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. Titulo

MODULACION DEL COMPLEJO HIPOTALAMO-HIPOFISIARIO-TESTICULAR
EN ALPACAS

Il.  Resumen del Proyecto de Tesis (Debe ser suficientemente informativo, presentando
-igual que un trabajo cientifico- una descripciébn de los principales puntos que se
abordaran, objetivos, metodologia y resultados que se esperan)

El control endocrino reproductivo se basa en la dindmica neuroendocrina desde el
hipotdlamo a la hipofisis, de factores de liberacion hasta la sintesis, almacenamiento
y secrecién hormonal generados en la hipofisis. Informaciones sobre el complejo
hipotdlamo-hipofisiario son bastos en animales de laboratorio, para alpacas son
escasas. El objetivo del estudio determinara la organizacion del complejo hipotalamo-
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supraoptico y paraventricular con presencia de la hormona oxitocina; l6bulo anterior
para la secrecion de las hormonas de la reproduccion FSH y LH y epitelio seminifero.
Los animales provendran del CE La Raya de la UNAP, donde 12 machos de saca,
sanos, considerando 6 adultos y 6 jovenes, con observacion del comportamiento
sexual; se beneficiardn 2 machos, de ambas edades, cada dos meses. Luego del
beneficio se aislara del encéfalo el hipotalamo e hipofisis, ademas biopsias de
testiculo; una vez identificadas serdn inmersas en soluciones de paraformaldehido
4%; PBS, 0,1 M; pH, 7,2., y glutaraldehido 2.5%; en el laboratorio de Histologia y
Embriologia, las muestras serdn procesadas en base a técnicas histoldgicas en
parafina, reacciones histoquimicas e inmunohistoquimicas, y Microscopia
Electronica para obtener caracteristicas citolégicas del complejo hipotalamo-
hipofisiario, como redes neuronales, actividad neuroendocrino, pinocitosis,
almacenamiento microvascularizacion y testicular relacionado con la secrecion de
hormonas de la reproduccion. Los datos se analizaran mediante métodos estadisticos
descriptivos. Los resultados obtenidos permitiran comprender aspectos de la
fisiologia reproductiva, como es el comportamiento sexual de alpaca macho en
periodos de lluvia y seca del altiplano y su aplicabilidad en biotecnologias

Il. Palabras clave

Hipotalamo, infundibulo, hipofisis, células gonadotropinas, hormonas hipofisiarias

IV. JUSTIFICACION

La crianza de alpacas siendo una actividad econdmica y social importante en los
pobladores altoandinos, como fuente de proteinas mediante su carne y caracteristicas
especiales de la fibra para la industria textil. Estas bondades ofrecidas por los
camélidos precisan mejor manejo tecnoldgico (Gutiérrez et al., 2018).

Estudios de la actividad neuroendocrina en la reproduccién se ha descrito a
profundidad en ratones y conejos que son base para hacer analogias en otras especies,
pero para el caso de la alpaca requiere su propio estudio o analisis.

Se conoce que el hipotalamo es la fuente de factores de liberacion para las diferentes
hormonas relacionadas con la reproduccion, caso de las hormonas Foliculo
Estimulante y Luteinizante que son responsables de la dindmica folicular, ondas
espermaticas que conducen a la produccion de gametos y su viabilidad en formar un
NUevo ser.

En caso de alpacas, que son animales de ovulacion inducida por copula (Sumar,
1996), donde su habitad es un ambiente hipoxico, el cual modula una fisiologia propia
frente a animales que viven a menores altitudes. Hace que esta actividad fisioldgica
de altura sea investigada para definir valores, constantes, dinamica organogénica y su
comprension como un todo para las aplicaciones en todas las areas biomédicas

Por lo que, el presente estudio considerando hasta el momento la escasa informacion
sobre la modulacion del complejo hipotdlamo-hipofisiario en relacion a la onda
espermatica, segun la edad y época de crianza, identificara la actividad secretora de
las células gonadotrépicas localizadas en el I6bulo anterior de la hipdfisis,
productoras de las hormonas FSH, LH, responsables de la espermatogénesis y
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espermiogenesis en los tabulos seminiferos dettesticulo; asi-comofa-modulaciénde
los nicleos supradptico y paraventricular del hipotalamo en la sintesis, transporte de
la hormona oxitocina y su almacenamiento en el I6bulo posterior de la hipéfisis. Todo
este complejo hormonal se mostrard integrado por la microvascularizacion y red
nerviosa. Los resultados del estudio serviran para la aplicacion en la fisiologia y
biotecnologias reproductivas propio para camélidos sudamericanos.

V. Antecedentes del proyecto (Incluya el estado actual del conocimiento en el ambito
nacional e internacional. La revision bibliografica debe incluir en lo posible articulos
cientificos actuales, para evidenciar el conocimiento existente y el aporte de la Tesis
propuesta. Esto es importante para el futuro articulo que resultara como producto de este
trabajo)

Durante la génesis de la hipofisis estd comprometido dos areas embrionarias
especificas, el diencéfalo que dara origen al l6bulo posterior que corresponde a un
tejido nervioso, por otro lado, la base de la cavidad bucal originando el 16bulo
anterior, muy celularizado, que se conectara con el anterior. sefialan que la hip6fisis
0 pituitaria es una gldndula endocrina pequena, en forma de frijol que se localiza en
la silla turca, una depresion en la superficie del hueso esfenoides, esta cubierta por el
diafragma selar situado justo por debajo del quiasma oOptico, esta glandula consta de
dos partes (hipofisis anterior o adenohipdfisis y la hipdfisis posterior o
neurohipéfisis) Léger, (2010).

Histologicamente la adenohipofisis estd dividida por trabéculas fibrosas en dos alas
la laterales y el area de cuifia mucoide central que se puede ver en la seccidon
transversal horizontal, el 16bulo anterior esta compuesto principalmente por células
productoras de hormonas, al tefiir con hematoxilina y eosina se pueden distinguir tres
tipos de células acidéfilos dispuestos especialmente en las alas laterales, los basofilos
localizados principalmente en la region de cufia mucoide y los croméfobos dispersos
por todo el 1obulo anterior). El 16bulo posterior de la neurohipéfisis este compuesto
principalmente por pituicitos que son células gliales con papel de apoyo, estas células
alargadas poseen largos procesos citoplasmaticos y en las personas mayores
contienen granulos de pigmento amarillo-marrén. Las fibras nerviosas no
mielinizadas que se originan en los nucleos supradptico y paraventricular del
hipotdlamo se entremezclan con los pituicitos y capilares (Ross & Pawlina, 2008)

El l6bulo anterior o hipéfisis anterior esta conformado por células elaboradoras de
diferentes hormonas conocidas como célula lactotrofas, que son sintetizadoras de seis
hormonas: somatotrofos (hormona del crecimiento; GH), tirotrofos (tirotropina u
hormona estimulante de la tiroides; TSH), lactétrofos (prolactina; PRL),
gonadotrofos (hormona foliculoestimulante; FSH y hormona luteinizante; LH) y
corticotrofos (corticotropina u hormona adrenocorticotropica; ACTH), Alatzoglou et
al., (2020).

La tltima década ha transformado la vision de este 6rgano clave. Tradicionalmente,
la pituitaria ha sido vista como una coleccion de células organizadas al azar que
responden a los estimulos hipotaldmicos secretando su contenido. Sin embargo,
estudios recientes han establecido que las células pituitarias estdn organizadas en
redes a gran escala estrechamente conectadas que se comunican entre si de manera
tanto homo como heterotipica, lo que permite que la glandula se adapte rapidamente
a las demandas fisiologicas cambiantes. Estas redes decodifican e integran
funcionalmente los estimulos hipotalamicos y sistémicos y sirven para optimizar la
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salida pituitaria en la generacion de pulsos hormonales fisiologicamente
significativos. El desarrollo de métodos de iméagenes en 3D y modelos transgénicos
nos ha permitido ampliar la investigacion de las redes hipofisarias funcionales en
varias clases de vertebrados (Santiago-Andres et al., 2021)

En todos los vertebrados, el principal impulsor de la secrecion pituitaria es la entrada
hipotaldmica. Factores liberados por la neurona hipotalamica terminales en el sistema
del portal pituitario se unen a su cognado receptores en las células hipofisarias diana
y provocan una cascada de sefalizacion que induce la liberacion (o inhibicion) de la
secrecion hormonal de la pituitaria. En el sistema vascular de manera pulsatil, cuyo
patron es critico en la regulacion de la actividad del 6rganos diana ( Le Tissier, 2016).

Ultimamente, con auxilio de imagenes de alta resolucion en combinacion con
registros de actividad celular a gran escala se reveld la disposicion de la red
homotipica y heterotipica de las células pituitarias de los mamiferos, es decir,
conectividad intercelular entre el mismo tipo de célula secretora o entre diferentes
células tipos, respectivamente. Investigacion en este campo ha sefialado la relevancia
de la organizacion de la red en la coordinacion de secrecion sincronizada y ritmica
de hormonas ( Mollard, et al., 2012; Le Tissier et al., 2012).

Un proceso donde la regulacion hipotalamica de la hipéfisis no tiene en cuenta el
cambio en la liberacion de hormonas que ofrece gonadotrofos y secrecion de LH a lo
largo del ciclo estral. LH y la secrecion de FSH son necesarias para la maduracién
del foliculo y ovulacion en las hembras, pero se secretan diferencialmente a través
del ciclo reproductivo. Por ejemplo, en proestro el patrén de la secrecion del pulso
de LH se convierte en un mecanismo de aumento que ha sido visto en gran medida
como consecuencia del aumento de GnRH, el principal factor estimulante de las
gonadotropas en el hipotalamo. Sin embargo, el estimulo de GnRH per se no es el
fenomeno causal que no puede aumentar la capacidad de respuesta y la secrecion por
gonadotrofos (Herbison et al., 2008; Edwards, 2017).

A partir de experimentos ex vivo, donde las interacciones de los tejidos son
preservadas, la red de gonadotropas revela dindmica y adaptacion pléstica en el
proestro a través de un aumento en la célula (probablemente involucrando
proliferacion celular y transdiferenciacion). Los gonadotrofos también aumentan la
relacion célula-célula. contactos (que involucran la motilidad celular), y el aumento
de protuberancias hacia otros gonadotrofos y al sistema vascular (Edwards, 2017;
Alim, et al., 2012). En conjunto, estas modificaciones celulares y cambios en la
capacidad de respuesta a la GnRH durante el estro ciclo, dan cuenta de la regulacion
en el ritmo y el modo de secrecion de LH en diferentes fases del ciclo reproductivo
(Herbison et al., 2008;

Ademas, la cantidad de secrecion de gonadotropina es influenciado por el equilibrio
de las hormonas en el eje reproductivo e incluye una reconfiguracion en la
conectividad de la red y este cambio estd asociado, pero no es una consecuencia de
la GnRH estimulo (Edwards, 2017, Alim, et al., 2012). Esta conectividad se
construye principalmente a través del contacto soma-soma y extensiones
citoplasmaticas en las que comunicacion intercelular mediada por uniones gap o
citosodlica la conexion estd involucrada. Sin embargo, si la red de gonadotropas es
cableadas solo por contacto célula-célula, uno podria esperar que las células en
estrecha proximidad entre si, deben presentar un patron similar de responder y formar
grupos donde los grados de sincronizacion puede ser el mas alto (Hodson et al., 2012,
Gongrich et al., 2016).
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En caso de machos, la espermatogénesis es un evento bioquimico complejo que
involucra la participacion del hipotalamo y la gldndula pituitaria a través de la
secrecion de la hormona hipotdlamo GnRH y dos hormonas hipofisarias FSH y LH.
Por lo tanto, el eje hipotalamo-pituitario-testicular es un eje regulador crucial para la
funcion testicular. Estudios recientes han demostrado que, en el microambiente del
epitelio seminifero, en el que cada célula de Sertoli sustenta ~30-50 células
germinales en diferentes etapas de su desarrollo, los factores autocrinos y paracrinos
producidos localmente también estdn involucrados en la espermatogénesis, en
particular a nivel de uniones celulares. Estas uniones celulares en la interfaz Sertoli-
Sertoli y Sertoli-célula germinal son cruciales para coordinar diferentes eventos de
espermatogénesis mediante el envio de sefiales de ida y vuelta entre Sertoli y las
células germinales. para regular con precision la renovaciéon de las células
espermatogoniales por mitosis, la progresion del ciclo celular, la meiosis, la
espermiogénesis, el movimiento de las células germinales a través del epitelio, la
espermiacion y la apoptosis de las células germinales (Cheng et al., 2009).

El tabulo seminifero es la unidad funcional del testiculo que produce
espermatozoides (haploides, 1n) a partir de espermatogonias (diploides, 2n) durante
la espermatogénesis. La espermatogénesis tiene lugar en el epitelio seminifero del
tubulo seminifero, que se compone de cuatro fases distintivas: mitosis, meiosis,
espermiogénesis y espermiacion que ocurren durante las 14 etapas del ciclo epitelial
seminifero de espermatogénesis en ratas, 12 etapas en ratones y 6 etapas en los
hombres. El epitelio seminifero estd compuesto por células de Sertoli y células
germinales adyacentes a la tiinica propia en contacto fisico con la membrana basal.
La espermatogénesis estéa respaldada por la hormona pituitaria hormona estimulante
del foliculo (FSH) y la hormona sexual masculina testosterona producida por las
células de Leydig en el intersticio con el receptor de FSH y el receptor de androgenos
restringidos a las células de Sertoli en el epitelio seminifero (Kretser et al., 1988;
Walker et al., 2009). En resumen, la cé¢lula de Sertoli en el epitelio seminifero es el
objetivo tanto de la FSH como de la testosterona, lo que ilustra su papel crucial en la
espermatogénesis para apoyar la maduracion de las células germinales (Sharpe et al.,
1994, Walker et al., 2009). Ademads, los estrogenos también juegan un papel
importante en el desarrollo de las células germinales, como la apoptosis (Shaha et al.,
2008).

En caso de la oxitocina se sintetiza en el hipotalamo, concretamente en las neuronas
parvocelulares del nucleo paraventricular (PVN) y en las neuronas magnocelulares
tanto del PVN como del nucleo supradptico (SON). La oxitocina también se produce
en otras areas del cerebro fuera del hipotdlamo, aunque en cantidades mucho mas
pequefias. Hay varias formas en que la OXT producida en el hipotalamo llega a otras
regiones hipotaldmicas, por ejemplo, al nicleo ventromedial (NVM), asi como a
otras areas del cerebro, la médula espinal y la circulacion periférica. Primero, la
liberacion de OXT ocurre localmente, desde las somatodendritas dentro del PVN y
el SON. Ademas, la liberacion de OXT ocurre distalmente, en las terminales
sindpticas que surgen de los axones que se originan en las neuronas del PVN y el
SON (McCormack et al., 2020).

La secrecion y la respuesta de oxitocina estdn relacionadas con la ingesta de
alimentos, un comportamiento que tiene una clara variacion circadiana. Como
resultado, se han estudiado las posibles interacciones entre los ritmos circadianos y/o
ultradianos y la sefializacion de oxitocina (Zhang & Cai, 2011)

Se ha propuesto que la eyaculacion esta bajo el control de las hormonas
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neurohipofisarias, por lo que se cree que la oxitocina es la principal hormona que
facilita la emision de semen y ha sido el centro de interés en la eyaculacion durante
mas de 40 afios. Los niveles de oxitocina en plasma aumentan alrededor del momento
de la eyaculacion en carneros, toros, conejos y hombres. El aumento de oxitocina
durante la eyaculacion puede ser importante para la espermatogénesis, ya que se ha
demostrado que la oxitocina aumenta periféricamente el volumen y la concentracion
de esperma en el eyaculado en varias especies. Ademas, se propone que para el
aumento de los niveles de oxitocina alrededor del momento de la eyaculacion es que
la oxitocina tiene un papel fisioldgico en la modulacion de la actividad contractil en
todo el tracto eyaculatorio masculino, lo que ayuda al transporte de esperma. Se ha
demostrado que la oxitocina, tanto in vivo como in vitro, aumenta la contractilidad
del epididimo, los conductos deferentes y la prostata de humanos, conejos, ratones y
ratas (Gupta et al., 2008)

VI. Hipétesis del trabajo (Es el aporte proyectado de la investigacion en la solucién del
problema)

El periodo de lluvia y de seca como la edad en alpacas modifican el comportamiento
de la citologia productora de hormonas FSH, LH y oxitocina del complejo
hipotalamo - hipofisiario reflejado en variaciones del epitelio del tibulo seminifero

VII. Objetivo general

Determinar la organizacion del complejo hipotalamo-hipofisiario-testicular en
alpacas macho durante épocas de lluvia y seca en edad adulta y juvenil

VIII. Objetivos especificos

Establecer la dindmica neuronal de los nucleos supradptico y paraventricular en la
produccion y almacenamiento de oxitocina

Demostrar las redes de comunicacion celular comprometida con la secrecion
hormonal de FSH, LH y oxitocina

Establecer la organizacion microvascular de los componentes de complejo
hipotalamo-hipofisiario.

IX. Metodologia de investigacion (Describir el(los) método(s) cientifico(s) que se
empleara(n) para alcanzar los objetivos especificos, en forma coherente a la hipotesis
de la investigacion. Sustentar, con base bibliogréafica, la pertinencia del(los) método(s)
en términos de la representatividad de la muestra y de los resultados que se esperan
alcanzar. Incluir los andlisis estadisticos a utilizar)

Lugar:

El presente trabajo de investigacion se llevara a cabo en dos lugares a) en el Centro
experimental La Raya, para la obtencién de las muestras y b) en el laboratorio de
Histologia y Embriologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional del Altiplano — Puno, que se encuentra situado en el distrito,
provincia y departamento de Puno —Per(, a una altitud de 3825 m. s. n. m. En ella se
procesara las muestras de acuerdo a protocolos establecidos

Animales: Para el presente estudio se utilizaran 12 machos de saca clinicamente
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sanos, considerando 6 machos aduttosy 6 alpacas juveniles.
Obtencion de las muestras

Una vez beneficiado los animales, se diseccionard el encéfalo para aislar el
hipotalamo e hipofisis, asi como testiculos y seran procesados bajo los siguientes
protocolos

PROCESAMIENTO EN LA TECNICA HISTOLOGICA EN PARAFINA

Muestras provenientes del hipotalamo, hipéfisis y testiculo seran inmersas en
solucion fijadora tamponada de paraformaldehido 4%; PBS, 0,1 M; pH, 7,2
considerandose una primera etapa como un proceso de prefijacion, luego de ella se
recortard en tamafios menores, adecuados para seguir con la fijacion definitiva por
24h. Seguidamente se procedera con el siguiente protocolo:

» Lavado, en agua continua (24 horas)

* Deshidratacion, en etanol desde 50 a 100% por 1h en cada uno.

+ Diafanizacion, en cloroformo por 1h

* Inclusion, en parafina, con punto de fusion 58°C, tres cambios de 1h.

+ Cortes, utilizando el micrétomo tipo Minot, con 4 micras de espesor.

» Cortes seriados, en muestras seleccionadas a fin de seguir obtener detalles en
estudio, en caso de la microvascularizacion se priorizara el recorrido de arteriolas,
vénulas y su red capilar.

* Baterias de Coloracion:

Hematoxilina de Harris y Eosina (ntcleo y citoplasma),

Van Gieson Orceina (fibras musculares, eldsticas y colagenas)
1. 2x10 min en xileno para desparafinar.

2. 2x10 min en etanol 100°

3.- 10 min en etanol 96°

4. 10 min en etanol 80°

5. 10 min en etanol 50°

6. 5 min en H20 destilada

7. 10 min en hematoxilina férrica de Weigert.
8. 5 min en H20O corriente

9. 1 min en H20 destilada

10. 4 a 5 min con picrofucsina de Van Gieson
11. 2 x 30 s en H20 acidificada

12. 3 x 1 min en etanol 100°

13. 2 x 5 min en xileno

14. Montado con medio de montaje

Reaccion de PAS+ para detectar presencia de glucoproteinas

1.- 2x10 min en xileno para desparafinar

2.- 2x10 min en etanol 100°

3.- 10 min en etanol 96°

4.- 10 min en etanol 80°

5.- 10 min en etanol 50°

6.- 5 min en H20 destilada

7.- Acido peryédico al 0.5 % en H20 destilada durante 5 min
8.- Varios lavados en H20 destilada
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9.- Reactivo de Schiff durante 30 min en oscuridad (
10.- 5 min en H2O corriente

11.- Varios lavados en H20 destilada
12.- 5 min en hematoxilina de Mayer
13.- 15 min en H2O corriente

14.- 20 s en H20 destilada

15.- 5 min en etanol 80°

16.- 5 min en etanol 96°

17.- 2x10 min en etanol 100°

18.- 2x10 min en xileno

19.- Montado con medio de montaje

Impregnacion argéntica para identificar redes neuronales y microfibrillas

1.-Desparafinar e hidratar hasta agua destilada
2.-Acido fosfomolibdico al 10% durante 10 minutos
3.-Enjuagar con agua destilada

4.-Nitrato de uranilo durante 30 segundos
5.-Enjuagar con agua destilada

6.-Solucion de plata amoniacal de Wilder (filtrar y tapar) durante 5 minutos
7.-Lavar con alcohol 96

8.-Reductor de Wilder durante 1 minuto

9.-Lavar con agua destilada

10.-Virado al oro

11.-Lavado con agua destilada

12.- Hiposulfito de sodio durante 5 minutos
13.-Montaje en medios convencionales

Tincion de Nissl para determinar la organizacion neuronal

1.- 2x10 min en xileno para desparafinar

2.- 2x10 min en etanol 100°

3.- 10 min en etanol 96°

4.- 10 min en etanol 80°

5.- 10 min en etanol 50°

6.- 5 min en H20 destilada

7.- 5-10 min solucién de violeta de cresilo (CAS: 10510-54-0) al 0.1 %.

8.- Lavado rapido en H20 destilada.

9.- Diferenciar en etanol de 96° durante varios minutos y comprobar el proceso
con el microscopio.

10.- 2x10 min en etanol 100°

11.- 2x10 min en xileno

15.- Montado con medio de montaje: Entellan o con Balsamo de Canada.

La lectura de laminas se realizard con ayuda del microscopio NIKON-eclipse 2000
dotado de un software y acoplado a un monitor del cual se podrd adquirir las
imagenes para la documentacion del trabajo.

FIJACION Y PROCESAMIENTO DEL MATERIAL PARA OBSERVACION
AL MICROSCOPIO ELECTRONICO
Para la observacion al microscopio electronico las muestras seran fijadas en
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glutaraldehido 2,5% en tampén fosfato 0,1M, pH 7,2 Los fragmentos seran tavados
en tapon fosfato 0,1M, pH 7,2 y post fijado en tetroxido de osmio 1%, por 1 hora.
Seguidamente lavados en tampon fosfato y deshidratados en concentraciones
crecientes de etanol (de 70 a 100%) terminando en 6xido de propileno.

Durante 12 — 16 horas, los materiales seran puestos sobre agitacion en una mezcla
1:1 de oxido de propileno y resina Spurr. En seguida, esta mezcla sera substituida por
resina pura, donde los materiales permaneceran por mas de 4 a 5 h. Luego de este
periodo, las muestras se colocaran en moldes con resina pura. Una vez incluidos, los
materiales se colocaran a 60°C por 72 h. para la polimerizacion de la resina.

Para la localizacion de areas especificas seran seleccionadas cortes usando un
micrétomo Sorvall, modelo “Porter-Blum” MT-1. Cortes semifinos de 1 micra de
espesura se obtendran y coloreados con una solucion acuosa de borato de sodio 1%
en agua destilada, conteniendo 0,25% de azul, de Toluidina para observacion al
microscopio de luz.

Localizadas las regiones para el estudio ultra-estructural, en el mismo micrétomo se
obtendran cortes ultrafinos, plateados, de 60 nm de espesura.

Estos cortes luego colectados en redes de cobre y contrastados por acetato de uranila
2% en agua destilada, durante 5 min, y por el citrato de plomo 0,5% en agua destilada,
durante 10 min. La observacion ultra-estructural y la documentacion fotografica
fueron realizadas en los microscopios electronicos “Zeiss” EM-9AS2 y ”JEOL” CX-
11-100.

El analisis de las imagenes a obtener reforzard la identificacion de uniones y
comunicaciones intracelulares, organelas relacionadas en la sintesis de actividad
secretora, microcirculacion, organizacion del citoesqueleto del complejo hipotalamo-
hipofisario.
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XlI. Uso de los resultados y contribuciones del proyecto (Sefialar el posible uso de los
resultados y la contribucién de los mismos)

Los resultados esperados podran aportar conceptos de la sincronia celular en la
produccion hormonal en alpacas desde el complejo hipotdlamo-hipofisiario y como
ellas modulan la diferenciacion del epitelio testicular, desde espermatogonias hasta
espermatozoides, ademas contribuira conceptos en la fisiologia reproductiva de los
camélidos sudamericanos y la aplicacion en biotecnologias reproductivas.

XIl. Impactos esperados

i. Impactos en Ciencia y Tecnologia

Conceptos en la fisiologia reproductiva de camélidos sudamericanos
Aplicacion en biotecnologias reproductivas, optimizando uso de
reproductores

ii. Impactos econémicos

En base al conocimiento de la fisiologia reproductiva y su aplicaciéon se
optimizarda animales que sean mas rentables para el productor-poblador
altoandino. Por tanto, ingreso que ayudara en la economia.

iii. Impactos sociales

Al tener mejor manejo de animales, la condicion de persona del productor se
valora, como mejor vida, alimentacion saludable y buena salud que repercute
a toda su familia

iv. Impactos ambientales

‘ El presente estudio no modificara el medio ambiente

XIll. Recursos necesarios (Infraestructura, equipos y principales tecnologias en uso
relacionadas con la teméatica del proyecto, sefiale medios y recursos para realizar el
proyecto)

INFRAESTRUCTURA

Laboratorio de histologia y Embriologia, areas de:
Procesamiento de muestras

Microscopia de campo claro

Microscopia de inmunofluorescencia
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EQUIPOS

Microscépio de campo claro
Microscopio de contraste de fase
Microscopio de fluorescencia
Microscopio Electronico de Transmision
Estufas de calor seco

Micrétomo de rotacion

Bafio de flotacion

Microscopio Electrénico de Transmisién
Ultramicrétomo

REACTIVOS
Paraformaldehido
Glutaraldehido
Alcohol absoluto (etanol) al 100%
Xilol
Cloroformo
Parafina histologica 56°c
Cuchillas descartables histologicas
Pinzas de Leuckart.
Pinzas de diseccion
Baterias de coloracion:
Hematoxilina y Eosina,
Van Giesson Orceina,
Tricromica de Masson,
Gréanulos citoplasmaticos
Histosec
Frascos
Laminas porta y cubreobjetos
Juego de 5 Micropipetas
Reactivos para microscopia electronica
Kit inmunohistoquimica para deteccion hormonal: FSF, LH, Oxitocina
tetroxido de osmio,
low viscosity embedding media (Spurr’s kit);
Inmunoglobulinas: 1gG de cabra biotinilada anti-lgG de conejo, 1gG de cabra
biotinilada anti-1gG de rata, 1gG de cabra biotinilada anti-1gG de raton, 1gG bovina
biotinilada anti-1gG de conejo.
Suero bovino fetal (SBF)
Azul brilhante de Coomassie
Acetato de sodio, nitrato de plomo, nitrato de plata, sulfito de amonio, 4cido
clorhidrico, 4cido férmico, peréxido de hidrogeno, clorito de sddio, extran neutro,
oxido de propileno, tampon fosfato-salina (PBS), glutaraldehido, paraformaldeido,
paraplast, poli-L-lisina, B glicerofosfato de sédio, albumina sérica bovina (BSA),
tampon tris fosfato-salina (TBS), tetréxido de 6smio

XIV. Localizacion del proyecto (indicar donde se llevara a cabo el proyecto)

Se realizard en el Laboratorio de Histologia y Embriologia de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional del Altiplano
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XV. Cronograma de actividades

HEDEED) E[F[mM T/IImSStrJeS JIA[s[O]N
Presentacion y revisién bibliografica del proyecto X
Adquisicion de materiales X X X X
Toma de muestras X X X X X X
Procesamiento de muestras oOptica y electronica X| X X| X| X] X| X| X]| X| X| X
Lectura y analisis X X| X| X X X| X
Presentacion de informes X X X
Preparacion de articulo X X| X
XVI. Presupuesto
Descripcion Unidad de | Costo Unitario | Cantidad Costo total (S/.)

medida (S.)

Glutaraldehido 10 x 10ml 300 5 1,500
Paraformaldehido kg 300 1 300
Parafina kg 100 5 500
Cuchillas Cj. 120 5 600
descarables
Alcohol absoluto Lt 100 5 500
Xilol Lt 120 4 480
Entellan Lt 150 1 150
Cloroformo Lt 130 3 390
Kit Pinzas de Pz 400 2 800
diseccion
Colorantes Gr 250 15 3,750
histoquimicos
Kit micropipetas Und 600 5 3,000
Kit Und 8000 4 32,000
inmunohistoquimica
Kit Spurr’s MET Und 8000 1 8,000
Kit VEGF mL 2000 1 2,000
Poli-L-lisina mL 350 2 700
TOTAL 58,550




