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RESUMEN

La inseminacién artificial en mejora genética equina es una técnica recurrente debido a la
habitual lejania geogréafica entre los parentales seleccionados. La disponibilidad de semen fresco es
fundamental para este fin y por ello se vuelve importante conocer el impacto del tiempo de refrigeracion
sobre la calidad seminal, ya que tiempos prolongados de refrigeracion pueden deteriorar la integridad
funcional de la membrana espermaética y por tanto disminuir la tasa de éxito de prefiez. Los tiempos y
efectos se desconocen en la linea Zangersheide. Por consiguiente, el presente estudio tuvo como objetivo
realizar una evaluacion del efecto de la refrigeracién a diferentes tiempos (0, 24 y 48 horas) sobre la
integridad funcional de la membrana espermatica en semen de padrillos de la linea Zangersheide; a
través de la utilizacion del test hipoosmoético (HOST). Tres padrillos de fertilidad comprobada
pertenecientes al Hospital Veterinario Central del Ejército Peruano fueron utilizados para colectar un
total de quince muestras de semen (cinco muestras por padrillo). Las variables analizadas fueron tiempo
de refrigeracion (variable independiente) y porcentaje de espermatozoides con integridad funcional de
la membrana espermatica (variable dependiente). Los resultados de la presente investigacion
evidenciaron mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov (K-S) que en los tres tiempos evaluados de
cada semental la integridad funcional de membrana sigue una distribucion normal (P > 0.05). El
porcentaje de integridad funcional de membrana espermaética en los tres tiempos fue 70 + 5.64 %, 55.2
+ 555 % y 38.2 + 6.56 %, correspondientes a los tiempos de refrigeracion 0, 24 y 48 horas
respectivamente, existiendo diferencias (p<0.001) entre los 3 grupos (Anova y Post Test Tukey). Como
conclusion, el tiempo de refrigeracion influye significativamente sobre la integridad funcional de la
membrana espermatica, siendo recomendable utilizar el semen para inseminacion como maximo a las

24 horas, con el fin de obtener una mayor probabilidad de prefiez.

Palabras clave: Integridad funcional de la membrana espermatica, Zangersheide, test hipoosmaético,

refrigeracion
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ABSTRACT

Acrtificial insemination in equine breeding is a recurrent technique due to the usual geographical
remoteness of the selected parents. The availability of fresh semen is fundamental for this purpose so it
is important to know the impact of refrigeration time on semen quality, since prolonged refrigeration
time can deteriorate the functional integrity of the sperm membrane and as a result decrease the
pregnancy success rate. However, the effect of time is unknown in the Zangersheide line. Therefore, the
present study aimed to perform an evaluation of the effect of refrigeration at different times (0, 24 and
48 hours) on the functional integrity of the sperm membrane in semen from Zangersheide stallions;
through the use of the hypoosmotic test (HOST). Three stallions of proven fertility belonging to the
Central Veterinary Hospital of the Peruvian Army were used to collect a total of fifteen semen samples
(five samples per stallion). The variables analyzed were refrigeration time (independent variable) and
percentage of spermatozoa with functional integrity of the sperm membrane (dependent variable). The
results of the present investigation showed by means of the Kolmogorov-Smirnov (K-S) test that in the
three evaluated times of each stallion the functional integrity of the membrane follows a normal
distribution (P > 0.05). The percentage of sperm membrane functional integrity in the three times was
70 + 5.64 %, 55.2 £ 5.55 % and 38.2 £ 6.56 %, corresponding to the cooling times 0, 24 and 48 hours
respectively, with differences (p<0.001) between the 3 groups (Anova and Tukey Post Test). As a
conclusion, the refrigeration time significantly influences the functional integrity of the sperm
membrane, being suggested to use the semen for insemination at a maximum of 24 hours, in order to

obtain a higher pregnancy probability.

Keywords: Functional integrity of the sperm membrane, Zangersheide, hypoosmotic test, refrigeration
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INTRODUCCION

Una realidad desafiante para el mejoramiento genético en equinos es que los parentales
seleccionados para el apareamiento estan muchas veces alejados geograficamente entre si. Existen dos
formas de almacenamiento y conservacion del semen: la refrigeracion y la criopreservacion. Estas
pueden ser aplicadas siempre y cuando se evalle de manera independiente la muestra seminal de cada
padrillo, puesto que, segln estudios realizados, sélo entre el 30-40% de los padrillos eyaculan semen

apto para la congelacién (Alvarenga et al., 2003).

Ante la necesidad de disponer de semen lo mas fresco posible para la inseminacion, se vuelve
importante conocer el impacto del tiempo de refrigeracion en la calidad de este. Existen reportes en los
cuales mencionan que tiempos prolongados de refrigeracion pueden deteriorar la integridad funcional
de la membrana espermatica y por tanto disminuir la tasa de éxito de prefiez, ya que una membrana
plasmética bioquimicamente activa es esencial para que se dé el metabolismo del espermatozoide e
indispensable para la fecundacién, aun cuando se cuenta con espermatozoides morfolégicamente
intactos (Giraldo et al., 2006; Rubio et al., 2009), puesto que la membrana espermaética se ve involucrada
en el reconocimiento y transporte de moléculas que permiten la adaptacién del metabolismo espermatico
al medio circulante, brindandole un sistema molecular que le permite reconocer al oocito (Hammerstedt
et al., 1990). Por ello, la evaluacion de la funcionalidad de la membrana espermatica es de suma
importancia. Para determinar dicho parametro se puede utilizar el Test Hipoosmoético (HOST, del inglés
hypo-osmotic swelling test), también conocido como Prueba de hinchazén hipoosmética (Prueba HOS),
considerada como la técnica mas apropiada para este fin (Giraldo et al., 2006; Neild et al, 1999), ademas
de ser un método simple y econdémico (Zeidan et al., 2018) permite determinar el porcentaje de
espermatozoides que se enrollan o rizan como consecuencia del ingreso de agua.

El principio consta en la exposicion de los espermatozoides a un medio hipoosmatico, donde el
agua ingresara al espermatozoide con el fin de intentar obtener el equilibrio osmoético. De esta manera
incrementa el volumen celular, produciendo una reduccion de la longitud inicial del flagelo y las

protuberancias de la membrana plasmética (Drevius & Ericksson, 1966; Bredderman & Foote, 1969).
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La hinchazon se da en respuesta al estrés osmatico, permitiendo medir la integridad funcional de la
membrana plasmatica (Jeyendra et al., 1984). Esta reaccion de las células se produce por las propiedades
celulares intrinsecas que definen la tasa de transporte hidrico hacia y a partir de las células, como la
composicién de fosfolipidos de la membrana, la disposicion de agua y proteinas de los canales de iones
y citoesqueleto (Hoffmann et al., 2009).

Sin embargo, estos tiempos y efectos se desconocen en la linea Zangersheide. Por consiguiente,
el presente trabajo tiene como objetivo evaluar el efecto del tiempo de refrigeracion sobre la integridad

funcional de la membrana espermatica en padrillos de la linea Zangersheide.
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MATERIALES Y METODOS

Animales de estudio

Se emplearon tres padrillos (Equus ferus caballus) de la linea Zangersheide, de fertilidad
comprobada, pertenecientes al Hospital Veterinario Central del Ejército Peruano
(Chorrillos, Lima-Per). Estos fueron previamente seleccionados mediante un examen
clinico androlégico, donde se evalla el descenso de ambos testiculos, los cuales deben
estar libres de lesiones o anormalidades. El rango de edades estuvo comprendido entre
los 10 y 17 afos, y el peso corporal aproximado fue de 500 + 20 Kg. Como criterio de
inclusion se seleccionaron todas las muestras cuya motilidad progresiva sea mayor o igual
a 65%. Contrariamente, como criterio de exclusién, se planeé descartar toda muestra que
no sea del color caracteristico de una muestra seminal, es decir, blanco lechoso y muestras

de bajo volumen (menores a 20 ml).

Colecta y Evaluacion seminal

Se realizaron una serie de colectas cada 24 horas entre las 6:00 y las 7:00 a.m. durante siete
dias, con el fin de eliminar las reservas extragonadales, que constan de espermatozoides
que se encuentran almacenados largos periodos de tiempo en el epididimo, los cuales no
son aptos para ser sometidos a refrigeracion y por ende la fertilizacién (Canisso et al, 2008;
Amann y Pickett, 1987).

La colecta de semen se realiz6 mediante el uso de yeguas en celo y una vagina artificial
tipo Missouri a 42 - 44°C de temperatura (Seminario, 2020; Serres, 2012), a la cual se le
colocd una camisa sanitaria, para evitar la contaminacion entre una muestra y otra, la cual
fue lubricada con gel no espermicida. Las yeguas utilizadas fueron examinadas y
observadas regularmente, seleccionando a toda yegua que tenga una buena condicion
corporal, que muestra signos de celo y/o con foliculo mayor o igual a 35 mm de didmetro,
lo cual fue obtenido mediante ultrasonografia. Asimismo, se prepar6 al padrillo lavandole

la superficie peneana con algoddn humedecido en agua a 37 °C y secado con papel toalla,
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lo cual se realiza para evitar la presencia de cuerpos extrafios en la muestra de semen
colectada (Serres, 2012).

Luego de haber obtenido cada muestra seminal, estas fueron filtradas mediante el uso de
filtros estériles de nylon, con el fin de separar la fraccion gel de la fraccion rica en
espermatozoides (Varner, 2008). Posteriormente, se evaluaron las caracteristicas
macroscépicas y microscopicas. Para la medicion del volumen se utilizaron Beakers
esterilizados, el pH fue evaluado mediante tiras reactivas (Merck®), la movilidad
espermética se evalud mediante el uso de un microscopio con objetivo a 10X, la
concentracion espermatica fue determinada mediante el uso de cAmara de Neubauer, y la

integridad funcional de la membrana espermatica a través del uso de HOST.

Procesamiento y refrigeracion del semen

Luego de haberse diluido cada muestra seminal, estas fueron divididas en tres grupos (0,
24y 48 horas) y colocadas en un Whirl-Pak correctamente sellado. Las muestras del primer
grupo fueron evaluadas inmediatamente después de ser diluidas y centrifugadas a 400 gauss
(9) durante 8 minutos, sin ser sometido a refrigeracién, es decir, semen fresco y diluido, el
segundo grupo fue sometido a refrigeracion a 5°C dentro de un Equitainer (Usuga et al,
2016; Boeta 'y Zarco, 1999) durante 24 horas, y el tercer grupo fue almacenado de la misma

manera que el segundo, pero durante 48 horas.

Andlisis de laboratorio del semen fresco y refrigerado

Para determinar la concentracién espermatica, se realiz6 una dilucién de la muestra de
semen con agua destilada a una relacion 1:20, es decir, 1 gota de semen con 20 gotas de
agua destilada. Posteriormente, se coloco 1 gota de la dilucidn sobre la cdmara de Neubauer
y se llevo a cabo el recuento mediante un microscopio a 400X. Con respecto a la motilidad
espermatica, se evalu6 el semen fresco sin diluir, semen fresco diluido y semen diluido
refrigerado a las 24 y 48 horas, la proporcion eyaculado - dilutor Equiplus® a 37°C

(Alamaary, 2019, Usuga et al, 2016), oscilo entre 1:1 a 1:5, lo cual dependi6 de la
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concentracion de cada muestra, se colocd 20 uL. de semen en una lamina portaobjetos y se
observo a través de un microscopio a 10X.

Para la evaluacion de la integridad funcional de la membrana espermatica, se preparo la
solucion hipoosmética, que contiene 7.35 g de Dihidrato de Citrato de Sodio y 13.51 g de
Fructosa en 1 L de agua destilada.

A cada grupo de andlisis (0, 24 y 48 horas de refrigeracion) de muestras seminales
previamente diluidas, se les extrajo 1 ml, de igual forma se extrajo 9 ml de Phosphate
Buffered Saline (PBS), ambos fueron colocados y homogenizados en un tubo Falcon de 15
ml. Posteriormente, se realiz6 la centrifugacion, con el fin de separar sedimentos sélidos de
liquidos, se retiro el sobrenadante y dentro de un tubo Eppendorf se coloco 50 uL del
sedimento sélido obtenido y 1 ml de HOST, para su posterior incubacién en una estufa a
37-38 °C durante 1 hora (Neild et al., 1999; Nie & Wenzel, 2001). Luego se tomé6 20 uL
de la muestra incubada, colocandose en una lamina portaobjetos, donde se realiz6 un frotis.
Seguidamente se realizd el analisis, mediante un microscopio a 40X, evaludndose 5 campos
diferentes para obtener el porcentaje total de espermatozoides con reaccién positiva, donde
se observa una hinchazén de la parte distal de la cola (Figura 1: A - F) (Neild et al, 1999;
Jeyendran et al, 1984; Bredderman y Foote, 1969), reaccion producida debido a que la
membrana celular en la region de la cola presenta mayor sensibilidad, probablemente a
causa de una menor adhesion con las estructuras internas como las que se encuentran en la
cabeza y/o una mayor cantidad de agua introducida en la cola (Vasquez et al., 2012). Por
el contrario, aquellos espermatozoides que se observan sin ninguna alteracion en la cola
(Figura 1: NS - no specified) son considerados con dafio funcional de la membrana

espermatica (Neild et al., 1999).
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Analisis estadistico

Para conocer el efecto del tiempo de refrigeracion (0, 24 y 48 horas) sobre el porcentaje de
espermatozoides con integridad funcional de membrana se realizé un analisis de varianza
(ANOVA) de una via, con un nivel de significancia del 5%, seguida del test de Tukey, con
un nivel de significancia del 5%. Asimismo, se realizo la prueba de Kolmogorov-Smirnov
(K-S) para determinar si la integridad funcional de membrana sigue la distribucién normal,

con un nivel de significancia del 5%. Estos andlisis fueron ejecutados con ayuda del

Y

A A B B c D e F

programa Prism®version 3.0.

Figura 1. No Specified (NS): Espermatozoide sin hinchazén; A- F: Distintos tipos de
cambios morfoldgicos tipicos de la hinchazén observada en la cola de espermatozoides
equinos, se observa hinchazén en la cola (&rea negra), las primas indican variaciones.

Tomado de Hypoosmotic Test in equine spermatozoa, por Neild et al., (1999).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del presente trabajo muestran por primera vez un efecto del tiempo de
refrigeracion sobre la integridad funcional de membrana de espermatozoides equinos de la linea
Zangersheide durante las primeras 48 horas post refrigeracién. Mediante ANOVA se determind que el
porcentaje de espermatozoides reaccionados en el Test Hipoosmotico presentd una diferencia
significativa (p < 0.0001). En la prueba de comparacion de medias (Test de Tukey) se encontrd, con
respecto a la integridad de membrana espermatica inicial, que a las 24 horas de refrigeracion presento
una disminucion considerable respecto al inicial, (p < 0.001). A las 48 horas de refrigeracion presenta
una disminucion significativa respecto a la inicial (p < 0.001). Lo mismo sucede cuando se realiza una
comparacion entre los resultados obtenidos a las 24 y 48 horas de refrigeracion, donde también existe

una disminucién significativa (p < 0.001).

Al analizar los resultados obtenidos al realizar el HOST a las 0 horas de refrigeracion, estos
dieron un promedio de espermatozoides con reaccion positiva, que se encuentran dentro de lo esperado
segun lo reportado para padrillos aptos para su reproduccién (Cuadro 1). Resultados similares se pueden
encontrar en otros estudios donde realizaron la misma técnica. Pugliesi et al., (2012), realizaron el test
hipoosmotico con semen de tres caballos Mangalarga Marchador, diluidos con dos dilutores diferentes
(Kenney y Foote), obteniendo un porcentaje de reaccion positiva en semen sin refrigerar igual a 57 +
15.7% y 59.2 + 13.3% diluidos con Kenney y Foote, respectivamente. Asimismo, Alamaary et al.,
(2019), obtuvieron un porcentaje de HOST igual a 61.05 £ 0.25% utilizando Equiplus como dilutor en
semen de tres caballos arabes, a diferencia de nuestro estudio, este resultado fue obtenido luego de 90

minutos de refrigeracion, lo cual explica la ligera diferencia que existe entre ambos estudios.

Sin embargo, un estudio realizado por Giraldo et al., (2006), donde al realizar HOST, en semen
de cinco caballos Criollos Colombianos, obtuvieron un porcentaje de reaccion positiva igual a 32.7 £
5.9%, siendo menor a lo obtenido y reportado por el estudio que realizaron Pugliesi et al., (2012), pese
a que se us6 el mismo diluyente Kenney, esto puede deberse a la distancia y por ende el tiempo que

existe entre el lugar de colecta y el laboratorio, lo cual aumenta el tiempo en que el semen est4 expuesto
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a diferentes estimulos ambientales que afectan su viabilidad. Contrariamente, Rubio et al., (2009),
obtuvieron un total de 71.85 + 3.51% de espermatozoides con reaccién positiva, resultado obtenido al
realizar HOST en semen fresco de cuatro toros adultos, pese a ser especies diferentes se tuvo en cuenta
el intervalo de tiempo entre colectas, para evitar el agotamiento en los padrillos y por ende caracteristicas

espermaticas alteradas.

Por otro lado, al realizar el HOST a las 24 horas de refrigeracién (Cuadro 1) se obtuvo un
promedio que se encuentra dentro de los valores de integridad funcional de membrana espermatica util
para la inseminacion artificial. Un estudio realizado por Ali et al., (2018), demostr6 que al utilizar goma
arabiga (GA) al 3% como diluyente en semen de tres caballos arabes, se obtiene un 34.25 + 9.38% de
espermatozoides con reaccién positiva en HOST, mientras que al usar GA al 15 %, se obtuvieron un
porcentaje de HOST igual a 24.7 + 8.0%, lo cual indica que al usar la GA a esa concentracion tiene
efectos perjudiciales en las caracteristicas espermaticas. Asimismo, Giraldo et al., (2006) reporté un
aumento del porcentaje de espermatozoides con reaccion positiva, refrigerados a 5°C durante 24 horas,
con respecto al porcentaje obtenido con semen fresco, dando un total de 34.7 + 7.8%, atribuyen que el
aumento fue por la adicion del dilutor Kenney y el correcto almacenamiento; sin embargo, lo tomaron
como no significativo al realizar la prueba de comparacion de medias de Tukey (p > 0.05). Resultados
similares se obtuvieron en el estudio realizado por Pugliesi et al., (2012) dando un total de 39.9 + 14.0%
de espermatozoides con reaccion positiva, diluidos con Foote, mientras que al ser diluidos con Kenney
se obtuvo un total de 23.6 + 11.3% espermatozoides con reaccion positiva. La diferencia entre los
resultados obtenidos por nuestro estudio en comparacion con Pugliesi et al. podria deberse al intervalo
de tiempo que tuvieron entre colectas, ya que Pugliesi et al., (2012) indican que las colectas fueron
realizadas con intervalos de 1 dia, lo cual segin Parrish (2018) menciona que eyaculaciones
consecutivas disminuyen el nimero de espermatozoides obtenidos por colecta y por ende se veran
afectadas las caracteristicas espermaticas, contrariamente al estudio de Pugliesi et al., (2012), las
colectas que se realizaron en nuestro estudio tuvieron un intervalo de cuatro dias con la finalidad de

evitar alteraciones en las caracteristicas de los espermatozoides obtenidos en cada eyaculado.
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Con respecto al HOST realizado a cada muestra a las 48 horas (Cuadro 1), se obtuvieron
porcentajes no adecuados para usar en una inseminacion artificial con semen refrigerado exitosa, ya que
autores como Giraldo et al., (2006), mencionan que las caracteristicas ideales para que una inseminacién
acabe en gestacion disminuyen a través del efecto de refrigeracion, ya que se da un gran impacto sobre
la funcionalidad del espermatozoide para que sea fecundante, a diferencia de nuestro resultado, en su
estudio obtuvieron 14.36 + 13.5% de espermatozoides reaccionados en HOST, la diferencia podria

deberse al tipo de diluyente usado.

Como se ha podido observar en los diferentes estudios anteriormente mencionados, donde se
utilizaron diferentes razas equinas, tales como Caballo Criollo Colombiano, Mangalarga Marchador y
Arabes, podemos comparar dichos resultados con los obtenidos por nuestro estudio, donde utilizamos a
la linea Zangersheide, con ello se pudo demostrar que existe variabilidad entre razas - lineas al evaluar
la integridad funcional de la membrana espermatica. Como podemos observar en semen fresco se
obtuvieron resultados similares entre la linea Zangersheide, Mangalarga Marchador y Arabes, siendo
nuestra linea de estudio la de mayor porcentaje de reaccion positiva. Por el contrario, al comparar
nuestros resultados con la raza de Caballos Criollos Colombianos, ésta tuvo un porcentaje menor de

espermatozoides con reaccién positiva al realizar HOST.

Los espermatozoides evaluados a las 24 horas de refrigeracion tuvieron una reaccion positiva
superior en la linea Zangersheide en comparacion al resto de razas estudiadas. De la misma manera
sucede al obtener los resultados de la evaluacion a las 48 horas, lo que indica que los espermatozoides

de la linea de nuestro estudio presentan una mayor resistencia y mantienen su funcionalidad.

El semen de la especie equina puede mantener caracteristicas ideales para la inseminacion
artificial, bajo refrigeracion a 5°C de temperatura, siendo posible utilizarlo como maximo a las 24 horas
de refrigeracion (Giraldo et al, 2006), ya que se ha demostrado que a mayor tiempo de refrigeracion
existen mayores alteraciones en la funcionalidad de la membrana del espermatozoide, asi pues podria

darse una inseminacion artificial exitosa que concluya en una gestacion.
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Cuadro 1. Estadistica descriptiva de los resultados de porcentajes de integridad funcional de la
membrana espermatica a las 0, 24 y 48 horas.

0 horas 24 horas 48 horas
Promedio de integridad funcional de la 70¢ 55.2P 38.2¢
membrana espermaética (%)
Desviacién estandar 5.64 5.55 6.56
Minimo (%) 59 45 28
Maximo (%) 77 63 52

Valores obtenidos en base a las quince muestras seminales de tres padrillos evaluadas a las 0, 24 y 48

horas.

ab.c: | etras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.0001).
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CONCLUSIONES
En base a los resultados obtenidos en el presente estudio, se concluye que existe efecto del
tiempo de refrigeracién sobre la integridad funcional de la membrana espermética en muestras seminales
de la linea Zangersheide refrigeradas a 5°C, produciéndose una disminucién gradual de la integridad
funcional de la membrana espermaética durante las primeras 48 horas, es decir, se obtuvieron mayor
porcentaje de membranas espermaticas funcionales a las 0 horas en comparacion a las 24 horas, de la

misma manera sucede si se compara entre las 24 y 48 horas.
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AnNexos:

Anexo 1: Evidencia del envio a revista cientifica
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Buenas tardes, mediante el presente correo envio mi articulo de investigacion como solicitud de publicacion para su revista.

Quede atenta a cualquier disposicion, gracias.
Saludos cordiales,
Adriana Espinoza.
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Anexo 2: instrumentos usados en la investigacion

Material Unidad de medida Cantidad
Camisas sanitarias Unidad 18
Pipeta automatica de 100pL unidad 2
Whirl Pak Unidad 33
Cinta adhesiva unidad 1
Gel lubricante no espermicida Galon 1
Gel ecografico Galén 1
Filtros de nylon Unidad 15
Tubos centrifuga Falcon® 50 ml | Unidad 15
Tubos centrifuga Falcon® 15 ml | unidad 45
Tubos de ensayo Unidad 3
Dilutor “Equiplus” Sobre para 1L 1
HOST en Tubos Eppendorf (Iml) | Unidad 45
PBS solucion Pastilla 1
Laminas portaobjetos Caja x 100 unidades 1
Laminas cubreobjetos Caja. x 100 unidades 1
Laminas cubre cdmara Caja. x 100 unidades 1
Biker de 250ml Unidad 3
Agua estéril para inyeccion Litro 1
Tiras de pH Caja. x 100 unidades 1
Tips de 100 pL Paquete x 1000 unidades 1
Pipetas Pasteur de 2ml Paquete x 100 unidades 1
Algodédn Rollo de 500 gr 5
Papel toalla Rollo 5
Guantes de nitrilo Caja. x 100 unidades 3
Guantes de palpacién Caja. x 100 unidades 1
Vagina artificial modelo Missouri | Unidad 1
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Equipos

1 Bafio termostatico Memmert

1 Estufa Memmert

1 Microscopio binocular 3S cientific USA — YJ-2016 TLCD
1 Equitainer

1 Refrigeradora — congelador

1 Platina térmica

1 Camara de Neubauer MARIENFELD GERMANY
1 Centrifuga 3S cientific USA

1 Ecdgrafo SonoScape S6v

1 Hervidor Thomas

1 Laptop HP 1000 Notebook PC

1 impresora HP DeskJet 5820

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




