error estándar.  

Prueba de contraste Kruskal Wallis.  

Diferencia significativa (p value <0,05). 

Totales, Buenos y regulares MTOR, MTON y MSO (Pvalue >0,05) 

Totales, Buenos y regulares MTAR, MTAN y MSA (Pvalue >0,05) 

Totales, Buenos y regulares MFOR, MFON y MFO (Pvalue >0,05) 

Totales, Buenos y regulares MFAR, MFAN y MFA (Pvalue >0,05) 

Totales, Buenos y regulares MSOR, MSON y MSO (Pvalue >0,05) 

Totales, Buenos y regulares MSAR, MSAN y MSA (Pvalue >0,05) 
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Anexo Nº8. Porcentaje de células espermatogoniales redondas frescas tipificadas 

mediante CF de acuerdo a la reactividad de la sonda DBA como sDBA+, wDBA+ y 

DBA- 
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Anexo Nº9. Determinación del porcentaje de SSC y potencial de membrana 

mitocondrial postdescongelamiento en las muestras Totales proveniente de 

fragmentos congelados con CF 

 

 

Los datos son expresados como media ±Error estándar.  Prueba de contraste - Kruskal Wallis, considera 

diferencia significativa p<0,05. 
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Anexo Nº10. Determinación del porcentaje de SSC y potencial de membrana 

mitocondrial postdescongelamiento en las muestras Buenas proveniente de 

fragmentos congelados con CF 

 

 

Los datos son expresados como media ±Error estándar. Prueba de contraste - Kruskal Wallis, considera 

diferencia significativa p<0,05. 
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Anexo Nº11.  Determinación del porcentaje de SSC y potencial de membrana 

mitocondrial postdescongelamiento en las muestras Malas de muestras congeladas en 

forma de fragmentos con CF 

 

Los datos son expresados como media ±Error estándar. Prueba de contraste - Kruskal Wallis, considera 

diferencia significativa p<0,05. 
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Anexo Nº 12. Determinación del porcentaje de SSC y potencial de membrana 

mitocondrial postdescongelamiento en las muestras totales de células aisladas 

evaluadas con CF 

 

Los datos son expresados como media ±Error estándar. Prueba de Contraste - Kruskal Wallis, considera 

diferencia significativa p<0,05. 
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Anexo Nº13. Determinación del porcentaje de SSC y potencial de membrana mitocondrial 

postdescongelamiento en muestras buenas en células aisladas mediante CF 

 

 

Los datos son expresados como media ±Error estándar. Prueba de Contraste - Kruskal Wallis, considera 

diferencia significativa p<0,05. 
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Anexo Nº14. Determinación del porcentaje de SSC y potencial de membrana mitocondrial 

postdescongelamiento en muestras Malas de células aisladas con CF 

  

 

Los datos son expresados como media ±Error estándar. Contraste de Hipótesis - Kruskal Wallis, considera 

diferencia significativa p<0,05. 
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Anexo 15. Comparacion del porcentaje de sDBA+, wDBA+, DBA-, SMitosense+, Mitopsense+, 

AAD, en muestras totales congeladas en forma aislada (Cell) y en fragmentas (Frag) 

evaluadas mediante CF 

 

 

Los datos son expresados como media ±Error estándar. Prueba de contraste –U de Mann Whitney Diferencia 

significativa p<0,05. 
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Anexo N°16. Comparación de la Media 

±EE en muestras Buenas de sDBA+, 

wDBA+, DBA-, sMitosense+, 

wMitosense+, 7AAD+ en las células 

aisladas (cell) y células proveniente de 

fragmentos (Frag) postdescongelamiento 

evaluadas con CF  
 

 

 

BsDBA+ (cell): SSC en muestras Buenas 

congeladas en forma aislada.  

BsDBA+ (Frag): SSC en muestras Buenas 

congeladas en forma de fragmentos.  

BwDBA+: SSC en diferenciación temprana 

congelada en células aisladas (Cell) o (Frag) 

congelados en forma de Fragmentos.  

BDBA-(Cell): Células diferenciadas DBA- 

proveniente de muestras congeladas en forma 

aislada (cell) o en forma de fragmentos 

descongelados (Frag).  

BsMitosense+: Con alto potencial mitocondrial 

proveniente de células (Cell) ó de Fragmentos 

(Frag).  

BwMitosense+: Apoptosis temprana en células 

aisldasa (cell) o en fragmentos descongelados 

(Frag).  

B7AAD+: Apoptosis en muestras de células 

descongeladas (Cell) o proveniente de Fragmentos 

(Frag).  a y b significa diferencias significativas 

p<0,05.  

Los datos son expresados como media ±Error 

estándar. Prueba de Contraste –U de Mann 

Whitney Diferencia significativa p<0,05. 
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Anexo N°17. Comparación de la Media ±EE 

en muestras Malas de sDBA+, wDBA+, 

DBA-, sMitosense+, wMitosense+, 7AAD+ 

en las células aisladas (cell) y células 

proveniente de fragmentos (Frag) 

postdescongelamiento evaluadas mediante 

CF  

 

 

MsDBA+ (cell): SSC en muestras Malas 

congeladas en forma aislada.  

MsDBA+ (Frag): SSC en muestras Malas 

congeladas en forma de fragmentos.  

MwDBA+: SSC en diferenciación temprana 

congelada en células aisladas (Cell) o (Frag) 

congelados en forma de Fragmentos.  

MDBA-(Cell): Células diferenciadas DBA- 

proveniente de muestras congeladas en forma 

aislada (cell) o en forma de fragmentos 

descongelados (Frag).  

MsMitosense+: Con alto potencial mitocondrial 

proveniente de células (Cell) ó de Fragmentos 

(Frag).  

MwMitosense+: Apoptosis temprana en células 

aisldasa (cell) o en fragmentos descongelados 

(Frag).  

M7AAD+: Apoptosis en muestras de células 

descongeladas (Cell) o proveniente de Fragmentos 

(Frag).  a y b significa diferencias significativas 

p<0,05.  

Los datos son expresados como media ±Error 

estándar. Prueba de Contraste –U de Mann Whitney 

Diferencia significativa p<0,05 
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Anexo Nº18. Composición de la Maca Juvens Negra y Roja. (178) 
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Anexo Nº19.  Cromatogramas de maca negra y roja 

 

Fondo del Consejo Nacional de Ciencia, Tecnología e Innovación Tecnológica/Fondo 

Nacional de Ciencia y Tecnología (CONCYTEC/FONDECYT), Perú, Círculo de 

Investigación de Plantas con Efecto en la Salud, (Grant no. 010-2014-FONDECYT). 

 

 Cromatograma del extracto metanólico de Maca negra 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cromatograma del extracto acuoso de Maca negra 
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Cromatograma del extracto butanólico de Maca Roja 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cromatograma FNNS de maca roja 


