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positivas a DBA)

WDBA+: “Weakly DBA positive” (células en diferenciacion temprana debilmente

positivas a DBA)

DBA-: “DBA negative” (Células diferenciadas negativas a DBA).

sMitosense+: “strongly Mitosense positive” (Células fuertemente positivas a Mitosense,

con alto potencial de membrane mitochondrial)

wMitosense+: “weakly Mitosense positive” (Células débilmente positivas a Mitosense,

con bajo potencial de membrane mitocondrial, células en apoptosis temprana)

Mitosense-: “Mitosense negative” (Células negativas a Mitosense en Apoptosis)

7TAAD+: “74AD positive” (Células necréticas)

SSC: “Spermatogonia stem cell” (Células madre espermatogoniales).

SSCs: Células madre espermatogoniales.

TsDBA+: Célula madre espermatogonial fuertemente positiva a DBA en muestras

Totales.

TwDBA+: Ceélula madre espermatogonial en diferenciacion temprana debilmente

positiva a DBA en muestras Totales.

T DBA-: Célula espermatogonial diferenciada negativa a DBA en muestras Totales.



TsMitosense+: Célula espermatogonial con alto potencial de membrane mitocondrial

viva en muestras Totales.

TwMitosense+: Célula espermatogonial con bajo potencial de membrana mitocondrial

0 apoptosis temprana en muestras Totales.

T 7AAD+: Célula en necrosis fuertemente positiva en muestras Totales.

Zbtb16: “zinc-finger and BTB-domain containing 16”



RESUMEN

Células madre espermatogoniales (SSC) de alpacas adultas fueron identificadas con
marcadores moleculares (Zbtb16, Integrina f1) y mediante citometria 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 | y Il

respectivamente.

Al comparar la viabilidad entre fragmentos y células postdescongelamiento, en muestras
Buenas, con azul de Tripan se observo 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
mas alto observado en celulas aisladas fue de 57,24+4,11% vs 73,87+£3,55% en
fragmentos (p<0,05). En muestras Buenas mediante CF se observo que 13,52+1,27%
de sDBA+ (fragmentos) y 5,07+1,87%(células en suspensién) en el medio MTO vy
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 mas 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 f integrina y ZBTB16 mediante qPCR y con DBA
mediante CF. Durante la criopreservacion se observo 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, Criopreservacion. Maca,

alpaca.



ABSTRACT

Spermatogonial stem cells (SSC) of adult alpacas were identified with molecular
markers (Zbtb16, Integrin 1) 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 | and 11 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 3 integrin
and ZBTB16 by gPCR 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



. INTRODUCCION

El Pert 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
socioecondmica para nuestro pais. EI Per( mediante el Decreto Supremo N° 015-2004-
MINCETUR del 28 de julio del 2004 cred la Comision Nacional de productos bandera
del Pert (COPROBA); estableciendose entre los siete primeros productos bandera del
Peri a la Maca y a los camélidos sudamericanos, la Comision ha culminado en
funciones, pero los productos siguen vigentes como productos bandera del Perti como lo
indica INDECOPI en el 2013 (3) y el Ministerio de la Produccion el 2018 (5). En el
primer lugar de la ponderacion esta ubicada la alpaca junto a la vicufia con una
ponderacion de 8.79 y en el cuarto lugar la Maca con una ponderacion de 8.25 (Tabla
N°1), los criterios de inclusion para esta ponderacion estan basados en: I) En relacion al
origen (24%), I1). En relacién a produccién y gestion (34%) y a su Ill) Potencial de
exportacion (42%); debido a estos criterios de inclusion se ha posicionado a los
productos bandera del Pert (1, 2). Actualmente el Peru cuenta con 13 productos que son

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

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

PRODUCTO [,,ox“ R0
CaméSaos Peruanos [Alpacs y Vicuta) 879
Gagronomia Peruany B74
Pisco 845
Maca B82S
Algadon Peruano [Pima y Tangus) 811
Licuma 187
Ceramica de Chukicanas 780
Espirrago 771
Granos Andinos [Ousnua, Kiwcha y Cartin) 164

Camu Camuy 146
Tara 743
Mz Morado 741
738
708
698
681
6.76
658
6.46




La exportacion de maca (4) asi como de alpaca se ha incrementado anualmente de
acuerdo a los registros de PROMPERU. La Maca ha incrementado en 40% el volumen
de exportacién/Kg entre los afios 2016/2015 y de 30% entre el 2017/2016; siendo el
principal mercado Estados Unidos con el 40,6% de la exportacion y con un precio
relativo de 4,46 dolares USA/kg. En relacion a la fibra de alpaca, el principal mercado
es China con una exportacion que supera en 110% entre los afios 2017/2016 y un

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

En este estudio se utilizaron ambos productos bandera: la alpaca y la Maca con la
finalidad de establecer biotecnologias reproductivas en relacién a la crioconservacion 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 region altoandina en Perd,
con mayor impacto economico debido a la cantidad de cabezas que el Peru posee,
distribuidas en mayor proporcion en Puno, Cuzco y Huancavelica. El 85% de la
poblacién 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 esta reduciendo su
productividad. La alpaca en Per( posee una alta variabilidad genética, no obstante, la
productividad de fibra esta disminuyendo anualmente en -2,3%. Existen dificultades en
la reproduccion como son: un largo tiempo de gestacién, dificultades en el manejo de la
especie a través de inseminacién 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 rebafios peligrosamente (6).

Lepidium meyenii “maca” es recurso natural de los Andes Centrales del Perti con
variedades de acuerdo al color de su hipocotilo. La maca posee constituyentes

principales como el almiddn, fibra dietética y proteinas y componentes menores como
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minerales, polisacaridos, polifenoles (flavonolignanos), macaenos, macamidas,
glucosinolatos y alcaloides de maca con bioactividades benéficas en la salud
reproductiva, antifatiga, antioxidacion, neuroproteccion, actividad antimicrobiana,
anticancer, hepatoproteccién, inmunomodulaciéon y mejora de la salud de la piel y la
funcion del sistema digestivo, sin embargo los mecanismos de accién permanecen en
estudio (190). En la espermatogénesis la maca negra esté asociada con la promocion de
ésta, por otra parte, se ha observado que la maca negra esta 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 préstata y la osteoporosis inducida experimentalmente (7); (8).
Se ha demostrado, que la Maca ejerce el mejoramiento de la movilidad espermatica en
animales (9), (11), (12) y en humanos (13). Ademas, se ha demostrado que revierte los
efectos dafiinos ejercidos por agentes contaminantes como el acetato de plomo (14),
mejora la calidad espermatica en cuanto a concentracion y reduce la fragmentacion del
ADN en los espermatozoides de animales sometidos a una subfertilidad inducida
quimicamente con imidazol oral o mediante infertilidad inducida fisicamente con
campos magnéticos de extremadamente baja frecuencia demostrando su efecto
citoprotector sobre la fragmentacién 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 fraccion acuosa de la maca se han encontrado azucares libres,
aminoacidos con alto componente de prolina, uridina, acido malico y una fraccion
conteniendo glucosinolatos mientras que en la fase no polar existen macaenos y
macamidas (acidos grasos poliinsaturados y sus correspondientes amidas). En la porcion
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-(92)-



octadecanamida, n-bencil-9-0x0-(12z)-octodecamida, n-bencil-
(9z,12z)octadecadienamida, n-bencil-9-oxo-(12z,15z)-octadecadienamida, n-bencil-13-
0x0-(9E,11E)-octadecadienamida, n-bencil-5-oxo0-(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-
(92,12z,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 duracion de la movilidad en
ratas, en pruebas forzadas de natacion ya que atenua el estrés oxidativo inducido por el

ejercicio (16).

Los glucosinolatos corresponden al segundo metabolito secundario mas importante en
la Maca siendo en su mayoria los glucosinolatos aromaticos. Los hipocotilos 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 hipoc6tilos de maca negra
tienen en la cosecha méas 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 relacioén 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 natacion se ha
demostrado el efecto antioxidante de la maca sobre las mitocondrias de las celulas
espinales lo que aumenta los niveles de superdxido dismutasa (SOD), glutation
peroxidasa (GSH-Px) y glucégeno muscular, asi como la mejora evidente en la natacion
(195). Entre los metabolitos secundarios de la Maca, las macamidas, bencilamidas de

acidos grasos de cadena larga: N- (3-metoxibencil) oleamida (MAC 18: 1), N- (3-



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 neurotoxico producidos por cloruro de manganeso
(MnCI2), éstos efectos neuroprotectores de la maca fueron revertidos por el antagonista
AM251 del receptor canabinoide CB1. EI mecanismo neurotéxico del manganeso (Mn)
induce un aumento de las especies reactivas de oxigeno (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 asociacion a proteina 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 funcién neuroprotectora
especificamente a nivel mitocondrial (196).

El polisacarido de Maca MC-1 posee arabinosa (26.21%), manosa (11.81%), glucosa
(53.66%) y galactosa (8.32%) bajo un ensayo inmunoestimulador se observé que mejord
significativamente la capacidad pinocitica y fagocitica y se promueve la secrecion de
NO, TNF-a e IL-6 de las celulas RAW 264.7, demostrando su rol como alimento
funcional y promotor de la inmunidad (197). Asimismo se demostro que el polisacarido
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 polarizacion de
macrofagos M2 en el fenotipo M1. Ademas, el receptor 2 de tipo Toll, el receptor 4 de
tipo TII, el receptor 3 del complemento y el receptor de manosa se confirmaron como los

receptores de membrana para MC-2 en macréfagos. Estos resultados indican que el MC-



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 aparicion de efectos
negativos en la salud (enfermedades cardiovasculares, deteriorio cognitivo y de
supervivencia diferencial en género) y durante el envejecimiento (aumento de estres
oxidativo, cambios circulatorios y respuestas inflamatorias) y se ha demostrado que en
personas de altura el consumo de Maca esta asociado con menores niveles de IL- 6
corroborandose que presentan mejores condiciones de salud y aptitud fisica 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 quimicamente-inducida y
fisicamente inducidos, que luego de la administracion de Maca durante un ciclo del
epitelio germinal es activada la movilidad espermatica, activando el sistema P450 en
ratones inducidos a una infertilidad quimica; y ademas se reduce la fragmentacion del

ADN espermatico en ratones con infertilidad fisicamente inducidos (15).

Debido a que la maca tiene capacidad para eliminar los radicales libres, y proporcionar
citoproteccion en condiciones de estrés oxidativo (18), (19) y posee muchos
componentes, que aln permanecen en estudio, podria poseer otras propiedades
adicionales aun no descritas (20). Por sus efectos benéficos descritos hasta el momento,
es importante evaluar su efecto considerandolo como un suplemento de potenciales
crioprotectores para la criopreservacion ya que la criogenia somete a las células o tejidos
a un estrés osmotico y térmico que induce la produccién de radicales libres de oxigeno,

apoptosis y necrosis celular.

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

mediante la criopreservacion fue necesario evaluar el efecto antioxidante de la maca en



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 evidenciandose
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 testiculo de mamifero se ha descrito la presencia de SSC que poseen las
caracteristicas de autorrenovacion y de diferenciacion similar a las caracteristicas
funcionales de las células madre embrionarias (35). Y debido a que las SSC pueden
conservar y transmitir informacién genética a la siguiente generacion seria una valiosa
herramienta en el manejo biotecnoldgico de una especie de importancia comercial, como

en el caso de las alpacas.

Perl 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 diferenciacion genética entre las poblaciones evaluadas (36). Por otra parte,
se analizo la variabilidad genética en poblaciones de alpacas de Arequipa usando 20
marcadores microsatélites; la asociacion entre los genotipos de microsatélites y los
rasgos de diametro 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 poblacién

vario con una alta diversidad genética, pero con reducida diferenciacion genética, en
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relacién al grosor de la fibra, entre las poblaciones ya que el grosor no mostré 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 diferenciacion genética entre las poblaciones de alpacas (38).

La criopreservacion de SSC en forma aislada o en forma de biopsias testiculares
propone, a largo plazo, ser una biotecnologia 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 crioconservacion de SSC lo que podria sentar las bases de la
creacion de bancos de SSC para la alpaca peruana generando nuevas alternativas

potencialmente Utiles que la conservacion de la fertilidad masculina (39) en alpacas élite.

Actualmente existen grupos de trabajo dedicados a desarrollar biotecnologias tanto en el
aislamiento, en la criopreservacion 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 asi como las SSC en diferenciacion 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 especifico como en Monos (49),



bovinos (50), cerdo (51). Durante la espermatogénesis, existe una apoptosis enddgena,
que descarta a las células que no estan idoneas para producir una linea germinal completa
desde la proliferacion de las SSC, lo que garantiza la calidad de la produccion
espermatica (52). No obstante durante el congelamiento las células o tejidos
experimentan cambios asociados a un estrés osmdtico 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 suplementacion de Maca roja
y maca negra en el medio de criopreservacion 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 conservacion de las SSC
en un potencial medio de criopreservacion éptimo, asimismo se disefiaron protocolos de

congelamiento lento y descongelamiento para conservar las SSC de alpaca.



II. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

11.1. Planteamiento del problema

La criopreservacion de semen de alpaca presenta limitaciones en la colecta de semen y
en la movilidad espermatica pre y postdescongelamiento; asimismo la criopreservacion
de espermatozoides epididimarios de alpaca presenta las mismas dificultades en relacién
a una baja movilidad espermatica pre y postdescongelamiento por lo que no pueden ser
utilizados extensivamente en procesos de inseminacion intrauterina tradicional o
fecundacién 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 conservacion de
animales elite para el manejo reproductivo de alpacas seleccionadas, mediante

inseminacién intrauterina o mediante IVF o inseminacion intracitoplasmatica (ICSI).

Asimismo, la conservacion mediante criogenia de células madre espermatogoniales de
alpaca mediante fragmentos testiculares o SSC en forma aislada brinda grandes
expectativas para la conservacion 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 criopreservacion existentes hasta el momento, para la conservacion de
SSC son especie-especificos, poseen en su composicion agentes crioprotectores
permeables y no permeables tradicionales los que son citotolerantes a las muestras de
SSC aisladas o de fragmentos testiculares; asi 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 razon, que se propuso usar maca negra y roja como suplementos en los
crioprotectores de criopreservacion, debido a sus efectos antioxidantes descritos
previamente que podrian ayudar a prevenir el estrés osmotico y térmico de la
criopreservacion, asi como disefiar un nuevo protocolo de congelamiento con altas tasas
de viabilidad postdescongelamiento lo cual serviré para conservar las células madre de

la alpaca como un valiosos recurso biol6gico peruano.

11 1.1. PREGUNTA DE INVESTIGACION GENERAL
¢Podré la Maca roja o negra disminuir parcialmente el efecto del estrés osmético y

térmico experimentado por las SSC durante la criopreservacion?

11.1.2. PREGUNTA DE INVESTIGACION ESPECIFICA

1. ¢Sera mejor criopreservar células en forma aislada 6 en biopsias para conservar las

SSC en alpacas?

2. ¢Existira mayor viabilidad postdescongelamiento con azul de Tripan luego del
estrés osmotico y térmico de la criopreservacion cuando las SSC y los fragmentos fueron

congelados en presencia de maca roja o negra?

3. ¢Sera conservado el potencial de membrana mitocondrial postdescongelamiento, en
las SSC congeladas en forma aislada o en fragmentos con Maca roja 0 con maca negra

evaluado mediante CF?
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11.2 MARCO TEORICO

11.2.1 FERTILIDAD MASCULINA CONSERVACION DE LA FERTILIDAD Y

CELULAS MADRE ESPERMATOGONIALES (SSC)

La fertilidad masculina en alpacas adultas ha sido estudiada y puede ser afectada debido
a causas intrinsecas generadas por causas geneticas, endocrinas o causas externas como
la exposicion a agentes quimicos o agentes fisicos (15). Por otro lado, en humanos la
actividad laboral, enfermedades infecciosas u oncoldgicas; entre otras; disminuyen la
produccion y calidad espermatica, incluso la fertilidad la que puede ser afectada desde
etapas prepuberales debido a tratamientos en pacientes oncolédgicos 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 autorrenovacion de las
SSCy la tasa de diferenciacion 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 estan analizando algunos pardmetros espermaticos
relacionados con la fertilidad masculina asociados al potencial fecundante. Entre los
parametros estudiados, se ha determinado la calidad de espermatozoides analizando la
funcién de lamembrana plasmatica a través del test hiposmotico (54) y de la morfometria
de la cabeza de los espermatozoides (55). La fertilidad masculina en alpacas significa
la capacidad que tiene un macho de producir una cria 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.
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Por lo que es necesario evaluar los parametros espermaticos de viabilidad, morfologia,
movilidad y capacidad de interactuar con la zona pelucida. Se analiz6 la funcién de la
membrana plasmaética de los espermatozoides de alpaca los que mostraron una mejor
actividad a 150 mOsm/kg de citrato tribasico trihidratado de sodio y Fructosa, la que es
estable desde los 15 minutos de exposicion (60%) (54). Asimismo, el estudio de la
morfometria espermatica en los espermatozoides de alpacas fértiles, basada en criterios
estrictos de Kruger logré determinar que el porcentaje de espermatozoides con cabeza
normal en alpacas fértiles Ilega 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 espermatica (56) y
la capacidad de los espermatozoides de alpaca a unirse a la zona pelcida en presencia 6
ausencia de fluido folicular el cual induce significativamente la movilidad y capacitacion
espermatica asi como la reaccion del acrosoma (57) y la capacidad de union a la zona
pelicida homdloga incrementandose (Media + SD=2,7+ 2,9) en relacién al control
(Media = SD=1,7+ 1,88) mostrandose diferencia significativa (p<0,05) con los
espermatozoides capacitados en ausencia de fluido folicular homélogo (58). Por otra
parte, con la finalidad de conservar espermatozoides de alpaca mediante criogenia de
espermatozoides epididimarios provenientes de camal. En los que se evalud el efecto de
crioprotectores en base a TRIS, TES y leche descremada observandose que existe
diferencia significativa (pvalue <0,05) en la conservacion 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%z4.3, con una integridad
de membrana plasmatica de 17.9% + 5.5 y una relacion 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 capacitacion prematura posdescongelamiento de espermatozoides
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(60). Asimismo, dos analogos de superoxido dismutasa (Tempo y Tempol) al
crioprotector de criopreservacion para el semen de alpaca conteniendo leche-yema de
huevo y fructosa observadndose que el porcentaje de movilidad espermética fue de
11,2%+3-8, en el crioprotector suplementado con Tempo fue de 19.7%x2.29 y
suplementado con Tempol fue de 22.1%+3.06. La fragmentacién 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 analogos de superoxido dismutasa podrian 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 Dimetilsulféxido (DMSOQO) en relacion a 0,6M de Glicerol
observandose diferencias significativas en presencia de DMA 0.375M con los
porcentajes mas altos de movilidad espermatica (34.4% + 1.4), de viabilidad (60.9% *
4.0) y de membrana plasmatica espermatica integra y funcional (64.4% + 1.7) pos-
descongelamiento, en relacion al glicerol (pvalue<0,05) (62).

La crioconservacion de espermatozoides de alpacas aun 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 creacion de bancos criogénicos de semen de
alpaca, lo que si es posible en otras especies por lo que el manejo biotecnologico
reproductivo de la alpaca aun esté en estudio. No obstante, en el testiculo se encuentran
las SSC que pueden ser conservadas a través de la criopreservacion a bajas temperaturas
en bancos criogenicos 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 proliferacion y la espermatogonia en
diferenciacion (64). Las SSC son células madre adultas localizadas en el tabulo
seminifero y poseen la capacidad de autorenovarse como otra célula madre, diferenciarse
e iniciar la meiosis y citodiferenciacion 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 citodiferenciacion temprana como “weakly
positive DBA” (WDBAY) y células redondas diferenciadas como DBA negative (DBA-)
(46).

Las SSC estan presentes en cantidad reducida en los tubulos seminiferos de animales
adultos. Se estima que, en el raton adulto, solo el 0,03% de la poblacion de células
corresponde a SSC en relacion a las que se encuentran en proceso de citodiferenciacion
(66), (67), siendo el balance entre la autorrenovacién de las SSC y la diferenciacion de
éstas lo que garantiza la fertilidad masculina (68). Se han evaluado marcadores
moleculares que se expresan con mayor proporcion en las células madre
espermatogoniales (69) tanto a nivel de la superficie celular como integrina -1 (70),
(71), a nivel intracitoplasmatico (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 especificamente
en las espermatogonias no diferenciadas (46, 67). El mecanismo exacto por el cual PLZF
promueve la autorenovacion de las SSC no se ha dilucidado completamente, se ha
observado que regula muchos genes que codifican factores de transcripcion y proteinas
de unién a ARN, lo que aumenta la posibilidad de que el PLZF sea un regulador maestro
en la parte superior de una jerarquia de proteinas reguladoras transcripcionales /

postranscripcionales en SSC (146). PLZF reprime la transcripcion de c-Kit, gen que
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promueve la diferenciacion espermatogonial inhibiendo la autorenovacion. PLZF opera
en un circuito molecular que amplifica la capacidad de respuesta a las sefiales de GDNF
como un medio para mantener los SSC (147, 148). Ngn3 se expresa en un subconjunto
de espermatogonias que inician la diferenciacion, es regulada negativamente al factor
GDNF responsable del mantenimiento de las SSC, impulsando la diferenciacion de SSC.
La Ngn3 esté regulado positivamente por todos los factores de transcripcion (STATS,
SOX3, SOHLH1 y SOHLH2) que promueven la diferenciacién 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 f1 como marcador molecular especifico en la
superficie de las SSC de raton que al ser transferidas produjeron espermatogénesis
completa demostrando su funcion biolégica como SSC (70). Asimismo la presencia de
integrina B1 esta relacionada con el reconocimiento del nicho “homing” de las SSC en
el testiculo (191).

Zbtb16 es conservado y junto con integrina Bl estan descritos como marcadores de
autorrenovacion en SSC de alpacas (46) y NgN3 es considerado como uno de los
primeros marcadores en células diferenciadas (72), (73). Los marcadores de
autorrenovacion estan presentes cuando las SSC estdn auto renovandose 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 evidencio, mediante PCR la expresion de Integrina 1

y PLZF (46).
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11.2.2 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
region altoandina de nuestro pais, desde aproximadamente 2000 afios, a 4000 msnm,
cuyo uso tradicional es como alimento y a la cual se le atribuye un rol medicinal (76).
Tradicionalmente y cientificamente, se demostrado que el consumo de maca o de sus
componentes mejora la capacidad reproductiva asi como en el comportamiento sexual
masculino; es decir, mejora el libido, la disfuncion eréctil cuando se administra un
extracto lipidico de maca a ratas macho con disfuncién 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 prostata y
la osteoporosis inducida experimentalmente en ratas (80) y ayuda en la salud humana
(81). Por otro lado, la Maca reduce la fragmentacion del ADN espermatico en animales
con subfertilidad quimica inducida (15) en tratamientos de largo tiempo se ha observado
gue la maca negra produce un incremento de la produccién diaria de espermatozoides e
incrementa la movilidad espermatica. En cambio, la maca roja, no influye en el nimero
de espermatozoides producidos diariamente ni en la movilidad espermaética, pero si
induce una reduccion en la prostata. Estos hallazgos indican una diferencia en la
respuesta biologica de los ecotipos de maca (82) asimismo se le atribuyen efectos
energizantes antiestrés y posee una capacidad para eliminar los radicales libres, y

proporcionar citoproteccion en condiciones de estrés oxidativo (19), (18), (83).
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Mediante resonancia magnética nuclear (RMN) y analisis bioquimico se ha identificado
que en la raiz de maca existen proteinas, lipidos, hidratos de carbono, asi como &cidos
grasos insaturados y minerales. Adicionalmente se han encontrado metabolitos de
acuerdo a la coloracion del hipocotilo 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 bioldgica en la respuesta a los hipocétilos 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), podria ser utilizado como un
suplemento en los medios de criopreservacion para células o tejidos con la finalidad de
fortalecer, nutrir y proteger a las células del estrés osmotico 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
suplementacion de un crioprotector eficaz para células madre espermatogoniales de

alpaca.

11.2.3 CRIOPRESERVACION DE TEJIDO TESTICULAR:

La criopreservacion 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 (Inseminacion intracitoplasmatica de un espermatozoide) sin incrementar las
tasas de aborto (88). Asimismo, se ha observado que al transferir SSC de raton, que
permanecieron congeladas durante 5 meses a -196°C, desarrollaron espermatogénesis

completa en el ratdn transplantado (95) y al transferir SSC de ratén que permanecieron
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congeladas durante 14 afios a -196°C nacen crias vivas en el ratdn transplantado (192)
lo cual demuestra la competencia de las SSC descongeladas después de permanecer
durante largos periodos de tiempo (155), a -196°C en nitrégeno liquido. Asimismo, se
ha desarrollado un protocolo de congelamiento de SSC en bovino (98) y en alpacas
(157). El banco criogénico de SSC facilitaria la conservaciéon de material genético que
le permitiria usar las biopsias descongeladas en un trasplante de células madre
espermatogoniales incluso podrian ser usadas para una proliferacion y diferenciacion
celular In vitro lo que brindaria expectativas alentadoras a pacientes oncoldgicos
posterior al tratamiento asi como se ha realizado en porcino (51) y bovino (50) y pueden
ser aplicados en animales €lite. Cuando estas tecnologias de conservar tejido testicular
0 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 linea germinal masculina endégena, para finalmente transferir las SSC
de animales elite con alto valor econémico, como ocurre con las alpacas en el Per0.

Los avances en la criopreservacion de tejidos, asi como el trasplante de células
germinales y de biopsias testiculares abren nuevos horizontes en la preservacion de la
fertilidad masculina (89), (90) ofreciendo alternativas a pacientes que se enfrentan a
tratamientos oncoldgicos 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 estd en etapa experimental en humanos asi como en animales y en continua
investigacion (93). Se analizo el efecto del congelamiento y descongelamiento sobre el
diametro de los tubulos seminiferos observandose que luego de la criogenia existe un

dafio notable a las células de Sertoli a las espermatogonias y a los espermatocitos, en
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cambio en las espermatidas redondas, espermatides alargadas y en los espermatozoides
mostraron un leve dafio pero en su mayoria estas células mantuvieron su estructura

normal (94).

I1.2.4 CRIOPRESERVACION DE SUSPENSIONES DE CELULAS

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 6ptimo 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 testiculos 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.

11.2.5 CRIODANO POR APOPTOSIS Y NECROSIS EN CELULAS MADRE
ESPERMATOGONIALES DURANTE LA CRIOPRESERVACION.

Durante la criopreservacion, las células o tejidos atraviesan por un estrés osmotico y
térmico, pudiendo ser afectada drasticamente 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 criopreservacion, durante el cambio de estado de ésta,
pasando durante la criopreservacion del estado liquido al estado sélido, lo que conlleva
como consecuencia un aumento en su volumen lo cual ocurre durante el congelamiento
y a su vez es imprescindible la restitucion del agua en la célula durante el
descongelamiento (Fig. N°1). El uso de Agentes crioprotectores (ACP) ha permitido la
remocion del agua intracelular permitiendo la citoproteccion de las células pero que en
altas concentraciones puede ser toxica 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 4°C denominado periodo de equilibrio
desde la exposiciéon inicial de la muestra a los CPA lo que representa el segundo paso en
el proceso de criopreservacion que introduce una diversidad de agentes penetrantes
(permeables a la membrana) y no penetrantes contenidos dentro de un medio
crioprotector de incubacion de células denominado céctel crioprotector con una duracién
entre 10-60 minutos a 4 °C, lo cual es clave para el equilibrio del ACP y la remocién
del agua desde el interior de la célula estabilizando las membranas plasmaticas y

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

Como consecuencia el proceso de congelamiento y descongelamiento puede inducir
dafos irreversibles, denominado criodafio, 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 alteracion en el potencial de membrana mitocondrial, la activacion de
Caspasas, la fragmentacion del ADN (101); sin embargo, los protocolos 6ptimos de
criopreservaciéon pueden minimizar la induccion 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 activacion de Caspasa 3 lo que
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induce la apoptosis, cuando han sido congeladas con protocolos de congelamiento lento

(102).

-DESCONGELAMIENTO:
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Reduccion de la fraccion congelada —
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concentracioén de electrolito.
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Fig. N° 1. La criopreservacién induce la apoptosis celular (101).

Debido al estrés osmético y térmico que experimenta la célula o el tejido durante el
proceso de ajuste a un protocolo idéneo 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
vias, la via intrinseca o tambien llamada via mitocondrial y la via extrinseca o también
Ilamada via de receptores-ligandos; durante la primera via participa la cisteina proteasa
(caspasa) 9 y APAF forman el apoptosoma, asi como proteinas de la familia Bcl-2 que
determinan la salida del citocromo ¢ de la mitocondria entre otras proteinas. Mientras,
gue en la via extrinseca 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 vias convergen en la activacion de la caspasa ejecutora, caspasa-3

(104).
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Fig. N°2: Via extrinseca e intrinseca de la apoptosis celular (104).

Durante el proceso de criopreservacion y descongelamiento de células madre se ha
observado que la viabilidad celular disminuye significativamente cuando son evaluadas
con el colorante vital azul de Tripan (105). Por otro lado, se encontrd una relacion directa
en la criopreservacion de células madre y la apoptosis temprana, evaluadas por un
aumento de la activacién de caspasas-3,8 y 9, ademas de especies reactivas de oxigeno

(ROS) y la translocacién de la proteina p53(106).

La funcién 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 plasmatica intacta y alto potencial
de membrana mitocondrial (célula viable), cuando la célula posee membrana plasmética
intacta pero disminuye su potencial mitocondrial (apoptosis temprana) y se denomina
necrosis, cuando la membrana plasmatica est4 deteriorada y rota, donde no existe
potencial de membrana mitocondrial (108).  Durante la respiracion mitocondrial, la
energia celular es almacenada como un gradiente electroquimico a través de la
membrana mitocondrial, se acumula energia en células vivas y saludables creando un
potencial transmembrana que permite a las células dirigir la sintesis 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 dafio celular es durante la criopreservacion lo que induce un deterioro en
el potencial de membrana mitocondrial (112), induciendo apoptosis celular. En muestras
descongeladas podriamos obtener muestras celulares intactas, con apoptosis temprana y
en necrosis, lo cual solo puede ser determinado con diferentes técnicas como citometria
de flujo (113), inmunofluorescencia (114), western blot (115), mediante caracterizacion
molecular (116), (117) mediante la evaluacion de la fragmentacion del ADN mediante

TUNEL (118).

Una forma de determinar el potencial mitocondrial, apoptosis temprana, apoptosis y
necrosis en las células postdescongelamiento es a traves de citometria de flujo (CF)
mediante el uso del Kit de Millipore FlowCellect ™ MitoPotential Red incluye dos
sondas fluorescentes siendo uno de ellas, el MitoSense agente quimico denominado |

1,1, 3,3,3',3'-Hexametilindodicarbocianina yoduro), un colorante cationico fluorescente
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gue 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.

11.2.6 Dolichos biflorus agglutinin (DBA), MITOSENSE Y 7AAD:

Dolichos biflorus agglutinin conocida como DBA es una lectina especifica que reconoce
a los residuos glicoconjugados terminales o—N— acetilgalactosamina (GalNAc)
altamente reactivos en la superficie de las membranas plasmaticas 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). Asi como en SSC de alpaca la sonda
DBA ha sido asociada a marcadores moleculares como Integrina 1 y PLZF para SSCy

NgN3 para SSC en diferenciacidn temprana (46).

Los epitopos de glicanos disminuyen rapidamente en las células que experimentan una
diferenciacion temprana, por lo tanto la pérdida de epitopos de GalNAc, es el cambio
inicial que ocurre en la superficie celular que se evidencia en las células que se
diferencian, como una diferenciacion temprana y es el Unico marcador de superficie
celular que esta estrechamente asociado con el estado pluripotente (120). La lectina DBA
es, por lo tanto, una herramienta Util para caracterizarlas como un indicador de

compromiso de diferenciacion y un predictor de pluripotencia durante el desarrollo,
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demostrandose que posee una gran utilidad en el reconocimiento y la caracterizacion de
las células madre espermatogoniales aisladas, asi como en la evaluacion 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 estan en diferenciacion temprana y las células diferenciadas en el
testiculo de alpacas adultas lo que facilita su uso y monitoreo en procedimientos como
cultivo celular y criopreservacién de células espermatogoniales entre las que se

encuentra las SSCs (47), (124).
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11.3 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

En el Perd, de acuerdo a la declaracion simplificada de exportacidn en el sector textil se
ha observado un incremento en los dos primeros meses del afio 2018 el que asciende a
US$ 203 millones, siendo US$ 21 millones mayor con respecto al mismo periodo del
afio 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 relacion al afio anterior

(125).

La criopreservacion de espermatozoides de alpaca, no ha sido utilizada extensivamente
debido a sus limitaciones en la colecta de semen, asimismo la criopreservacion de
espermatozoides epididimarios de alpaca presenta dificultades en relacion a una baja
movilidad espermatica postdescongelamiento. Debido a estas limitaciones, nosotros
proponemos la conservacion del material genético testicular destacando la

crioconservacion de las SSC para su uso posterior.

El aislamiento, caracterizacion, cultivo y trasplante de las SSC son herramientas que
permitiran mejorar la eficiencia de la produccién ganadera. Este tipo de tecnologia
permitira la inmortalizacion y/o transferencia de lineas germinales de alpacas macho con
caracteristicas genéticas deseables, como buena fibra, expandiendo su disponibilidad y
haciendo méas accesible este recurso y finalmente, comercial, para beneficio de las

comunidades que apoyan su economia en la alpaca.

El uso de biotecnologias reproductivas como la criogenia permitiria el rescate y la
conservacion 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 conservacion 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 linea enddgena para que

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

Por otra parte, trabajar en la conservacion de SSC y aportar al conocimiento en el
aislamiento, proliferacion, conservacion criogénica de SSC aisladas o en forma de
fragmentos testiculares puede ayudar al desarrollo y la aplicacién de esta tecnologia en
pacientes oncolégicos e incluso en nifios que aln 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 criopreservacion para SSC. Hasta el momento se conocen protocolos para la
criopreservacion de SSC de raton, bovino, cerdo y humano. Los medios de
criopreservacion, los tipos de muestras (Fragmentos o células aisladas), los protocolos
de enfriamiento y congelamiento son especie especificos, sin resultados extrapolables
para las SSC de alpacas; es por esta razon 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 Criopreservacion, asi como disefiar un nuevo
protocolo de congelamiento con altas tasas de viabilidad postdescongelamiento lo cual
serviria para conservar las células madre de la alpaca como un valioso recurso biologico
peruano.

Razén por lo cual, hemos evaluado un panel de agentes crioprotectores (ACP)
permeables y no permeables asociados a un suplemento natural, con funcion
antioxidante, como la maca negra y maca roja, asociados a un enfriamiento,
congelamiento y descongelamiento. Verificando postdescongelamiento la viabilidad

celular. Por otra parte, mediante citometria de flujo, se describe el nimero 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
conservacion del potencial de membrana mitocondrial describiendo células como
sMitosense+ (con potencial mitocondrial intacto); wMitosense+ (con disminucion del
potencial mitocondrial o en apoptosis temprana), sin potencial mitocondrial pero

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

Esta nueva metodologia de SSC congeladas propondria una alternativa al manejo
reproductivo tradicional de la alpaca ya que potencialmente podria usarse para la
creacion de bancos de SSC y potencialmente podria usarse en el transplante y/o
extension de la fertilidad, asi como la diferenciacion In vitro de espermatozoides, a partir
de SSC congeladas provenientes de alpacas élite de alto valor genético, lo cual
impactaria positivamente en la produccion y la exportacion de la fibra de la alpaca

peruana.
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11.4 OBJETIVOS E HIPOTESIS

11.4.1 OBJETIVO GENERAL:

Evaluar el efecto de la suplementacion de Maca roja y Maca negra JUVENS en la
criopreservacion de fragmentos testiculares y SSC aisladas determinando la viabilidad y
el potencial de membrana mitocondrial en las SSC postdescongelamiento en alpaca

Vicugna pacos

11.4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la presencia de SSC con marcadores moleculares y con DBA mediante CF
en muestras testiculares de alpacas adultas.

2. Disefiar sistemas de criopreservacion 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.

11.4.3 HIPOTESIS

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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I1l. METODOLOGIA

I11.1 DISENO DEL ESTUDIO

Es un estudio de investigacion experimental donde se evalua la presencia de SSC en el
testiculo de machos adultos de alpaca mediante el uso de marcadores moleculares
mediante PCR, con la sonda (DBA) usada en la identificacion de SSC mediante CF en
muestras frescas. Asimismo, se evalud el efecto del extracto hidroalcolico atomizado de
maca roja y de maca negra atomizada comercial de la marca JUVENS que corresponden
al mismo tipo de Maca descritos en su composicion anteriormente (178) y usados como
suplemento en los medios de criopreservacion de este trabajo de investigacion. Las
muestras fueron congeladas en forma de fragmentos asi como en forma aislada en
suspension. Por otro lado, se disefiaron los protocolos de congelamiento para fragmentos
y para células aisladas, asimismo se compard la viabilidad celular postdescongelamiento
usando azul de Tripan. Por otra parte, se determind 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

diferenciacién In vitro.

El procedimiento del trabajo siguié la siguiente secuencia:

1) Analisis molecular para la identificacion de celulas madre con marcadores

moleculares especificos mediante PCR,

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

Cryogenesis 1V.
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3) Determinacion 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 7TAAD+ (Células en necrosis) mediante CF.

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

diferenciacion analizadas mediante CF.

111.2 POBLACION

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 determinacion de SSC
con la sonda DBA mediante CF y se analizo la viabilidad de los suplementos de Maca
roja y maca negra comercial atomizada JUVENS cuyos componentes principales son
descritos (Anexo 18) y la composicién de la Maca roja y negra fue estudiada mediante
resonancia magnética nuclear por el Circulo de Investigacion 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 evalud la
viabilidad con azul de Tripan, se determind la presencia de SSC y el potencial de

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

Muestra bioldgica. 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 caracteristicas fenotipicas de alpaca y la edad fueron evaluadas por
veterinarios-zootecnistas del Grupo de Investigacion del Dr. Jaime Ruiz de la
Universidad Nacional de Huancavelica. Esta ubicado en la localidad de Chufiuranra, 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 jovenes, machos adultos,
capones y hembras. Diariamente son sacrificadas entre 80 y 100 alpacas. Estos animales
estan alimentados bajo condiciones de campo o pastoreo natural, expuestos a la luz
natural durante el dia, a una temperatura ambiental promedio de 6 a 8°C, precipitacion
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 visceras. Es en este momento en que se procede a muestrear los
testiculos, 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
testiculos 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

Tipo de muestra

N° de muestras analizadas para la determinacion de La: FRAGMENTOS  CELULAS

AISLADAS
Viabilidad de muestras frescas pre congelamiento (azul de tripén) 47
Evaluacion de marcadores moleculares de S5C en muestras frescas cultivadas 6*
Viabilidad de muestras frescas postdescongelamiento (azul de fripan) 4 YA
Determinacion de 55C precongelamiento con DBA mediante CF U
Determmacion de 53C y potencial mifocondrial postdescongelamiento mediante CF g g
Detemminacion de 1z capacidad proliferativa y diferenciacion postdescongelamiento mediante CF i

N* de muestras evaluadas (n=172)
(¥) (**) Simbolos iguales corresponden a muestras del mismo anitmal

111.3.1 SELECCION DE LA MUESTRA

El personal técnico del Camal realiza la inspeccion sanitaria antes y después del
sacrificio. Las caracteristicas fenotipicas de alpaca clinicamente sanas (126), (127).
Asimismo, la clasificacion 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). Laedad 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 testiculos y epididimos considerandose como macho adulto (de 4 a 6
afios). Un parametro importante fue la movilidad espermaética progresiva, la cual fue
registrada de forma rapida, como porcentaje de espermatozoides maviles progresivos y

de acuerdo a esto, las muestras espermaticas fueron tipificadas como buenas (=30% de
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espermatozoides epididimarios moviles progresivos), regulares (20-29% de
espermatozoides epididimarios moviles progresivos) y malas (De 0 a 19% de
espermatozoides epididimarios moviles progresivos) (46).

Luego del aislamiento celular, se siguid el procedimiento descrito en la Fig. N°3, se
determiné la viabilidad de las células espermatogoniales redondas precongelamiento y
se seleccionaron las muestras con >80% de viabilidad mediante azul de tripan tanto para
el cultivo y criopreservacion. 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 composicion en el Anexo 18 y estudiada por el
Circulo de Investigacion de Plantas con Efecto en la Salud, (Grant no. 010-2014-
FONDECYT) vy 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 Seccién de Ciencias Farmaceéuticas de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia (178). Los medios usados como dilutor fueron

suplementados con Maca Roja, negra 6 sin Maca y se detallan en la Tabla N°3.

Tabla N°3: Componentes de los medios de Criopreservacion

MEDIOS DE 1 1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 JE] 15 16 17 18

CRIOPRESERVACION | MIOR | MTON MTQ | MTAR | MIAN | MIA MFOR MFON | MFO | MFAR MFAN | MFA | MSOR | MSON | MSO | MSAR | MSAN  MSA

HAMF10 - SFB 10% + + + + + + + + + + + + + + T + +
DMSO 10% + + + - - - + + . + n I
DMA 10% - - - + + + - . - + + n . . . + + T
Fructosa 0.2M - - - - - - + + + n +
Sucrosa 10% - - - - - - . . - - . . + + + + + n
Trehalosa 0.2M + + + + + +
Maca roja (20mg/ml) + - - + - - + - - + - - + : . + .
Maca negra (20mg/ml) - + - - + - - + . - + - - + - - ¥

DMSO = Dimetilsulféxido. DMA= Dimetilacetamida.Maca: Juvens.
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111.3.2 Criterios de inclusion:(46)

e Peso testicular mayor a 8g de peso.
e Con espermatozoides epididimarios moviles ( >30%).

e Con viabilidad inicial en células espermatogoniales >80%.

111.3.3 Criterios de exclusion:

»  Testiculos menores a 8g de peso.

»  Testiculos con anormalidades como hidrocele, con quistes o coloracion oscura.
»  Muestras testiculares que presenten espermatozoides muertos en el epididimo.

*  Viabilidad <80% en células espermatogoniales aisladas precongelamiento.
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1. 3.4 FLUJOGRAMA

Colecta de muestras testiculares de
alpaca del camal municipal de
Huancavelica.

Evaluacion del peso ¢Mayor NO
testicular — oigual a —_—

89?
NO
|
¢ Presenta
Evaluacion buena
de la calidad —pe— calidad
espermatica espermatica?

Diseccion del testiculo/ obtencion si
de tejido testicular

F

¢Aislamiento

Cultivo de células si
Protocolo N°2 de
de <:: madre —_—> criopreservacion
c:elulas testiculares (SSC aisladas
aisladas (S8SC)?

Si

I

Cultivo de SSC

Protocolo N°1 de " —
Evaluacion CriOpreservacion | m————3 Descongelamlgr?to y evaluacion -~ Post
molecular (fragmentos de la viabilidad de SSC descongelamiento

testiculares)

Evaluacion de la calidad de las SSC
postdescongelamiento por
citometria de flujo con FlowCellect
Mitopotential Red Kit

Fig. N° 3. Diagrama de flujo de las actividades realizadas en el estudio de investigacion.
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111.4 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES:

111.4.1. VARIABLES INDEPENDIENTES

Medios de criopreservacion:

1. MTOR (Medio HAM F10 suplementado con 10% de SFB, conteniendo, 0,2M
Trehalosa, 10% Dimetilsufoxido suplementado con 20 mg/ml del extracto
hidroalcoholico atomizado de Maca Roja JUVENS).

2. MTON (Medio HAM F10 suplementado con 10% de SFB, conteniendo, 0,2M
Trehalosa, 10% Dimetilsufoxido suplementado con 20 mg/ml del extracto
hidroalcohdlico atomizado de Maca Negra JUVENS)

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

4. MTAR Roja (Medio HAM F10 suplementado con 10% de SFB, 0,2M de Trehalosa/
10% Dimetilacetamina suplementado con 20mg/ml del extracto hidroalcoholico
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
hidroalcohélico 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 Dimetilsuféxido y 20 mg/ml del extracto hidroalcoholico atomizado
de maca Roja JUVENS)

8. MFON (Medio HAM F10 suplementado con 10% de SFB conteniendo 0,2M de
Fructosa, 10% de Dimetilsuféxido y 20 mg/ml del extracto hidroalcoholico atomizado

de maca Negra JUVENS)

38



9. MFO-(Medio HAM F10 suplementado con 10% de SFB conteniendo 0,2M de
Fructosa y 10% de Dimetilsuféxido)

10. MFAR (Medio HAM F10 suplementado con 10% de SFB conteniendo 0,2M de
Fructosa, 10% de Dimetilacetamida y 20 mg/ml del extracto hidroalcohdlico atomizado
de maca Roja JUVENYS)

11. MFAN (Medio HAM F10 suplementado con 10% de SFB conteniendo 0,2M de
Fructosa, 10% de Dimetilacetamida y 20 mg/ml del extracto hidroalcohdlico 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 Dimetilsuféxido y 20mg/ml del extracto hidroalcohélico atomizado de
de maca roja JUVENS)

14, MSON (Medio HAM F10 suplementado con 10% de SFB conteniendo 0,2M de
Sucrosa, 10% de Dimetilsufoxido y 20 mg/ml del extracto hidroalcohélico atomizado de
Maca negra JUVENS)

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

16. MSAR (Medio HAM F10 suplementado con 10% de SFB conteniendo 0,2M de
Sucrosa, 10% de Dimetilacetamida y 20 mg/ml del extracto hidroalcohdlico 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 hidroalcohdlico 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)

111.4.2. VARIABLES DEPENDIENTES

Porcentaje de viabilidad con azul de tripan.

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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I11.5 PROCEDIMIENTOS Y TECNICAS

111.5.1 AISLAMIENTO DE LAS SSC EN FORMA DE SUSPENSION CELULAR

En las muestras seleccionadas para el estudio se evalué el peso testicular, la
concentracion de células espermatogoniales redondas, la concentracién de
espermatozoides y la calidad de la movilidad espermatica. Categorizandose las muestras
espermaticas de acuerdo a (46); en buenas (>30% de espermatozoides moviles
progresivos), regulares (20 a 29% espermatozoides moviles progresivos) y malas (0 a
19% moviles progresivos). La movilidad espermética progresiva nos indica la calidad
indirecta del individuo del cual provienen, asi como la calidad del transporte de las
muestras bioldgicas. Los testiculos usados en este estudio fueron seleccionados cuando

poseian >30% de espermatozoides moviles progresivos en el epididimo.

El aislamiento de células madre espermatogoniales consistio en obtener 0,8 gr del tejido
testicular (excepto la rete testis) cuyo tejido fue cortado en pequefios trozos en el medio
MEM suplementado con antibi6ticos 100 pg/ml de penicilina y 100 pg/ml de
Estreptomicina; los trozos del tejido fueron transferidos a través de una malla metélica
con la finalidad de obtener una suspension de células espermatogoniales y tejido
disgregado. La suspension celular fue posteriormente procesada de acuerdo a (97)
mediante dos Digestiones Enzimaticas 1 (DE1) y 2 (DE2). La DE1 fue realizada en
medio MEM suplementado con 1mg/ml de colagenasa, 26,3 pl/ml de DNAasa y 0,5
mg/ml de hialuronidasa durante 30 minutos a 32°C en movimiento continuo,
posteriormente la suspension fue sometida a un lavado con medio MEM mediante
centrifugacion y resuspension. Luego se resuspendieron las células en la DE2 la que fue
suplementado con 1mg/ml de colagenasa y 0,5 mg/ml de hialuronidasa segun la
metodologia descrita (97). La suspension celular fue centrifugada a 1800 rpm (300g)
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durante 5 minutos, se descarté 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 exclusion azul de
tripan. Se considera célula viva a la célula que no presenta color y célula muerta a la

célula que se tifie de azul.

111.5.2 AISLAMIENTO DE FRAGMENTOS TESTICULARES DE ALPACA:

Los testiculos 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 tunica albuginea
fue retirada. Luego de realiz6 un corte longitudinal al eje mayor del testiculo y se
realizaron cortes de fragmentos de 8 mm x 2mm x2mm los que inmediatamente cortados

fueron transferidos a los medios de criopreservacion.

111.5.3 CULTIVO DE SSC Y PLAQUEO DIFERENCIAL:

Para la caracterizacion molecular se realizé 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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I11. 5.4 IDENTIFICACION MOLECULAR DE LAS SSC:

111.5.4.1 Disefio de primers para identificacion 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), solo 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 procedi6 a buscar

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

marcadores moleculares de Thyl, Integrina 1, Cd9, Receptor C-Kit, Oct %, Zbth16 y
Ngn3 también dentro de organismos filogenéticamente emparentados (artiodactilos al
igual que la alpaca: Sus scrofa y Bos Taurus con el fin de ganar robustez en la
amplificacion. Se analiz6 la ubicacion cromosémica de los genes evaluados en los

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

El disefio de primers para evaluar la expresion de genes en células espermatogoniales se

realiz6 con el programa Primer3web v. 4.1.0 (http://primer3.ut.ee/) (132), se procurd

que el producto sea menor de 250pb, contenga secuencia de diferentes exones (exon-
exon junction) y los demas parametros 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 disefiados para los genes Zbtb16 ¢ integrina 1
fueron especificos solo para Sus scrofa y Bos taurus pero no para las secuencias
disponibles de alpaca. La formacion de estructuras secundarias de los primers
(heterodimero, homodimeros) se evalu6 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/).
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Para evaluar potenciales estructuras secundarias en los amplicones se uso el servidor

Mfold (133) a 50 °C y a 60 °C, 50 mM NaCl, 1.6 mM MgCI2.

111.5.4.2 Primers sugeridos para amplificar mMRNA para los genes del estudio en
alpaca

La ubicacién de los genes del estudio fueron analizados en los cromosomas descritos
para Bos taurus y Sus scrofa ya que para alpaca ain no estan descritos en la base del

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

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

Cd9, Thy-1y Oct-3/4 en células espermatogoniales de alpacas fueron los siguientes:
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Tabla N°4. Primers disefiados para PCR

Longitud Amplicon
Gen Primer sequence (ob)
(pb) P
GATACCGAGAGCAACAGTTCC 21
*Zbtb16 Fw 206
Rv GATCATGCCCATCTTTGTCAG 21
Fw GCAGCCAGCCCTCCCAGTTC 20
*Gfral 126
Rv GCACAAGGTGGTAAAACATGAGTGGGG 27
Fw TGTGTTCAGTGCCGAGCCTTCA 22
*1tgblb 116
Rv TGGCCTGGCTGGGGCAATTT 20
Fw GACGACGCGAAGCTCACCAA 20
**Ngn3 95
Rv AGAGGCTGTGGTCCGCTATGC 21
Fw TATTGACAGATGCTCAACAGG 21
*Ddx4 95
Rv CGTTTCCTCTTGTACTACCAC 21
Fw TCCGATTTGACTCTCAGACCA 21
*CD9 175
Rv GAAGCCAAAGAACAAGCCCA 20
Fw GCTAACAGTCTTGCAGGTGG 20
*Thy-1 131
Rv GGCTGAACTCGTACTGAATGG 21
Fw TCTCTTTGGGAAGGTGTTCAG 21
*Oct-
194
3/4
Rv CGATACTTGTCCGCTTTCTC 20

Primers para SSC (*) y SSC en diferenciacion temprana (**)
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111.5.4.3 Extraccién de ARN

El protocolo consisti6 en homogenizar las SSC con 1 ml de Trizol (Invitrogen™
15596018), se centrifugaron a 14,000 g durante 10 min a 2-8 °C. La extraccion del ARN
se realizd con Trizol, segin el fabricante. Brevemente, las células congeladas en
nitrégeno liquido fueron centrifugadas a 12,0009, el medio MEM (Sigma) fue retirado,
se afiadio 1 ml de Trizol (Invitrogen™ 15596018), con una incubacidn a una temperatura
de 15-30 °C por 5 min y posterior a ese paso se le agregd 200l de cloroformo y se
homogenizo6 por vortex, se incubd durante 3 minutos a una temperatura de 15-30 °C,
luego del cual fue centrifugado a 14000 g x 15 min a 2-8 °C. Posterior a la centrifugacion,
la mezcla queda separada en una fase fenol-cloroformo baja de color roja, una interfase
blanca y una fase superior acuosa incolora. EI 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 isopropilico mediante 40 a 50 inversiones, luego se
incub6 la mezcla por 10 min a 15-30°C, se prosiguid a centrifugacion a 140009 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.

111.5.4.4 Sintesis de ADNc

A partir del ARN aislado se procedio a la sintesis del ADNc para lo cual se empleo el
First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (Thermo Scientific™) segun describe el
fabricante. Se mezclé el ARN a una concentracion de 5 pg por reaccion con los primers

de oligo(dT)1s, y agua tratada con DEPC (Thermo Scientific™); esta mezcla fue
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incubada por 5 min a 65 °C para romper posibles estructuras secundarias y luego
colocado sobre hielo por lo menos 1 minuto. Posterior a ello, se adiciond el master mix,
para la sintesis de ADNCc, de acuerdo a las indicaciones del fabricante, como sigue 4pl
de 5X Reaction Buffer, 1ul de RiboLock™ RNase Inhibitor Thermo Scientific™ (20
U/pl), 2ul de 10 mM dNTP Mix y 2ul de M-MuLV Reverse Transcriptase (20 U/pl), se
mezclo, se le dio un spin. Se incubd a 45°C durante 60 minutos y se termind la reaccion
por calentamiento a 70°C durante 5 minutos. Todos los procesos de calentamiento se

realizaron en el termociclador Multigene™ Mini Personal (Labnet).

I11. 5.4.5 Amplificaciones PCR

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

realizaron usando Tag DNA Polymerase (recombinant) Cat. No. #EP040 c2.
Se realizé el master mix de la sgte manera:
Master Mix Reaccion PCR:

1X Tag Buffer with (NH4).SO4, 1.67mM MgCI2, 0.2uM DNTPs, 0.67uM oligo
Forward, 0.67uM oligo Reverse, 0.2M Trehalosa, 0.5U Taq Polimerasa Recombinante,

cDNA, 15 H0 Milli Q 15ul.d.p.c.

I11.5.4.6 Programa de PCR

El ADNc obtenido fue amplificado por PCR con el siguiente programa de amplificacion:
denaturacion inicial con 1 ciclo de 95 °C durante 5 minutos; 35 ciclos de amplificacion

a 95°C, denaturacion de 30 segundos; alineamiento a 60°C durante 30 segundos;
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elongacion a 72 °C durante 30 segundos y un ciclo de elongacion final a 72 °C durante
10 minutos usando Taq DNA Polimerasa recombinante (Thermo Scientific™). Las
reacciones fueron realizadas en un termociclador Multigene™ Mini Personal (Labnet).
Se emple6 un PCR covencional a partir de ADNc (ADN complementario) de células
espermatogoniales aisladas para estandarizar los pardmetros éptimos (temperatura,
tiempos, concentracion de primers) de los primers seleccionados (Table N° 4). Como

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

111.5.4.7 Electroforesis de los productos amplificados

Los productos amplificados por PCR fueron cargados en geles de agarosa al 2%, se
mezcl6 12 pl de los amplificados por PCR con 3 pl de rojo de cresol y se cargd en los
pocillos del gel 15pl, adicionalmente se colocd un marcador estandar de peso molecular
100bp (Invitrogen) para determinar los tamarios en pares de bases (pb) de las muestras.
Se dejé migrar por 70 minutos a 80V. Los geles se tifieron 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).
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111.5.5 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 dia a 150 dias postdescongelamiento), con Azul de tripan las que
fueron registradas y expresadas en porcentaje. EI colorante Azul de Tripan es un
colorante de exclusion que discrimina a las células vivas (Transparentes) y las muertas
(azules, con membranas rotas). La lectura fue realizada a los 3 minutos de coincubacion
con el colorante vital. Se evalud la viabilidad celular pre y postdescongelamiento
analizando las células redondas espermatogoniales. Asimismo, se analizd la viabilidad
por grupos de resultados considerandose grupo total, bueno, regular y malo tanto en
células provenientes de fragmentos y células aisladas, criterio establecido en este trabajo

de investigacion.

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 investigacion.

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 investigacion.
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111.5.6 DETERMINACION DE LA CITOTOLERANCIA, DETERMINADA POR
LA VIABILIDAD, EN LAS CELULAS ESPERMATOGONIALES AISLADAS
EN PRESENCIA DE CONCENTRACIONES CRECIENTES DE MACA ROJAY
MACA NEGRA JUVENS EN UN PERIODO DE ESTABILIZACION CELULAR

PARA CRIOGENIA A 4°C.

Con la finalidad de evaluar la concentracion idonea y citotolerante de las células
espermatogoniales aisladas de alpaca se evalué 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 criopreservacion fueron realizadas a 4°C
durante una hora, ya que el sistema de criopreservacion usa en su composicion ACP
permeables y no permeables que son citotoxicos a mayores temperaturas por lo que
inmediatamente de realizar la coincubacion de las células con el medio de

criopreservacion fueron sometidas a un enfriamiento a 4°C en bafio de maria.

Luego del periodo de estabilizacién (1 hora a 4°C) la viabilidad celular fue analizada con
azul de Tripan en las muestras conteniendo 20, 40, 80 y 160 mg/ml de maca roja y negra
en el medio DMSO+ Trehalosa asi como en el medio conteniendo DMSO+Sucrosa
(medios en los que se ha observado mayor viabilidad celular durante el enfriamiento
denominado estabilizacién) durante 1 hora a 4°C. En cada muestra se agregé azul de
Tripan (1:1) y se determind la viabilidad como se describid en 111.5.3. La temperatura de
analisis fue a 4°C ya que los demas componentes del medio de criopreservacion 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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111.5.7 CRIOPRESERVACION

111.5.71 MEDIOS UTILIZADOS PARA EL CONGELAMIENTO DE
FRAGMENTOS TESTICULARES Y SSC AISLADAS

Los fragmentos testiculares (n=44) fueron conservados para la criopreservacion en
solucion salina hasta la transferencia a los medios de criopreservacion Se incluyd 3
fragmentos de 25mg cada uno fueron transferidos a un volumen de 80ul de los medios
crioprotectores.  Asimismo, células espermatogoniales aisladas (n=32) a una
concentracion de 2°000,000/mL fueron mezcladas en un relacion 1:1 en un volumen total
de 80uL. A 40uL de la suspension celular (n=8) se agregd 40uL del medio de
criopreservacion. Se usaron 18 medios de criopreservacion tanto para fragmentos como

para las células aisladas de acuerdo a la Tabla N° 3.

Los ependorff conteniendo las muestras (fragmentos ¢ las células aisladas) fueron
llevados a 4°C en bafio de maria durante una hora para la estabilizacion previa al
congelamiento.  Posteriormente, la criopreservacion fue realizada en el sistema
termocontrolado Freeze Control CL 3300 Cryologic usando el software Cryogenesis IV
hasta una temperatura final de -196°C. EI descongelamiento consistio en llevar las

muestras desde la temperatura del nitrodgeno liquido a 37°C.

111.5.7.2 TASAS DE CONGELAMIENTO PARA FRAGMENTOS

El protocolo de congelamiento disefiado 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 nitrégeno (-80°C) durante 12 horas,

posteriormente las muestras fueron sumergidas en nitrégeno liquido a -196°C (Fig. N°4).
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Fig. N°4: Curva de congelamiento para fragmentos testiculares de alpaca

111.5.7.3 TASAS DE CONGELAMIENTO PARA MUESTRAS DE CELULAS

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.

'[ﬂ Graph: C:\CRYOGEN\PROGRAMS\280116.TPG
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Fig. N° 5. Curva de congelamiento termocontrolado para células aisladas.



111.5.8 DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE SSC CON LA SONDA DBA

EN CELULAS FRESCAS MEDIANTE CF

Las células madre testiculares de alpaca (n=24) fueron aisladas como se describio
anteriormente 111.5.1 brevemente, los tejidos fueron transferidos a través de una malla
metalica y se agregd medio MEM, luego fue lavado mediante centrifugacion y descarte,
posteriormente se sometio a la DE1 y DE2 finalmente fueron lavadas las células
mediante centrifugacion a 2000 g durante 5 min, el sedimento se resuspendié en 1 ml de
Medio HAM F10. Se agreg6 el DBA conjugado con Isotiocianato de fluoresceina

(FITC) a una concentracién de 100 pg ml-1.

Las células fueron lavadas y permanecieron en oscuridad hasta su lectura en el CF. Se
us6 1°000,000/ml de células espermatogoniales de donde se registraron 10000 células

para el andlisis. Se realiz6 compensacion para el fluorocromo DBA.

El anélisis de las células fue realizado con el laser 488 en el Canal 2, considerando la
region en donde se encuentran las células redondas espermatogoniales y de ésta zona se
clasificé a las células como SSC (sDBA+), SSC (wWDBA+) en diferenciacion 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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111.5.9 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 Nitrégeno liquido conteniendo 18 tubos eppendorf (200ul) para cada tipo
correspondientes a los 18 medios de criopreservacion 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 111.5.1 . Se agreg6 el DBA conjugado con Isotiocianato de fluoresceina
(FITC) a una concentracion de 100 ug 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 incubacion fue realizada durante 15 min a 37°C. Posteriormente
la sonda fluorescente Mitosense fue removida mediante lavado mediante centrifugacion
y resuspension en buffer HSC. Luego las muestras fueron transportadas en incubadora
transportable a 37°C en oscuridad a la sala de citometria para agregar 5ul de 7AAD.
Finalmente, la emisién de fluorescencia de 10000 células fue registrada en el citometro
de imagenes AMNIS (MERCK). Se selecciond el area de registro, donde se encontraban
células individuales, redondas y fluorescentes a DBA evitando las células en dupletes,
espermatozoides y debris celulares, region usada para la colecta de datos usando el laser
488 con una potencia de 20mW en el Canal 2, Canal 4 para detectar el fluorocromo

7AAD vy el canal 11 con el laser 642 a una potencia de 100mW para la deteccion del
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fluorocromo Mitosense. La evaluacion de los datos fue realizada con el Software IDEAS
para obtener el porcentaje de SDBA+, wDBA+, DBA- de acuerdo a (46); asi como el
nimero 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 criopreservacion usado tanto en fragmentos como
en SSC congeladas en forma aislada de acuerdo a la siguiente clasificacion: 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 criopreservacion lo que llevo a realizar un
andlisis de datos y 144 gréaficos para fragmentos y 144 graficos para SSC en forma
aislada. El andlisis de la poblacién de células fue realizado en los histogramas
producidos para cada fluorocromo considerando la seleccién poblacional de células de
acuerdo a la intensidad de los fluorocromos con la herramienta Selected bin, la cual da
la observacion de las células que estan incluidas en el histograma producido del registro

de células.
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111 5.10 MUESTRAS DE SSC CONGELAS EN FORMA AISLADAS FUERON
SOMETIDAS A PROLIFERACION Y DIFERENCIACION

POSTDESCONGELAMIENTO

Se evalud la capacidad proliferativa y de diferenciacion temprana de las SSC congeladas
en forma aislada en el medio MSON (n=3). Los cultivos de proliferacion fueron
realizados de acuerdo a (47) y la diferenciacion de acuerdo a (136). Se analizo la
presencia de SSC y del potencial de membrana mitocondrial mediante CF luego de la
proliferacion y diferenciacion celular temprana a linea germinal masculina, con las

sondas: DBA Mitosense y 7TAAD y el analisis de datos con el software IDEAS

111. 6 EVALUACION ESTADISTICA:

Se compararon los porcentajes de viabilidad obtenido con azul de tripan asi como de su
potencial de membrana mitocondrial de las SSC postdescongelamiento, considerando
que la disminucién 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 diferenciacion temprana); DBA- (celulas redondas
diferenciadas) y el potencial de membrana mitocondrial: considerandose: 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 realiz6 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 2:2MTAR-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 realiz6 las pruebas de contraste con los tipos de
muestra congelados (Fragmentos versus Células) utilizando la prueba U de Mann-
Whitney. Adicionalmente, se contrastd todas las variables del estudio comparando los
ACP permeables mediante la prueba U de Mann-Whitney. Por otro lado, se comparo
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 contrasto la presencia de SDBA+ entre las Muestras Totales-Buenas,
entre las muestras Totales-Malas y entre las Muestras Buenas y Malas; Asi 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 analisis
estadistico considerd la aplicacion del paquete estadistico SPSS. Se realizaron pruebas

de homogeneidad (Test de Levene) y normalidad de Shapiro Wilk

I11.7 ASPECTOS ETICOS

Este estudio fue evaluado, registrado y aprobado por el Comité Institucional de ética
para el uso de Animales CIEA de la UPCH en su sesion del 3 de agosto del 2016
(CODIGO SIDISI N° 0000066755). No existiendo interés especial ni existe
incongruencia ni intereses especiales para la construccion de los medios, de los
suplementos naturales usados ni de los protocolos de congelamiento estandarizados y

utilizados en este trabajo de investigacion.
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IV. RESULTADOS

IV.1 CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS DEL ESTUDIO

Se analizaron 172 muestras provenientes de 47 machos de alpacas (Tabla N°2). Se
incluyen los parametros evaluados, asi 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

espermatica total en espermatozoides epididimarios (> 30%).

Tabla N°5. Valores de Referencia de los pardmetros evaluados en las muestras

Parametros Evaluados (n=47) Promedio * SD Rango de referencia
Peso testicular (gr) 12,55 £3,11 8.55-19.94
Concentracion de células espermatogoniales redondas (millones) 31,06 +£37,33 3-171.5
Viabilidad de células redondas espermatogoniales iniciales (%) 80,12+ 8,10 80-974
Concentracion espermdtica (millones) 205,6 £246 9-1029
Viabilidad espermdtica (%) 57,68 £ 17,80 16.7-93.9
Movilidad espermdtica total 3988+ 18,33 30-57

SD: Desviacion estandar

Adicionalmente, en muestras frescas (n=24) se tipifico 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 diferenciacion temprana
y 3) 54,12+ 3,17% de células DBA- que corresponden a células redondas diferenciadas
(Figuras N° y N°7, 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: sSDBA+, WDBA+ y
DBA-. B) SSC de alpaca tipificada como sDBA+. (C) SSC en diferenciacion temprana

tipificada como wDBA+ y Célula espermatogonial redonda diferenciada DBA-.
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Figura N°7. MediatError estdndar del porcentaje de SSC (sDBA), SSC en

diferenciacion temprana (WDBA+) y células diferenciadas (DBA-) en muestras frescas.
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IV.2 IDENTIFICACION MOLECULAR DE LAS SSC DE ALPACA

Mediante el analisis bioinformatico de los genes del estudio se han podido disefiar los
primers basado en las secuencias de artiodactilos (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 localizacion de los genes estudiados no ha sido identificada en los cromosomas de
alpacas porque aun su nivel de ensamblamiento esté a nivel de scaffold; debido a esto se
realizo el andlisis de la ubicacion de estos genes en los cromosomas en cerdo y en toro.
Observandose que en el idiograma de Sus scrofa (Fig. N°8 A) el cual muestra a 18
cromosomas autosémicos y dos sexuales y que los genes estudiados estan ubicados en
los cromosomas autosémicos. En el idiograma de Bos Taurus (Fig. N°8 B) se observan
29 cromosomas autosémicos y dos sexuales; observandose que los genes de este trabajo

estan localizados en los cromosomas autosémicos (Fig. N°8C).

A) Sus scrofa (Cerdo)
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Fig. N°8. A) Idiograma de Sus scrofa. B) Idiograma de Bos taurus. C) Se observa la

ubicacion de los genes en los cromosomas autosomicos.
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Ademaés, se obtuvo amplicones de 126pb y 116pb para Gfral e Integrina pl,
respectivamente. La presencia de SSC adultas fue verificada, mediante la expresion de
los genes: integrina 1 (116bp), Zbth16 (206bp), como genes que promueven la
autorrenovacion y el mantenimiento de la SSC, y por otro lado Ngn3 (104 pb) como un
gen, que promueve la diferenciacion temprana de las SSC gel de agarosa al 2%, (Fig.

N°9).

)

M1 1 2 3 M2

500bp

100bp

Fig. N°9.  Amplificacion 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 31 108bp. Carril 3: Ngn-3 104bp.

IV.3 VIABILIDAD DE LAS CELULAS ESPERMATOGONIALES AISLADAS
EN PRESENCIA DE CONCENTRACIONES CRECIENTES DE MACA ROJAY

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 criopreservacion MSON, MTON (Conteniendo Maca
negra como suplemento natural) y MSOR y MTOR (Conteniendo Maca roja) durante el

periodo de estabilizacion 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 vy 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 estabilizacion 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 Tripan

Concentracion de Medios de Criopreservacion
Maca (mg/ml) MSON MSOR MTON MTOR
20 o8 50 100 94
40 90 48 87 43
80 g5** 38%* 89* 50%*
160 89* 49%* 86* 1*

*(Células deformes

** <Numero de células

A concentraciones crecientes de 20, 40, 80 y 160mg/ml de Maca roja y de Maca negra
el porcentaje de viabilidad y el nimero de células disminuye (ruptura de células); ademas
las que se mantienen presentan deformaciones celulares e incluso no se logra disolver el

producto natural en el medio de dcriopreservacion (Tabla N°6).
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20 mg/ml

40 mg/ml

80 mg/ml

160 mg/ml

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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20 mg/ml

40 mg/ml

80 mg/ml

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 criopreservacion 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
rdpidamente a 40mg/ml; cuando se utiliza el medio MTO suplementado con Maca roja
(Fig. N°9, 10y 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).

Viabilidad de células espermatogoniales en presencia de Maca Negra y
maca Roja determinada con azul de Tripan

MSON (Maca Negra) MSOR (Maca Roja)
100

8 _ _‘ T T~

60

. .
0 0

Porcentaje
Porcentaje

20 40 80 160*

V05 e MUERTOS

MTON (Maca Negra) MTOR (Maca Roja)

- VNO s MUEKTOS W VIVOS  we MUERTOS

Porcentaje
Porcentaje

80 160

Fig. N°12. Porcentaje de viabilidad (Barras azules) de las células espermatogoniales de
alpaca en concentraciones crecientes de Maca. La linea roja indica el porcentaje de
mortalidad en cada concentracion. * Indica que existe una disminucion drastica de la

concentracion celular. **Indica deformacién de las células.

MSON: Medio de criopreservacion conteniendo DMSO+Sucrosa+Maca Negra
JUVENS. MSOR: Medio de criopreservacion conteniendo DMSO+Sucrosa+Maca Roja

JUVENS. MTON: Medio de criopreservacion conteniendo DMSO+Trehalosa+Maca
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Negra  JUVENS. MTOR: Medio de  criopreservacion  conteniendo

DMSO+Trehalosa+Maca Roja. JUVENS.

A 80y 160 mg/ml de maca en los medios MTO o MSO precipita en el medio, el nimero
de células disminuye drasticamente y las células cambian de forma (Tabla N°6)
observandose que la Maca roja es citotoxica 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 linea roja en cada medio analizado. Debido a estos resultados, la
concentracion 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 criopreservacion.. 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 Tripan. En laFig. N°12
podemos observar que las flechas rojas indican células muertas tefiidas de azul y las

células vivas son las no coloreadas.
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Fig. N°13:  Viabilidad con azul de Tripan postdescongelamiento en las células
espermatogoniales provenientes de fragmentos testiculares de alpaca. Las flechas

indican células muertas.

Se presenta el resultado en mediaxError estandar, 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 maxima 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 Tripan

De acuerdo al criterio propuesto en este trabajo de investigacion
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Fig. N°14. Viabilidad con azul de Tripan 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 investigacion, 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 maxima 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
méaxima 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 criopreservacion

evaluados (pvalue >0,05) (Anexo N°6).
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Fig. N° 15. Distribucion de la viabilidad con azul de Tripan en muestras congeladas en
forma de fragmentos categorizadas de acuerdo al criterio propuesto de este trabajo de
investigacion; 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 CELULAS 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 oscilé entre 1 a 148 dias (Anexo
N°3) y la viabilidad fue evaluada con azul de Tripan 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 Tripan- Las flechas indican

células muertas.
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La mayor viabilidad promedio observada en las muestras totales (n=32) fue en el medio
MTOR 45,36 + 3,57% (observandose una viabilidad de 42,3% a los 166 dias de
criopreservacion 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
investigacion) 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
observo 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 dias 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 Tripan en muestras Totales (A) ;
Buenas (B) y Regulares (C) (pvalue >0,05) de acuerdo al criterio propuesto por este

trabajo de investigacion.

En las muestras Buenas, la media maxima de viabilidad fue de 57,24%z4,11 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 maxima fue de 31,81%=+4,27

en el medio MSA sin mostrar diferencias significativas con los medios MSAR y MSAN

73



(pvalue >0,05). Asimismo, no existen diferencias significativas en relacion al Medio
MFOR ni MFON (p value >0,05), observandose un valor de 37,6% de células vivas
postdescongelamiento en la muestra que permanecio 148 dias en nitrogeno liquido 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 criopreservacion (pvalue >0,05). (Anexos N°5y 7).

V.6 COMPARACION 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 tripan. 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 dias (Anexo N°2);
observandose, con azul de Tripan, la viabilidad mas alta postdescongelamiento de 95%
(Muestra N°1) congelada durante 1 dia 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 dias en nitrégeno liquido a -196°C en el

medio MSAN (p>0,05). Cuando se evalud la viabilidad de las células congeladas en
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forma aislada, con azul de Tripan, se observé que luego de 1 dia a -196°C (Muestra N°1)
se observa la viabilidad més alta de 68% en el medio MTOR (Anexos 3y 5) y luego de
148 (Muestra N°16) y 116 dias (Muestra N°17) se observaron viabilidades con azul de
Tripan 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 estandar
en cada medio analizado, de acuerdo al Criterio propuesto por este trabajo de
investigacion en relacién 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
ascendio a 58% en una muestra que permanecié congelada durante 151 dias a -196°C)
en las células espermatogoniales provenientes de fragmentos descongelados en el medio
MSA en relacién a las celulas 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° 15y 16)

No obstante, en las muestras Totales al comparar la viabilidad entre los medios MTORf
y MTORCc no existe diferencias significativas (Tabla N° 7) entre ambos (p=0,18) y entre
los medios MFAfy MFACc (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. Comparacion de la viabilidad con azul de tripan postdescongelamiento de
las células espermatogoniales provenientes de fragmentos y células congeladas en

forma aislada.

De acuerdo al criterio propuesto en este trabajo de investigacion

(Totales, Buenos y Regulares)

Media + Error estandar
MEDIOS TOTALESf TOTALESc pvalue BUENOSf BUENOSc pvalue |REGULARESf REGULARESc  pvalue
1 MTOR 52,27 +£380 45,36 +3,57 p=0,18 66,9+438 5424+445 p<0,05 3738445 3759+479 p=0,89
2 MTON 58,57 +3,83 3934+334 p<0,05 73, 75+4,58 5249+4,63 p<0,05 43,73+ 589 2775+246 p<0,05
3 MTO 57,55+£345 41,41+32 p<0,05 72,38+ 344 5276 +3,88 p<0,05 45,04 +4,26 3136+354 p<0,05
4 MTAR | 60,14 £3,23 37,63+ 3,89 p<0,05 7567+290 51,89+433 p<0,05 53,054884 2510+4.45 p<0,05
5MTAN | 5543 £4,43 3947 +3,67 p<0,05 71,89+4,72 50,77 £4,26 p<0,05 3440+£8,09 2948+472 p=0,61
6 MTA 61,91 £361 39,19+ 3,80 P<0,05 74,91+3,51 5302+5,03 p<0,05 53,76+ 7,50 2689 +3,60 p<0,05
7 MFOR 54,25 +£390 38,16 +£3,37 p<0,05 67,90 +4,56 51,5+3,61 p<0,05 3248+ 555 2632+£360 p=0,23
8 MFON 54,48 £4,18 37,75+ 3,65 P<0,05 71,53 +4,22 5347 +£3,69 p=<0,05 33,26 £7,69 2397 £3,54 p=0,32
9 MFO 59,02+396 40,53+3.87 p<0,05 | 7387+355 5724+4,11 p<0,05 46,13+ 6,75 2579 +355 p<0,05
10 MFAR | 54,57 £3,67 38,03+3,88 p<0,05 | 64,98+£530 4891+521 p<0,05 47,34 £537 2840+4,66 p<0,05
11 MFAN | 54,254+3,92 38,34 +£3,65 p<0,05 | 68,00+£4,54 5235+£529 p<0,05 40,05+£6,59 2590+£259 p<0,05
12 MFA 52,23 +£3,82 41,914+4,07 p=0,055 | 63,12+4,62 54,81 £4,86 p=0,20 41,73+ 7,54 30,33+£4,M p=0,125
13 MSOR | 52,57 4£3,97 39,84 +£3,50 p<0,05 | 61,56 +£4,66 54,11+£4,06 p=0,152 | 4734+537 2727+331 p<0,05
14 MSON | 56,84 £3,66 37,69+3,35 p<0,05 | 70,36 £330 4876+435 p<0,05 5043+5,66 2803+371 p<0,05
15 MSO 59,57+ 3,54 41,47 +£3,04 p<0,05 | 72,17+£2,69 54,15£294 p<0,05 4240+8,89 30,26 +£3,23 p=0,169
16 MSAR | 53,70 £3,56 38,09 +3,68 p<0,03 65.55£4,11 51,08+4,52 p<0,05 44,73 +£6,52 26,64 £4,01 p<0,05
17 MSAN | 60,66 3,64 39,31+3,81 p<0,05 | 7349+3,55 57,17+£3,59 p<0,05 49,71+£6,24 23,51+£3,13 p<0,05
18 MSA 59,20 £3,66 42,59 £ 3,55 p<0,05 | 7581+£3,25 54,67+£4,07 p<0,05 40,55+3,78 31,81 +£4,27 p<0,05

Los datos son expresados como media% +Error estandar. 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. BUENOSTf: 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. REGULART: Media porcentual de
la Viabilidad post descongelamiento en Muestras regulares provenientes de fragmentos
congelados. REGULARCc: Media porcentual de la Viabilidad post descongelamiento en

Muestras regulares provenientes de células congeladas en forma aislada
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El porcentaje de viabilidad postdescongelamiento es mayor en las muestras de SSC
provenientes de fragmentos que de celulas congeladas en forma aislada (Fig. N°18)
siendo el porcentaje promedio = EE de viabilidad mas 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 relacion a las muestras congeladas en

forma aislada MSAc (54,67%=4,07) con pvalue <0,05.

Por otra parte, el porcentaje mas alto observado en las células aisladas descongeladas en
las muestras Buenas es en el medio MFOc (57,24%z4,11) y que en fragmentos el MFOf

asciende a 73,87%=3,55 (pvalue <0,05) (Tabla N°7, Fig. N°18).
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Fig. N°19. Comparacion de la viabilidad celular en células congeladas en fragmentos y

en forma aislada en muestras Buenas (Azul de Tripan) 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 citometria de flujo se utilizé una muestra conteniendo 1°000,000 de células
espermatogoniales de alpaca postdescongelamiento procedentes tanto de fragmentos, asi
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 células
madre espermatogoniales (SDBA+). La sonda DBA identifico a las SSC “strong
DBA+” (sDBA), SSC en diferenciacion temprana tipificadas como “weakly DBA+"”
(WDBA+) y células redondas negativas a DBA que son diferenciadas (DBA-) (Fig. N°

20).

ChO1 (@1 g]0)24 Cho04 Ch11
- ® sDBA+, sMitosense+
,,ﬁ&ﬂﬂ
Cho1 Cho2

sDBA+, wMitosense+

DBA-, wMitosense+

wDBA+, 7AAD+

Cho02 Cho4 Ch11

sDBA+, 7AAD+

Fig. N°20: Células madre de alpaca postdescongelamiento evaluadas con DBA y
FlowCellect ™ Mitopotential red Kit mediante CF. Arriba: Ch01: Canal 1 Observacion

contraste de fase. Ch02: Canal 2, DBA positivo. Ch04: Canal 4 7AAD, Chil:
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Mitosense. Caracterizadas con sDBA+ (SSC), wDBA+ (SSC en diferenciacién
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 evaluacion
en el citbmetro para cada lectura fueron analizados con el software IDEAS, lo que
produjo informacion a través de 144 graficos para Fragmentos (Anexo 6) y 144 graficos
para células (anexo 7). Celulas 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 (7TAAD+). En la Fig. N°20 y Fig. N°21
se puede observar la el area analizada y los histogramas de intensidad de los
fluorocromos DBA (sDBA+. wDBA+, DBA), 7AAD (TAAD+ y 7TAAD-) y D y

Mitosense (sMitosense+, wMitosense+ y 7AAD+).
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Fig. N°21: ARRIBA: Células descongeladas (A-D): A) Area 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+, wWMITO+ 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.
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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).
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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%z=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 criopreservacion MFON con
presencia de Maca negra JUVENS con un pvalue <0,05 (Anexo N°10). Cuando
contrastamos y comparamos los ACP permeables DMSO vs DMA s6lo se observa
diferencia significativa en el porcentaje wMitosense+ entre MFON (13,2745,09) 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 celulas 7AAD+ (necrosis)

obtenido en los medios MFOR y MFAR asi 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 CELULAS AISLADAS:

Cuando se analizan Todas (Anexo N°12) las muestras de células agrupadas (n=8) se
observa diferencia en el porcentaje de SSC en diferenciacion 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 N°23. A) Porcentaje de SSC (TsDBA®), B) SSC en diferenciacion temprana
(TwDBA") y C) células espermatogoniales redondas diferenciadas (TDBA-) en Todas
las muestras congeladas en forma aislada. Se expresa en Media £tEE. 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 solo 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 criopreservacion (pvalue

>0,05).

IV.7.3 DESCONGELAMIENTO DE CELULAS 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 relacion 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 diferenciacion temprana (TWDBA+) en el medio MTON, MTO, MTAR,
MFOR, MFA,MSOR y MSAN observandose un mayor porcentaje de celulas wDBA+
en las celulas provenientes de fragmentos postdescongelamiento (Anexo 15)
observandose un nivel méximo de ceélulas wDBA+ en el medio MSAN conteniendo
maca negra JUVENS observandose 71,23+3,24% en células provenientes de fragmentos
descongelados en comparacion 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, observandose el nivel
mas 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 0 necrosis (Anexo 15).
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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 celulas aisladas se observa diferencias
significativas en el medio MTO asciende a 13,52 + 127% y 5,07 * 187%
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). Asimismo al comparar la
presencia de células madre (SDBA+) en las celulas 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 2,96x+2,55 en

muestras malas (Anexo 17) existiendo diferencia significativa (p<0,05).
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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. N°24). 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).
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Fig. N°26. Porcentaje (X+EE) de células BwDBA+ en fragmentos (FRAG BwWDBA) 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

diferenciacion temprana (BwDBA+) en fragmentos (pvalue<0,05).
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En las muestras Buenas, la relacion a las células DBA- se observa diferencias
significativas entre fragmentos y células (Fig. N° 27, Anexo N°16) 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 (76,8315,33% vs 54,12+4,36% respectivamente),
MSOR (76,1846,32% 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.
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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 anlisis 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).

DBA- S5C de alpaca

Ied

led

Mitasanse

l=d

FAAD

Fig. N°28. Analisis 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 realizd la clasificacion 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 observo el porcentaje mas alto de células sMitosense+ en presencia de
Dimetilsulfoxido, trehalosa y suplementado con Maca negra (Medio MTON) en las
muestras totales y Buenas, siendo en las Muestras Totales, el porcentaje medio + Error
estandar mas alto de 36,85%+10,30 (TsMitosense+); 40,78%+9,68 (TwMitosense+) y
16,37%+15,63 (T7AAD+) (Anexo N° 15) en células 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 mas 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 mas 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 relacion 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 celulas MsMitosense tanto en células proveniente de fragmentos

como de células aisladas (p>0,05) (Figuras N°26 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+951% y 8,24+468%), MFAN (40,55+526% vy 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
(45,8545,21% y 13,81+4,68%) respectivamente (pvalue <0,05) (Fig. N°28, Anexos N°

16y 17).

Por otro lado, en células proveniente de fragmentos descongelados categorizadas (de
acuerdo a la propuesta de este trabajo) como muestras Buenas se observé 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 N° 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 observé diferencias
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significativas entre Fragmentos (Fig. N°28) y células aisladas (Fig. N°30) en medio

MSON (p>0,05).
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Fig. N°29. Distribucion 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).

1V.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 asi como entre MFON y MFO. En muestras malas,

las células provenientes de FRAG M 7AAD+ entre los medios MSOR (21,56 + 1,76%),

96



MSON (27,03 £5,80%) y MSO (13,78 £0,03%) existe diferencia significativa (p<0,05);
asi 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 vy

Fragmentos testiculares observamos que no existe diferencia significativa (p>0,05).

IVV.8.2 COMPARANDO LOS MEDIOS CON ACP PERMEABLES (DMSO VS
DMA) EN FRAGMENTOS Y CELULAS 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 observé que el porcentaje de las
BsDBA+ en el medio MTO es de 13,52%x1,27 en relacion 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%z=7,13) vs MTAN (58,47%z5,84) 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

CELULAS 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% vy 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 relacion 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 (69,4845,75%) y MSAN (58,73+2,49%)

(p<0,05).
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1VV.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 celulas 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 relacion 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 observandose 35+2,86 (BwMitosense+frag) vs
19,15+3,48 (BWMiitosense+(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 criopreservacion. Ambos
medios poseen Maca negra como suplemento natural y ejercen la actividad antioxidante

en un sistema de estrés osmotico y térmico que se genera durante la criopreservacion.

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 analisis comparativo de los porcentajes promedios de SSC con alto
potencial de membrana mitocondrial en los medios de criopreservacion en el Medio

MSON se destaca el valor méximo (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 relacion 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 criopreservacion que muestra
un mayor porcentaje de SSC con mitocondria activa en muestras consideradas regulares

en relacion a su limite mayor y menor.

IV9 CULTIVO IN VITRO DE CELULAS ESPERMATOGONIALES

POSTDESCONGELAMIENTO

Tres muestras de células congeladas en suspension celular en el medio MSON fueron
cultivadas In vitro postdescongelamiento y evaluadas mediante CF donde se determiné
que 1,46 + 0,34% de las células fueron SDBA postdescongelamiento. Luego de 15 dias
de cultivo se observo que las celulas 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 diferenciacion celular hacia linea
germinal masculina se observé que el porcentaje de las células SDBA+ se redujo a

0,0+0,84%, y se incrementd el porcentaje de células DBA- a 83,0 + 2,06% lo que indica
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gue han iniciado la diferenciacion 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 dependera de la calidad inicial de las muestras de los animales del

cual proceden.

Tabla N° 8. Proliferacion y diferenciacion de células aisladas congeladas en medio

MSON postdescongelamiento evaluadas mediante CF

Tipo de Células  Descongelada inicial Proliferacion  Diferenciacién
sDBA+ 1,46 + 0,34 4+£1,0 0+0,85
wDBA+ 8.8 +227 4443 + 6,94 2,85+ 2,06

DBA- 842+208 51,56+ 6,85 83+8.41
sMITO+ ND 72,4+ 858 85+ 961
wMITO+ ND 2223+962 11,1 £9.61
TAAD+ ND 0 0

Los datos son expresados en MediatEE

Proliferacion y diferenciaciéon In vitro de células
congeladas en forma aislada postdescongelamiento

1

Porcentaje

Fig. N°33. Proliferacion y diferenciacion 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 diferenciacion celular.

102



V. DISCUSION

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 poblacion de alpacas élite para la produccion de fibra de calidad.
Esta produccion podria incrementarse, si conseguimos conservar el material genético de
los reproductores con las caracteristicas de fibra deseadas. En ese sentido, los resultados
obtenidos han logrado la estandarizacion de protocolos de aislamiento, identificacion
molecular y criopreservacion de fragmentos testiculares y de SSC aisladas (suspension

celular) proveniente de machos de alpaca adultos.

El colorante azul de Tripan conocido tambien como azul de diamina es un colorante
derivado de toluidina que posee la capacidad de identificar células vivas de muertas por
el principio de exclusién, ya que no puede penetrar y tefiir a las células vivas con
membranas intactas a diferencia de lo que ocurre cuando las células estdn muertas y sus
membranas estan 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 tripan en cultivos tempranos la densidad de células viables no
fueron significativamente diferentes; pero a medida que el cultivo envejecia, el ensayo
de exclusion con colorante azul tripan sobreestimé significativamente la viabilidad
celular, subestimando asi la densidad celular no viable y produciendo una estimacion
erronea de la viabilidad global del cultivo (138) Debido a que este colorante identifica
solo las células que se encuentran en necrosis ya que poseen las membranas tanto
plasmatica como nuclear rotas se pone en evidencia sus limitaciones en la identificacion
de células en apoptosis debido a que aln esta célula mantiene sus membranas intactas,
por lo que fue necesario utilizar otra estrategia en la identificacion de células de acuerdo

al nivel del potencial mitocondrial. Debido a que las sondas fluorescentes son mas
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estables después de la absorcion por las células, la viabilidad fue determinada
inicialmente con azul de Tripan 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; asi como con el uso de CF, con la sonda
fluorescente DBA, sonda que tipifica a las espermatogonia tipo A ¢ 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 bufalo (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 ningun estado de la linea germinal masculina (144). Asimismo,
esta lectina (DBA) ha sido usada como un marcador de las SSC de bovino durante la
criopreservacion (97, 98), de forma similar, a nuestro estudio en que la lectina DBA fue
usada como marcador para identificar la poblacibn de SSC de alpaca
postdescongelamiento como una herramienta en la caracterizacion de la poblacion de
SSC de las SSC en diferenciacidon temprana en alpaca postdescongelamiento; tanto en
SSC provenientes de fragmentos testiculares (biopsias) asi como en las congeladas en
forma de suspension celular, con resultados favorables ya que las SSC de machos de
alpaca adulta pueden ser identificadas, por CF, con la sonda fluorescente DBA vy 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 disminucion de la actividad mitocondrial (SSC en apoptosis temprana) y las

gue estan en necrosis luego del descongelamiento.
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La unién de la lectina DBA y la co-expresion de la ubiquitina carboxilo terminal
hidrolasa 1 (UCH1) corroboran la identificacion tanto de los gonocitos de testiculos
neonatales y en las espermatogonias en bovinos adultos (140). Los marcadores
moleculares pueden potencialmente ser de gran ayuda en la identificacion de SSC de
animales adultos (145). En nuestro estudio, se evaluaron marcadores de superficie e
intracitoplasmaticos candidatos para las SSC de alpaca mediante PCR entre los que se
encuentran Integrina f1, THY1, ZBTB16, CD9, y marcadores de diferenciaciéon como
Receptor C-Kit, Oct % y NgN3; de estos se han podido amplificar: Integrina f1, ZBTB16
y Ngn3 cuyos marcadores identifican la presencia de SSC y células en diferenciacion;
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
identificacion de antigenos asociados a SSC en raton (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 funcion esta dirigida a reprimir la
transcripcion mediante el reclutamiento de histonas desacetilasas a través de su dominio
POZ (146). La mutacion 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 testiculos de los receptores. PLZF 6 ZBTB16 se expresa especificamente 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 relacion 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 diferenciacion de SSC, estd
regulado por los factores de transcripcidn que promueven la diferenciacion de SSC como
STAT3, SOX3, SOHLH1 y SOHLH2 (150) y ademaés es regulado negativamente por el
factor de mantenimiento SSC denominado factor neurotropico de la linea celular glial
(GDNF) para evitar que NgN3 promueva la diferenciacion prematura de SSC (149). En
nuestros resultados, se observa la expresion de NgN3 por lo su expresion esta induciendo
la diferenciacién en las SSC de alpaca presentes en la suspension 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
expresion de OCT-4 en SSC en comparacion 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 autorrenovacion

difiere entre las especies (152).

En las células espermatogoniales provenientes de fragmentos testiculares descongelados
se observo que el promedio de viabilidad, con el colorante de exclusion azul de Tripéan,
fue de 61,91 + 3,6% en el Medio MTA (Medio de criopreservacion con ACP permeable
Dimetilacetamida y ACP no permeable Trehalosa), en cambio en SSC congeladas en
forma aislada se obtuvo el valor promedio mas alto de viabilidad en el medio MTOR
(Medio de criopreservacion con ACP permeable Dimetilsufoxido 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 ratdn, conejo, hamster y mono
(92), (153) bajo condiciones termocontroladas con DMSO, Sucrosa y Suero sintético
humano, existe una recuperacion 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 androgenos en los injertos que
recibieron tejido fresco y ligeramente mas bajos niveles en los ratones que recibieron
tejido descongelado (153). En cambio, (92), demostraron que luego del transplante de
tejido testicular de raton y conejo se produjo espermatogénesis completa; produciendo
descendencia solo en el ratén postdescongelamiento. Asimismo, en cerdos se ha
demostrado que posterior al descongelamiento de biopsias testiculares el
xenotransplante muestra espermatogénesis completa (154) y en humano la
criopreservacion de las células espermatogoniales posterior a un largo cultivo
proliferativo demuestra que puede ser utilizada esta tecnologia para conservar la
fertilidad humana (155). Se ha descrito que es posible criopreservar células madre
espermatogoniales por largos periodos de tiempo; en el raton se congelaron entre 4 a
156 dias lograndose restablecer la espermatogénesis completa en ratones infértiles, que
recibieron el transplante de éstas, (95), lo cual concuerda con nuestros periodos de
congelamiento a -196°C donde las SSC de alpacas permanecieron entre 1 a 166 dias
(fragmentos) y en células aisladas entre 1 y 148 dias (aproximadamente 5 meses) con
una actividad mitocondrial conservada lo que indicaria potencialmente la conservacion
de las SSC de alpacas con los protocolos de congelamiento establecidos en este trabajo,
por otra parte se logro proliferar e inducir la diferenciacion temprana de las SSC de
alpaca postdescongelamiento evidenciado por los signos de diferenciacion temprana por
citometria de flujo. Por otra parte, se ha observado crias nacidas al transplantar las SSC
de raton almacenadas durante 14 afios a -196°C (192) lo que pone en evidencia la utilidad
de la criogenia durante largos periodos de tiempo para la conservacion y utilizacion

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 proliferacion y diferenciacion in vitro para ser usados en
biotecnologias reproductivas de alta complejidad como Fecundaciéon In vitro o
Inseminacion intracitoplasmatica (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 diferenciacién celular temprana In vitro
lo que confirma la calidad de los protocolos de criopreservacion obtenidos en este trabajo
de investigacion lo que puede ser evidenciado por la disminucién de las células SDBA+
luego del descongelamiento y que al ser inducidas a la diferenciacién 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
disefiado la estrategia de realizar una proliferacién celular In vitro de las células
espermatogoniales aisladas previo a la criopreservacion y hemos conseguido resultados
postdescongelamiento que se asemejan a las celulas frescas (156), cuando son
congeladas en forma aislada y previamente se ha realizado el incremento de las SSC
mediante cultivo e induccion de proliferacion celular In vitro per congelamiento en SSC

de alpacas (157).

En humano, se observo que luego del descongelamiento de biopsias testiculares 6
suspensiones celular existe la misma cantidad de SSC recuperadas independientemente

si fueron crioconservadas como tejidos testiculares 0 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 criopreservacion en funcion de si son crioconservadas lentamente bajo la forma de
tejidos testiculares o bajo la forma de células individualizadas. La recuperacion de las
SSC humanas fue significativamente mas alta en la criopreservacion de suspension
celular (19%) en comparacién con la criopreservacion de tejidos (13%) proveniente de
testiculos adultos, en cambio en testiculos neonatales no se observé diferencia entre la
cantidad de SSC proveniente de tejido testicular vs suspensiones celulares. Por lo que
la conservacion optima 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 Tripan 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 Tripdn 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 citometria de flujo se observa una mayor poblacion 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 relacion a la criopreservacion de SSC en varias
especies, a la modalidad de accion de los crioprotectores, la metodologia de

congelamiento, lento vs vitrificacion, la edad del cual proviene la muestra, asociado al
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namero de células recuperadas v la viabilidad de las SSC posdescongelamiento, lo que
refleja se ha observado que aun falta mas evidencia que nos lleve a realizar una
aplicacion 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 espermaticas obtenidas mediante el uso de dos
digestiones enzimaticas 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 dimension fisica macroscopica del tejido es un punto
critico en un protocolo de crioconservacion (103) ya que el tamafio de la muestra puede
influir en la distribucidn equitativa y difusion rapida de entrada y salida de los ACP asi
como de las tasas de distribucion de temperatura uniformes en toda la extension del
tejido, lo cual debe ser tomado en cuenta para evitar el criodafio durante el proceso de
congelamiento y descongelamiento (161), (162). En ratones, se ha evidenciado que al
congelar testiculos enteros se observan mejores resultados postdescongelamiento cuando
la tunica albuginea es cortada en comparacion si ésta estd intacta (163). En rata
inmadura, se ha observado que en fragmentos de 7,5 mg produce mejores muestras
posdescongelamiento en comparacion a cuando se congela fragmentos de 15 mg (164);
en cambio cuando se congel6 fragmentos de tejido testicular de cerdo (5, 15, 20 o 30
mg) no se afectd la viabilidad celular en la muestra postdescongelamiento (154). En
niflos prepuberes (165), la crioconservacion de tejido testicular, con fragmentos de
tamafios variables (2-9 mms3) no mostrd6 diferencias en la viabilidad
postdescongelamiento (91), (166), (86), (167). Asimismo, (168) evaluaron el efecto del
antioxidante N-acetilcisteina y de Testosterona sobre el congelamiento de fragmentos de

1 x 1 x 3 mm de tejido testicular humano de prepuberes, sin mostrar diferencia en la

110



viabilidad ni en apoptosis ni en el xenotransplante posdescongelamiento. Nuestros
resultados sustentan que el uso de fragmentos testiculares de alpaca, sin tunica albuginea,
de 8 x 2 x 2 mm (X£SD: 22,7+2,2mg) muestra una alta viabilidad (61,91 + 3,61%), con
azul de tripadn 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 tamafio elegido del fragmento testicular

fue el adecuado para conservar las células espermatogoniales de alpaca.

En los medios de criopreservacion para las SSC se utilizan ACP permeables como
Dimetilacetamida y Dimetilsuféxido, 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 podria inducir la mutacion de genes si son utilizados en alta
concentracion a 37°C (170) por lo que usarlo junto con ACP no permeables como
trehalosa o sucrosa promueve la conservacion 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 osmotico y térmico ejercida sobre la
célula durante una criopreservacion lenta en espermatozoides de toro (172). Por otra
parte, se ha determinado que en constructos, realizados por ingenieria de tejidos (TEC),
producidos para la criopreservacion de tejidos muestran una viabilidad celular

postdescongelamiento de 54,37+1,2% con el ACP permeable a una concentracién 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, ectoina, dimetilsulfoxido y soluciones antioxidantes (173).
En nuestro estudio, se evidencian resultados similares en relacion a la viabilidad de
células espermatogoniales descongeladas provenientes de fragmentos testiculares
congelados con una promedio + EE evaluados con azul de tripan, 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 citometria 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 criopreservacion contienen 1,30 M de DMSO suplementado con
Maca negra (20mg/ml) y Sucrosa (200 mM). Por otra parte, en nuestro estudio se evalu6
también el efecto de la sucrosa como ACP no permeable en el medio evidenciandose el
porcentaje mas alto de viabilidad con azul de tripan. 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) determinandose 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 hipertonicos confiere una
proteccion significativa contra el dafio producido por el enfriamiento rapido, siendo la
sucrosa significativamente mejor que la trehalosa (172). La Sucrosa incrementa la
viabilidad de SSC de porcino después de la criopreservacion participando en la
deshidratacién celular producida por una alta osmolalidad de los medios de
criopreservacion tanto en los espermatozoides (172) 6 SSC que se enfrentan a un
ambiente hipertonico, producido por la criopreservacion, las SSC son protegidas

induciendo una inhibicidon de la apoptosis celular (51).

La inclusion de antioxidantes en el medio de criopreservacion mejora la eficacia de la
criopreservacion (174, 175), en forma conjunta a los ACP como el DMSO, mejoran
significativamente el descongelamiento conservando la actividad mitocondrial y la
capacidad de proliferacion de SSC de raton (53) por lo que el uso de antioxidantes
citoprotectores complementarios a los ACP mejorarian 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 funcion citoprotectora de la Maca (1 mg/ml)
protegid a los macrofagos RAW 264.7 de la apoptosis inducida por peroxinitrito (P
<0.01) frente a la exposicion con H202 (1 mM). Se demuestra que maca destruye los
radicales libres y protege las células contra el estrés oxidativo lo que indica que contiene
fitoquimicos capaces de extinguir fisiolégicamente las células de inflamacion cronica, y
combatir el estrés oxidativo (19). En nuestro estudio, hemos utilizado dos variedades
del extracto hidroalcoholico de Maca atomizada comercial JUVENS y de acuerdo al

color de su hipocotilo (Rojay Negra. Por sus propiedades antioxidantes, hemos utilizado

113



la Maca atomizada Juvens a una concentracion de 20 mg/ml (debido a que no ejerce un
efecto negativo durante el periodo de estabilizacion a 4°C, previamente evaluado en este
trabajo de investigacion, en el medio de criopreservacion; en nuestros resultados se
demuestra que la maca conserva la funcion 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 criopreservacion 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 indicaria que el
medio MSON es el medio que rescataria el mayor porcentaje de células atn en muestras
de mala calidad demostrando su rol potencial en el rescate y conservacion 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
funcién mitocondrial responsable de la produccién de ATP semejante a lo encontrado
por (19), en que se incrementa la produccion de ATP en los macr6fagos expuestos a

oxidantes en presencia de Maca.

Por otra parte, en estudios sobre la relacion del color del hipocétilo y la diferenciacién

metabolémica de la funcién de la Maca se realizé a través de resonancia magnética
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nuclear evaluando el color del hipocétilo (amarilla, rosada, violeta y plomo), en
variedades de maca previamente cultivadas y nunca cultivadas de diferentes localidades
del Pert (Patald 4086 msnm en Junin y Alpacayan 4130 msnm en Cerro de Pasco). Los
resultados del estudio demuestran que de los 16 metabolitos observados en la resonancia
magnética nuclear, la sefial de sucrosa puede identificarse facilmente debido a que el
nivel de este metabolito se aprecia fuertemente en relacion a otros metabolitos y si se
compara la cantidad de sucrosa en relacion al color del hipocétilo y si ha sido o no
cultivada, los niveles de expresién de sucrosa como metabolito estan incrementados en
todos los colores de hipocétilo analizados de Patala: en amarilla (10004,13), violeta
(8767,62), ploma (10732,41) y rosada (9485,29); y en Alpacayan: en amarilla
(11042,37), violeta (11743,20), ploma (12067,29) y rosada (10757,16), cuando la maca
ha sido cultivada 2 a 3 afios antes. Este estudio sugiere que el lugar de siembra es lo méas
importante y que los colores de hipocétilo 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 parametros de la calidad de vida diferencialmente en relacion al color
del hipocotilo, probablemente las diferencias sean dependientes de la composicion
quimica de las dos variedades de maca analizadas (178), este producto corresponde al
usado en este trabajo de investigacion. En relacion a la coloracion del hipocotilo, en
contraste con (84), nuestros resultados confirman que si existe diferencia en el
mecanismo de accion de la maca en relacion al color del hipocétilo semejante a lo

observado por (178). En nuestro estudio, la presencia de maca negra, en el medio de

115



criopreservacion, increment6 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 0
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 criopreservacion induce apoptosis y necrosis celular durante el congelamiento o
descongelamiento los resultados demuestran que las vias intrinseca y extrinsecas
mediadas por caspasas y la cascada proteolitica de calpaina fueron activadas después de
la criopreservacion y gue esta activacion puede jugar un rol importante en el proceso de
muerte celular inducida por la criopreservacion; se han utilizado inhibidores de caspasas
z-VAD-FMK, reduciendo la apoptosis inducida por criopreservacion mostrando efectos
benéficos sobre las células madre mesenquimales provenientes de cordon umbilical
(179). Por otro parte, las estrategias actuales se enfocan en minimizar las acciones
dafinas de los factores estresantes fisicoguimicos, asi como la ruptura de las membranas
celulares asociadas con la formacion 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 preservacion y de la modulacion de la muerte celular ofreciendo mejoras en los
protocolos de criopreservacion en sistemas bioldgicos mas complejos y/o fragiles
tejidos modificados genéticamente como en 6rganos humanos y en células madre (180).
Asimismo, se uso CryoStor CS 5 en conjunto con un inhibidor apoptético Inhibidor V

Caspasa I, lo que llevé a una regulacion de la apoptosis durante la criopreservacion (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 rapidos y simplificados para
evaluar los cambios mitocondriales, la apoptosis y la muerte celular. Los estudios que
evallan el cambio del potencial de membrana mitocondrial y los marcadores de
apoptosis y muerte celular que permitan una facil identificacion 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
reduccion de la actividad mitocondrial (Apoptosis temprana) y la sonda Actinomicina D
(7TAAD) que detecta a las células en necrosis. Por otro lado, se congelaron células madre
espermatogoniales en forma aislada posterior a una proliferacion In vitro (156), donde
se evidencio 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 relacién 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 proliferacion In vitro usando el protocolo

de criopreservacion para células aisladas (157).

Por otro lado, con DBA es posible identificar a los residuos de a—N— acetilgalactosamina
(GalNAc) y a los p—N- acetilgalactosamina (GalNAc) reactivos en la superficie de las

membranas plasmaticas de las espermatozoides (184),(185), (186), (187) cuya funcion

esta involucrada en la interaccion de gametos durante la fecundacion. En este estudio se
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us6 DBA por su capacidad de reconocer a los residuos de a—N— acetilgalactosamina
(GalNAc) altamente reactivos en la superficie de las membranas plasméticas 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
exclusion en las células viables, el grado de exclusién de un colorante no vital esta en
funcién a su peso molecular, que impide su penetracion a través de las membranas
celulares, su hidrofobicidad que puede variar con el pH y fuerza ionica del colorante
(113). Nuestros resultados, demuestran que en la poblacion de las SSC se observa que
con el flurocromo 7AAD se puede distinguir a las células necréticas que son positivas a
7AAD+ donde se une fuertemente al ndcleo de las células en necrosis, la fluorescencia
es captada por el canal 4 en el citdmetro de flujo identificando las SSC de alpaca 7TAAD+;
en las muestras totales, buenas y malas no existen diferencias significativas en necrosis
7AAD+ (p>0,05). Asimismo, en SSC congeladas en suspension 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 ratdn 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 proliferacion
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 nitrégeno liquido se
ha observado que no dafa la calidad de los espermatozoides ni la tasa de fecundacion
postdescongelamiento (189). En nuestro estudio, hemos usado el ACP permeable
(DMSO 10%) y ACP no permeables (Trehalosa, fructosa y Sucrosa a una concentracion
de 200mM) observandose 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 criopreservacion y la presencia de
ACP no permeable conserva la capacidad proliferativa durante un mayor tiempo de
permanencia en nitroégeno liquido. En nuestro medio de criopreservacion, la Maca posee
efectos antioxidantes que reducen el porcentaje de apoptosis temprana y necrosis celular
durante largos periodos de congelamiento.

El uso simultaneo de DBA y del Kit FlowCellect Mitopotential kit (Mitosense y 7AAD)
permiten obtener informacion sobre la presencia de células madre espermatogoniales asi
como del nimero 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 disfuncion mitocondrial (Con disminucion de la actividad
mitocondrial y disminuido potencial de membrana mitocondrial o Apoptosis temprana)
y las que estan 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 citometro 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 estan en apoptosis temprana con una intensidad
menor de fluorescencia al Mitosense. Y las que estan en necrosis son marcadas con la

sonda 7AAD+.

Nuestro estudio ha logrado el establecimiento de dos protocolos para criopreservacion
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
crioconservacion 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 sera dependiente de la calidad inicial de las muestras
precongelamiento. Por otra parte, se ha evidenciado que las células congeladas en
suspension (aisladas) poseen capacidad proliferativa y responden al inductor de
diferenciacion en sistemas de cultivo in vitro, lo cual hace promisoria su utilizacion en
transplantes asi como en la conservacion de SSC para desarrollar tecnologias de alta
complejidad en alpacas en ICSI lo que pone en evidencia y utilidad en el rescate de

caracteres de impacto econdémico en alpacas élite.
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VI. CONCLUSIONES

V1.1 Conclusion general

Se identifico la presencia de SSC en alpacas adultas usando marcadores como  integrina
y ZBTB16 mediante gPCR asi como con DBA mediante CF. Durante la
criopreservacion se observo que la Maca negra conserva la viabilidad y la actividad
mitocondrial en las SSC de alpacas adultas congeladas en forma de fragmentos

testiculares.

V1.2 Conclusiones especificas

e Los marcadores moleculares (p integrina y ZBTB16) y DBA identificaron a las SSC
en alpacas adultas.

e Las SSC de alpaca pueden ser criopreservadas tanto a partir de células aisladas como
de fragmentos testiculares.

e 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

postcriopreservacion en machos de alpaca.
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VII. LIMITACIONES

Del analisis molecular:

No existe un genoma completo descrito para la alpaca por lo que se usaron especies
relacionadas (Sus scrofa y Bos Taurus) para el disefio de primers con la finalidad de dar
robustez al analisis. Los primers fueron validados bioinformaticamente corroborando su
especificidad y son referenciados (46). El qPCR es mas sensible, rapido y facil de usar
comparado a otros métodos de cuantificacién del ARN como northern blot e hibridacion
in situ. A pesar de las ventajas de la cuantificacion de ARNm por PCR (qPCR) son
mucho mé&s que las de un PCR convencional, ain tiene limitaciones inherentes,
particularmente aquellas que dan al ser métodos no validados. Existen varias fuentes de
sesgo en una medicion de ARN por gPCR, las principales causas en resumen son: la
extraccion de ARN, la calidad del ARN, el almacenamiento del ARN/ADNCc, el

calibrador inapropiado, el termociclador, las micropipetas.

De la determinacion de apoptosis temprana y necrosis:

En este estudio se determind la apoptosis celular por el estatus funcional de la
mitocondria evaluando la via intrinseca de la apoptosis, no se evalud directamente la via
extrinseca de la apoptosis que podria ser evaluada por Anexina V que identifica a las
células que estan en apoptosis a través del reconocimiento de la fosfatidilserina (PS) y
la fosfatidiletanolamina (PE) de la membrana plasmatica, pudiéndose usar como
conjugado a loduro de propidio 6 a 7AAD. En este trabajo se us6 el Kit Flow Cellect
Mipotential Red (posee dos sondas Mitosense y 7AAD) que evalla dos importantes
parametros de salud celular de forma simultaneamente; cambios en el potencial de
membrana mitocondrial, considerado como una marca temprana de apoptosis celular

(Disminucién del potencial de membrana mitocondrial, 1o que se evidencia por la
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disminucion de la fluorescencia de la sonda mitosense) y permeabilizacion de la
membrana plasmatica celular o muerte celular (por la asociacion del fluorocromo 7AAD
al ADN de la célula en necrosis), diferenciandose a las células vivas con membranas
intactas (plasmatica 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 estan en necrosis (con el reconocimiento del ADN celular con

la sonda 7AAD en las células con membranas rotas).

123



VIill. RECOMENDACIONES

a) Se sugiere continuar con investigaciones a nivel de cultivo de SSC
postdescongelamiento.

b) Realizar purificacion 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 mas especifica 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:

CONCENTRACION

CONCENTRACION

PARAMETROS PESO CELULAS CELULAS MOVILIDAD
TESTICULAR {g) | ESPERMATOGONIALES ESPERMATICAS )
MUESTRAS N° {millones/ml) {millanes Imlepididima) ESPERMATICA
1 6,83 30,25 & Mlala
2 913 115,02 215 Ilala
3 10,73 61,25 1,5 Mala
4 11,43 136,42 13,6 Mlala
& 13,17 124819 24 Ilala
& 17,83 72458 235 Mala
7 874 MND 23 Regular
8 9,96 151,21 65 Regular
9 10,15 512,02 41 Regular
10 11,14 51253 1835 Regular
11 11,15 3k583 1000 Regular
12 11,68 24828 05 Regular
13 11,69 1365,65 20 Regular
14 1.8 &35,2 62 Regular
15 12,22 516,97 16,5 Regular
16 12,23 33055 14 Regular
17 12,2 29,7 203 Regular
18 13,26 111,74 33 Regular
18 13,32 715,98 13 Regular
20 13,61 85738 131 Regular
21 13,72 2488,08 a0 Regular
2 13,88 118,48 2985 Regular
23 14,68 179,75 1715 Regular
24 18,89 52498 10295 Regular
25 797 53,55 7 Buena
26 2,55 371 q Huena
27 18,7 78,65 95 Buena
28 7,99 34,38 1005 Buena
29 871 33057 1305 Buena
30 9,03 83,57 2755 Buena
31 9,68 215188 k5 Buena
32 10,54 70,98 425 Buena
33 11,67 17,4 4915 Buena
34 e 346,88 135 Buena
35 11,76 61,43 1135 Buena
38 1.8 169,46 2305 Buena
37 12,48 10561 355 Huena
Kt 12,59 197 93 205 Buena
33 13,01 119,78 530 Buena
40 13,92 240,26 1655 Huena
41 14,04 18433 427 Buena
42 14,83 156,26 592 Buena
43 15,24 17,08 231 Buena
44 16,08 373408 9.5 Buena
45 17,43 1297,01 17,5 Buena
46 19,04 78,21 a7 Buena
47 19,94 151,21 350 Buena
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Anexo N°2 : Tiempo de congelamiento de Fragmentos testiculares a -196°C

FRAGMENTOS (44 muestras)

Numero de Muestra | Tiempo de Congelamiento
1 1dia
2 15dias
3 15dias
4 9 dias
5 26 dias
6 30 dias
7 30 dias
8 11 dias
9 11 dias
10 6 dias
11 14 dias
12 40 dias
13 53 dias
14 138 dias
15 151 dias
16 47 dias
17 96 dias
18 47 dias
19 2 dias
20 53 dias
21 74 dias
22 3 dias
23 4 dias
24 4 dias
25 26 dias
26 12 dias
27 11 dias
28 24 dias
29 95 dias
30 116 dias
31 116 dias
32 125 dias
33 33 dias
34 101 dias
35 81 dias
36 81 dias
37 82 dias
38 32 dias
39 166 dias
40 41 dias
41 40 dias
42 84 dias
43 43 dias
44 141 dias
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Anexo N°3: Tiempo de congelamiento de células espermatogoniales asiladas a -196°C
SSC (32 muestras)

NUmero de Muestra Tiempo de Congelamiento
1 1 dia
2 62 dias
3 10 dias
4 12 dias
5 40 dias
6 96 dias
7 5 dias
8 6 dias
9 10 dias
10 2dias
11 4 dias
12 3 dias
13 3 dias
14 5 dias
15 1 dias
16 148 dias
17 111 dias
18 6 dias
19 32dias

20 116 dias
21 116 dias
22 125dias
23 125 dias
24 40 dias
25 104 dias
26 41 dias
27 85 dias
28 14 dias
29 32 dias
30 7 dias

31 7 dias

32 7 dias
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Anexo N° 4. Viabilidad de las células espermatogoniales de alpaca

ipan .

postdescongelamiento proveniente de fragmentos con azul de Tr
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Anexo N° 5.Viabilidad de las células espermatogoniales de alpaca

ipan

postdescongelamiento congeladas en forma aislada con azul de Tr
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Anexo N°6. Viabilidad MediazEE de las células espermatogoniales evaluados con azul

de Tripan obtenidas desde fragmentos descongelados

Media * Error estandar

MEDIOS 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  4504+426
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 53,767,550
7 MFOR 54,25 + 3,90 67,90 +4,56  32,48+555
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 +530  47,34%537
11  MFAN 54,25 + 3,92 68,00+ 4,54 40,05 6,59
12 MFA 52,23 + 3,82 63,12+4,62  41,73:754
13  MSOR 52,57 + 3,97 61,56+4,66  47,34+537
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 MediatError estandar.
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 N°7. Viabilidad MediazEE de las células espermatogoniales
Postdescongelamiento congeladas en forma aislada y
evaluadas con Azul de Tripén

Media + Error estandar

MEDIOS 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 MediazError estandar.
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 N°8. Porcentaje de células espermatogoniales redondas frescas tipificadas
mediante CF de acuerdo a la reactividad de la sonda DBA como sDBA+, wDBA+y

DBA-

N° DE MUES TRAS sDBA+ wDBA+ DBA-
1 1,08 19,7 7
2 135 31 527
3 0,84 511 39,7
4 2,85 231 734
5 718 28,8 60,3
B8 3,26 283 689
7 152 366 60
8 3,07 51,8 463
9 115 512 927

10 1,84 543 408
1 292 214 715
12 6,07 284 597
13 2,74 514 442
14 6,01 36,5 475
15 342 4566 446
16 587 445 42

17 892 265 64

18 10,8 191 83,1
19 252 58,1 319
20 1,07 572 396
21 8,59 %4 614
22 259 49 448
23 561 60,5 275
24 3,05 431 466

Media+EE 444,068 37444307 5412+318
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Anexo N°9. Determinacién del porcentaje de SSC y potencial de membrana
mitocondrial postdescongelamiento en las muestras Totales proveniente de
fragmentos congelados con CF

TBA | TwDBA+ | TOBA. | TeMitosense+ | Twiosemser T7ADr

MEDCSFRAG | Mediat EE pvalue  Media#EE  pvalue  Mediat EE pvalue MediatEE  pvalue  MediatEE  pvalue  MediatEE  pvalue

1WIOR | 813365 63645,28 25,3747, 04 32004875 47 64410,39 12,26419¢

IMTON | 609232  p033 63604776 pl R 27A4BM0 pe08T  36ESH0I0  pDSS 078868 094 1545455 056

A 60124337 29,1841120 27504843 242341187 16,9644,52

IWTAR | 53217 62.4046,32 0364777 27134852 80,2648 44 16,7124,25

SuTan | 1019564 pLB sr0a708 pOB ogoarst peOT8 2ssvsds pU93 s00gen228 pEDT3 wgext2s pOER

BNTA | 4046122 70,0744,00 23.70¢3,86 1241490 37704858 20,19:7.15

TMEOR | 3444118 65,56410,53 285441127 34,3049.59 114108 13764309

BNFON | 4426134 P eaaregr 0N 24194806 OB 33oas898 P00 w0s0am s p0TS 137Aa228 PO

ONFD | 252:082 65,7345,51 20304722 23,7646.94 42504851 15,6044.72

10WFAR | 6644278 68,5345,84 21 494565 2821490 48,5648.8¢ 16,6243.9¢

1NN | 383473 pel3l B4STAIDA 06 295081135 pe088 26361674 p083 5046831 p08T 4048277 pe0&2

12WFE | 4548118 68,6447 51 23814752 7874861 81,7048 14 14531263

13 MS0R | 6794196 68,1747,80 214948 45 31264021 41934819 14711365

14MSON | 6524184 p0® 6581791 pe086  2480:80  pe088 30474871 p087 %R0 pe0E0 20474391 pe0.19

15150 | 68812229 66,6147,04 2564777 29,3148 54 42544801 14034453

16 SR | 4804191 68,115,020 23734506 35,314892 2164670 10,6942.86

TMSE | 53579 pD8 T2 p8 2018296 p000 2083687 p081 4304703 pe0B2 TR LY

1858 | 8562496 6043472 200348 21 35,0548,22 UT14793 14854355

Los datos son expresados como media +Error estdndar. Prueba de contraste - Kruskal Wallis, considera
diferencia significativa p<0,05.
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Anexo N°10. Determinacion del porcentaje de SSC y potencial de membrana
mitocondrial postdescongelamiento en las muestras Buenas proveniente de
fragmentos congelados con CF

BOBA | BwDBM+ | BBA | Belfitosensst | Bwliioserser | BIAD:

MEDIOSFRAG | Media#EE  pvalue  Media#EE  pwale  Media#EE  pvalue  Media#EE  pwlie  MedintEE  pralie  Medin:E  pvalue

IR | 12334555 B 654471 8554237 537785 0734638 B 654237

WO | BB R MIBE ¥ G538 Slsy DB BB ¢ (553 008

370 13521,27 873 16,4048.65 U710 29571907 15,408 65

e | B 70388267 16,745,98 D4R 0563 1674388

oy | 688 PO gngesnen MU gmum PO gy PO g PO gpyg PO

B ATA 4654201 88788343 14024938 BOH3D 23564762 408 %

TR | 364122 70145 12,1060 51,5108 19774704 1240820

BUFON | 520 pOd 82891 OB 0B8R S8 0N 13750 Q% 9N p0s

B0 2774101 68754730 1084577 04570 351256 1240877

WU | 586 73364855 7874165 118951 30354088 7704165

MW | ARRTT 0 TERMEH B OABY 0% WFE% 0B eSS 05 1028y 008

12 A 5 554185 7388465 144470 125840 BERTT 1140470

BISR | 7508 78184632 79408 5 9341354 05443 7948

WHSON | 972 M OB B BEIs 0030 MSM0M pDM MEH4 FD f60MG p0d

15 1450 7418237 67584256 14208078 4. 3541282 34184568 14287

BUSR | 6828 125451 14854495 BEIN2 20548 145H%

DU | SSB2R RS eSBIT pAB DFHE B EHEH p0® XIS 050 0FES e

18 1454 B8 85,6845, 10,1545 44 52454773 16,0085328 015654

Los datos son expresados como media +Error estandar. Prueba de contraste - Kruskal Wallis, considera
diferencia significativa p<0,05.
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Anexo N°11. Determinacion del porcentaje de SSC y potencial de membrana
mitocondrial postdescongelamiento en las muestras Malas de muestras congeladas en
forma de fragmentos con CF

MDRe | WwiBA | MO | WsMiosenset | WwMioseser | WTAADS
MEDCSFRAG |MediatEE  pvalue  MedatEE pvalue  MedatEE  pvalue  Media2EE  pvalue  Wedia#EE  pvalue  MediatEE  pvalue
e | 2488202 5953411 68 364741285 10,1625 83 73064570 15884182
wwon | 2025t P wugrase POB sgserm 00 sy PTRL ganan 0TV qgrages U
TUTO | 288268 48652211 47454420 09241242 58.3+12.26 1852+435
sy | BT 51774129 405241774 11,8665 70384593 17734178
oy | 5326458 B s P szmen T gggwne PN g P g POV
BUTA | 32¢127 71,80:9.25 23,05:8.70 1800192 4.30416.42 26371045
THFOR | 328425 59510508 36,35426,30 74312 B 45411 4¢ 1546227
BUFON | 279608 pRST  FA07HA462 DS 25eesAl g 1278689 p98 6833897 003 18867 pe062
DUFD | 2854198 B17044315 031440 708:283 501841937 19104791
DUFIR | 815508 54,4346,56 22641081 § 2414 68 66,846,75 2985372
MR | 2800282 pOS0 4523183 T @A0esr 030 2m7e0n  plS0  gndessie p0Sé 17gesat pel22
MR | 3808 84,0175 305041673 8076438 74895413 17654192
GUSR | 258213 598341643 10141876 10,6043 53354847 21554175
NSON | 255825 pA6 ITES3 pOB marioze 060 2énsS1s  pAB¢ a7y p0 2703580 pells
US| 288268 86,8£18.15 268042005 16,6428 13 50901477 13784003
BUSIR | 65TH5 M 66271071 301541055 2201130 438341011 570:239
Ty | SEEE g TSN g UM gn BESE gy W28 gn ZEE
pye | 224 521041458 439341588 17,6657 31 53534548 19554382

Los datos son expresados como media xError estandar. Prueba de contraste - Kruskal Wallis, considera
diferencia significativa p<0,05.
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Anexo N° 12. Determinacion del porcentaje de SSC y potencial de membrana
mitocondrial postdescongelamiento en las muestras totales de células aisladas

evaluadas con CF

TsDBA# | TwDBA+ | TDBA- | TsMitosenset Tw Mitosense+ T7AADH

MEDIOS| MediaiEE  pvalus MediatEE pvalue  MedialEE  pvalue MediatEE pvalue MediaEE palue MediatEE pvalue
1 MTOR 6,061,468 49,6315 48 39,87:+539 36,27410,24 37,98+997 9,7313,80
3 NTON 9,893 62 P=0,650 104713 P=0,314 48,1317,13 p=0,520 31,9549,62 P=0,895 38,7519,88 P=096 12,1545,10 P=0,585
3 MTO 5314158 368,7145,42 50,9448,76 32,2547 56 38,5+8,37 13424491
4 NTAR 37011 18474413 43,99¢4,95 42,13¢10,46 33,4846,74 12,445,20
5SMTAN | 587H70  P=0483 47584 P03 3205:586 POM3 31,.M:1000  P=0676  3653%s7  p0717 15814593 p=0977
§ MTA £,48+1,68 45,2044 60 40,45¢5,53 37,36£9,39 40,10:7.51 11,254,309
TMFOR | 645:258 38,5746,92 48,2146,75 4414412,73 341541097 8,71£3,12
B MFON | 386+116  p=0,675 18.304430  P=0231  44.41#480 P=0573 40521032  P=0567  2771#678 P=0860  1244#440  P=0,726
SNFO | 613£205 53774455 36,82¢5,06 32,84£10,34 33,7£9,82 11,1043,35
10 MFAR | 8048254 58,4744,18 20,15£381 42,32410,70 20874721 10,0613,23
11 MFAN | 840£283  P=0523 60194360 P=0482 27,60t492 P=0,435 37224873 P=0738 44274840 P=0,229 14031494  P=0,805
12 MFA 6,36¢2,44 55,1243 49 35,07¢4,80 42,25¢11,95 31,0347,36 14844,81
13 MSOR | 545£215 49524391 39,90+4.70 36,10£9,57 37784887 18,7047,05
14 MSON | 44Te1 M P=0 797 MNE778 POB06 45764780 P4 539241025  P=0581 3479t890 P=D827  629#338  P=0514
15 SO 3817 48,97+5,20 43,046,286 44 574937 36,75¢4,71 12234400
15 MsaR | 3.95¢163 49.0342,12 41,9941,95 42,3747 45 39,5748,98 11,9044,06
17Ny | 60ee2z  PEE2 s PO wnngs PRBSE uamaupny PRSI0 gp7mzop PUOES4 qagpusup  Pe0994
18 MSA 4,95¢1,40 50,5041,95 40,30¢2,57 39,20£4,27 40,45¢9,53 12,664,190

Los datos son expresados como media +Error estandar. Prueba de Contraste - Kruskal Wallis, considera

diferencia significativa p<0,05.
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Anexo N°13. Determinacién del porcentaje de SSC y potencial de membrana mitocondrial
postdescongelamiento en muestras buenas en células aisladas mediante CF

BDBA* | BwbBA | BDBA- | BoMosenser | BwMiosenser | B7AAD
MEDIOS MedatEE  pvalue  MediatEE  pvalue MeclatEE  pvalue  MeclatEE  pvalue  MeclatEE  pvalue  MediatEE  pvalue
o | 80 D07 10,354, 51,585, 11 1461540 51247
p owon | smag; PV mmww P saanes PP goinn OB mssaugs PO g PO
30 | S0 0y 47425328 4356:2.85 11556428 310224
+OWTIR | 185094 1A 4787:2,74 57421565 B28282 6061337
5 MTAN 2484123 058 BI04 058 105214 p=08d  4550:670  p=043 2184567 p0T 1151684 pe098
§ WA | 518530 0L 727530 5072:6,04 2284617 546:36
7 OWFR | 082:02 N4 52654764 52934688 17,0845.88 18301
PO | 2603 pOB MASE 05 803666 00 5420744 p020  ATeSEs pOT3  sged0t  pOA
YWD | 275 535041 7 38724166 4635976 15.4543.48 710,98
0 WER | 53026 5522, 6540 5355:3,30 18,651 02 5861218
HOOWEN | ABRE B MIME DB 3775 p0® s082327 039 398227 007 g4 peOTB
oW | 1B0m 549504 % 3825 438 5967671 245845,03 068:2.06
5w | 20 04T 3105332 50208482 200077 1734505
W oy | FIE s P sz PR gsmse POt sagmnes PO gagaqy PO
5OMO | 105004 01759 520246,07 530041165 234657 1,03:370
MR | 180T 15733 % 157:2,20 53301181 W 451322 7542304
WS | 16D 0T AEDE Y S7TNE pO7E 5613886 p02 BB pDET  TEAT  pDd
WA | 36200 BT 5 4158:299 175353 38,36:14.80 1,85:503

Los datos son expresados como media +Error estandar. Prueba de Contraste - Kruskal Wallis, considera
diferencia significativa p<0,05.
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Anexo N°14. Determinacién del porcentaje de SSC y potencial de membrana mitocondrial
postdescongelamiento en muestras Malas de células aisladas con CF

MsDBA+ ‘ Mw DBA+ ‘ MDBA- | MsMitosense+ ‘ MwMitosense+ ‘ M 7AAD+

MEDIOS | Media*EE pvalue MediatEE pvalue MediatEE pvalue MediatEE pvalue MediazEE pvalue MediatEE  pvalue

T 4685:1 75 1385.875 5,85+7,99 87,0147 01 189553 45
IMION| 21961140 D65 g318i3000 D088 pg7rr7en PTRES ogsisy PO27E gsquqgg P03T 3p4p1335 PU0SB
IMTO | 668 206242049 61,128 30 9,6+5,30 52246 40 24.05+1255
L MTAR | 415307 44851555 48219 50 1154677 539£380 2522970
SMTAN | 7626288  p027 66354735 9056 2145:825 p=03T 252:245 p=085 532562335 p=056 2445+1236 087
6 MTA | 10.44£0 67 60,9:3,00 25,1:2,20 10,625,689 §165£3,55 20854355
7 MFOR | 9662484 30652885 39,3380 6,56:5,52 86,5¢5,60 16.25:825
MFON| 5106308 9015 5945:1145 =085  323:780 0=056 131561185 p=056 3621120 p=013 200621225 p=087
IMFD | 15358085 806541515 22 441416 481£379 §2,8:10,10 19,1070
10 MFAR | 13,84£8.75 6265£1875 21,35:10,35 9,86:3,25 5235440 19,15:5,25
MEAN | 12458726 pei B48£080  pe 198:340  p=l 10414120 =087 5308810  p=1  2545:005 p=087
12 MFA | 16.5:040 60,9+12,40 19,8213,0 7405711 46 45£16,65 25.15:1185
3 soR | 12302851 57354445 303521375 790611 50 95+15,05 28.65:1945
asoy| 3388152 PO ssp0e1080 PO 59950705 PSS agg0m2s PV soqsstses PO qusiaene PROST
15 M50 | 5514169 86.75+1225 23,0:0.00 27.7:8.70 438+010 16,65£1135
15 MSAR | 423£3.54 52,050,385 40,5:2,80 204540 45 50,05:045 2060:88
17 MSAN | 14756425 018 67456335 p=018 1486325 0018 16856085 p=037 4775185 p=057 2238:1482 p=085
1BMA | 29520 525:0,20 414021 20 23,123,70 4455490 18,7053 41

Los datos son expresados como media £Error estandar. Contraste de Hipdtesis - Kruskal Wallis, considera
diferencia significativa p<0,05.
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Anexo 15. Comparacion del porcentaje de sSDBA+, wDBA+, DBA-, SMitosense+, Mitopsense+,
AAD, en muestras totales congeladas en forma aislada (Cell) y en fragmentas (Frag)
evaluadas mediante CF

Media  Error Estandar
MEDIOS | TsDBA¥{cel) ‘TsDBAi[Frag) TwDBA*cel) ‘TwDBM[Frag) TOBA-(Cell ‘TDBA-(Frag) TsMitosenseilceII)‘TsMilosensH[FragTwMilosenseilcell]‘TwMilosense+[Frag)T?AADi[ceII]|TTAAD*(Frag]
IMIOR  8IH146  BIM3B5 | NSNS RIS | MWANSN BYEM| BIL0M  BNAT 4831547 FHE0K | 19850 12,2810
IMTON 88932 608232 | yagat maewnst | 4da; M0| HSSE BBH0N | Filep 4078058 | 230481336 15454456
IO SHHB  8BTast | musa’  SLI283T | 500488787 291001207 32354736 7504843 WG MHBT | 2P5H2E 16865
4UTAR I SHENT | daeel c24063Y | 438MSS NBHTT| LBHIE U8 | 48470 BB | BB 1871845
SWTAN  SSTHTD (OIS | BASM  BI00T08 | 32054588 2800475 | M0N0 2585846 SBATERB  GOOBHIZ8 | 4ddef2)8 10885
GUTE  BBHEE  ApH2 | BULAR  TOOTHO0 | 4045553 795386 373693 A0 | 48208460 TI095 | 085855 215715
THFOR  S6R%  3MHIS | REeeY 655605 | BT BUHIYN | MMHLE MR B9 B0 | 16254625 1373300
BWFON  SEBeLIE  44ZHM | MWW eTeTST | MATHED 1006 | 4052032 MMESE | 483030 A0B0HIIS | 200825 1375H0%
WD BT 2A20 | WTTHAE  6RTMES | 682506 ML | NSALINM  27A6M 53,7745 2585 | 19108700 15,8042
0MFAR  BMEDS 6RAERT0 | BATEME 6053584 | 20MSHRST 2140455 | 423200 282180 58474418 5GBS | 1915505 1682680
AN B8 3B T0 | G0IA3E0  B45THI0AD | Z740e482 20R0HI5|  ST048T3 28384674 60,1538 AR | BABEIS 0T
U SERM 48 | Bt saTs | BUTHES BHIE5 | QBHIE  EBA 55 124348 S0 | BI5HHES 1453283
1IMSOR SRS BTOHSS | mEenr  SAATECY | 080w7ST M4BB45°|  I0R3T  HBHA | W0 MBI | BEHIE  4NBH
NSOV 444 e | MNEI BT | 5TETE0 248000 | BB 07BN M HETH0 BOBL | MHB A4THBH
BUS0  MBHAT BRI | BUHN BRI | 43048280 BEIT|  MESY BIBSH | BB 254800 | 1885135 1403453
HUSR JBHE AR0H | B0ER BSIB0 | 4190 855 BTMS0E  ALIETAS BIBRN | 490 216670 | 0806830 10,65:296
TN BB BSHTO | dseedl’  TIe02d | 401B4T 211Be208°|  30GHON0 28834687 4658£740 BUTM | 004R 18734
IS 4EHA BRBeS8 | MBI 6043782 |4D30RT BUBA°|  H0H 054, 50,8641 95 WHES | 1680041 14B55

Los datos son expresados como media £Error estandar. Prueba de contraste —U de Mann Whitney Diferencia
significativa p<0,05.
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Anexo N°17. Comparacién de la Media tEE
en muestras Malas de sDBA+, wWDBA+,
DBA-, sMitosense+, wMitosense+, 7AAD+

en las células aisladas (cell) y células

(Frag)
postdescongelamiento evaluadas mediante

CF

de fragmentos

proveniente

muestras  Malas

en

SSC

congeladas en forma aislada.
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descongelados (Frag).

proveniente de células (Cell) 6 de Fragmentos

MsMitosense+: Con alto potencial mitocondrial
(Frag).

aisldasa (cell) o en fragmentos descongelados

MwMitosense+: Apoptosis temprana en células
(Frag).

descongeladas (Cell) o proveniente de Fragmentos
a y b significa diferencias significativas

M7AAD+: Apoptosis en muestras de células

(Frag).

p<0,05.

estandar. Prueba de Contraste —U de Mann Whitney

Los datos son expresados como media xError
Diferencia significativa p<0,05
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Anexo N°18. Composicién de la Maca Juvens Negra y Roja. (178)

d Red Maca

S

MACA NEGRA BLACK MACA  MACA ROJA RED MACA

INFORMACION NUTRICIONAL-NUTRICION F
e | ACT
 Senigsae st ) Pocn 1 s i) INFORMACION NUTRICIONAL - NUTRITION FACT
g e corare 30 shes ) Porionporcae 30 st 6 Senvng S 1 sachel 3 ) P st (3
MELSM_W S 10 i}: mhmnmmﬂh&‘nwnw“m”
Cloes 0. [Ges 0 | bt ot AnountPer Sevng | Canidad por Schet iy
8 Dl VeV e Clores 10 Calorias 10 Cdores Fon
R0 |Glianag |0 wiar|
Sl 010y |G Sunn iy ] Q00 0ay et D |
lox/a 0y (ol dia'y [ ity
Closerdly ooty [ St ol Q.00 |
Mlm.v S 1 my 5 00295% ‘ M‘QML
 Pozssim 4584mg__ | P 54 i 1155 sty {Copgoyy |
108 Catioryil Do | bt i gfig 07 * {Sodo§- lipg |
e 00115 g | Rl g1 [ 16407 - 1 y
% Pueal3egiiidg [ 060% e i
Vene X I i
Catam ® - P304 m.oa;}; 3,,0,,
] fi 1510 o § VG 5% .
e T N . b 0 .
:ﬁwhnwm-zmmmfmﬁ .
- as st daos o ol e 2.0 oo '~
e ol
Maca Samples
Compound
Black Maca Red Maca
Formic acid 4.10 £.94
Adenine 6.23 5.06
Fumaric acid 13.79 1543
Uridine 10.82 10.71
Sucrose 1632.36 1368.35
Glucotropaeolin 77.50 7208
Macamides 5521 39.86
Choline 32744 366,99
GABA 40.009 76.59
Malic acid B3.B8 92.81
Glutamine 132.01 118.27
Proline B75.25 83298
Fatty acids 504.55 378.36
Alanine 156.22 152.41
Valine 11148 107.61
Phytosterols 2423 21.10
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Anexo N°19. Cromatogramas de maca negray roja

Fondo del Consejo Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacién Tecnoldgica/Fondo
Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONCYTEC/FONDECYT), Perq, Circulo de
Investigacion de Plantas con Efecto en la Salud, (Grant no. 010-2014-FONDECYT).

Cromatograma del extracto metandlico de Maca negra
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Cromatograma del extracto acuoso de Maca negra
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Cromatograma del extracto butanolico de Maca Roja
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Cromatograma FNNS de maca roja
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