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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizd6 en el Proyecto de
Investigacion: “Uso de biotecnologia para el mejoramiento genético y
desarrollo de capacidades en el manejo de alpacas (Vicugna pacos) en la
zona alto andina de Tacna”, en la Universidad Nacional Jorge Basadre
Grohmann, ubicado en la sede los Pichones Sur. El objetivo del presente
trabajo fue evaluar el comportamiento del semen a la dilucion con enzimas
naturales (bromelina y papaina) y enzimas artificiales (tripsina vy
hialuronidasa) en alpaca de la raza Huacaya aclimatados a la zona Costa
de Tacna. Se colectaron muestras de semen de 4 alpacas macho de los
cuales se obtuvieron 40 eyaculados; los parametros espermaticos
evaluados en fresco fueron filancia, motilidad total y viabilidad espermatica;
posteriormente fueron divididas en cuatro fracciones, cada fraccién diluida
con T1 (bromelina), T2 (papaina), T3 (tripsina) y T4 (hialuronidasa), estas
se mantuvieron en bafio maria por un periodo de 1 minuto para el T1,
5 minutos para el T3y T4 y 15 minutos para el T2, finalizado estos tiempos
se evaluo el efecto enzimatico en la filancia, motilidad total y viabilidad
espermatica. Los resultados obtenidos en la evaluacion en fresco en
filancia fue de 1,94+0,32 cm; con el T1 fue de 0,04+0,03 cm, con el T2 fue

de 0,24%+0,19 cm, con el T3 fue de 0,37£0,18 cm y en el T4 fue de



0,64+0,20 cm (p<0,05); el resultado obtenido en la evaluacion en fresco en
motilidad total fue de 38+7.26 %; con el T1 fue de 35,25+5,68 %, con el T2
fue de 29,2318,85 %, con el T3 fue de 24,60+11,25 % y en el T4 fue de
25,38+7,85 % (p<0,05); a la evaluacion de la viabilidad espermatica en
fresco fue de 49,15+2,97 %; con el T1 fue de 48,98+2,39 %, con el T2 fue
de 49,15+4,60 %, con el T3 fue de 47,38+4,62 % y con el T4 fue de
47,38%3,99 % (p>0,05). En conclusion, se encontro que las caracteristicas
espermaticas evaluadas post-tratamiento enzimatico fueron afectadas por
el proceso enzimatico; habiéndose hallado diferencias significativas entre
los tratamientos con respecto a filancia y motilidad espermatica, mas no asi
en viabilidad espermatica. Obteniendo como mejores resultados las
enzimas naturales (bromelina) para filancia y motilidad y en cuanto a

viabilidad no se observd ningun efecto sobre los 4 tratamientos.

Palabras Clave: Bromelina, Enzima, Filancia, Hialuronidasa, Motilidad,

Papaina, Semen, Tripsina, Viabilidad.
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ABSTRACT

This research work was carried out in the Research Project: "Use of
biotechnology for genetic improvement and capacity development in the
management of alpacas (Vicugna pacos) in the high Andean area of
Tacna", at the National University Jorge Basadre Grohmann, located at the
headquarters of Los Pichones Sur. The objective of this work was to
evaluate the behavior of semen at dilution with natural enzymes (bromelain
and papain) and artificial enzymes (trypsin and hyaluronidase) in alpaca of
the Huacaya race acclimatized to the Costa de Tacnha area. Semen samples
were collected from 4 male alpacas, of which 40 ejaculates were obtained;
the sperm parameters evaluated in fresh were filament, total motility and
sperm viability; subsequently they were divided into four fractions, each
fraction diluted with T1 (bromelain), T2 (papain), T3 (trypsin) and T4
(hyaluronidase), these were kept in a water bath for a period of 1 minute
for T1, 5 minutes for T3 and T4 and 15 minutes for T2, at the end of these
times the enzymatic effect on the filament, total motility and sperm viability
was evaluated. The results obtained in the evaluation in fresh filament was
194 £ 0,32 cm; with T1 it was 0,04 £ 0,03 cm, with T2 it was
0,24 = 0,19 cm, with the T3 it was 0,37+0,18 cm and in T4 it was

0,64 £ 0,20 cm (p <0,05); the result obtained in the evaluation in fresh in



total motility was 38 + 7,26 %; with T1 it was 35,25 + 5,68 %, with T2 it was
29,23 * 8,85 %, with the T3 it was 24,60 = 11,25 % and in T4 it was
25,38 + 7,85 % (p <0,05); The evaluation of fresh sperm viability was
49,15 + 2,97 %; with T1 it was 48,98 = 2,39 %, with T2 it was
49,15 + 4,60 %, with T3 it was 47,38 + 4,62 % and with the T4 it was
47,38 = 3,99 % (p> 0,05). In conclusion, it was found that the spermatic
characteristics evaluated after enzymatic treatment were affected by the
enzymatic process; having found significant differences between treatments
with respect to sperm filament and motility, but not in sperm viability.
Obtaining as best results the natural enzymes (bromelain) for filancia and

motility and in terms of viability there is no effect on the 4 treatments.

Keywords: Bromelain, Enzyme, Filament, Hyaluronidase, Motility, Papain,

Semen, Trypsin, Viability.
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INTRODUCCION

La criopreservacion de gametos es una técnica reproductiva que se difunde
y se desarrolla ampliamente en todo el mundo, en donde el material
genético se difunde a través del tiempo y espacio mediante su uso en las
técnicas de biotecnologia reproductiva. En donde las dificultades en el
manejo de las muestras seminales, debido a su alta viscosidad, y el escaso
conocimiento sobre dilutores apropiados para el semen de Camélidos
sudamericanos (CSA) se constituye en los principales factores que
imposibilitan el desarrollo de protocolos de biotecnologia (Bravo et al.,

1997).

El semen de las alpacas se caracteriza por presentar la viscosidad que
aporta el plasma seminal; esta caracteristica dificulta el desarrollo de las
técnicas de reproduccion asistida, como es el caso de la inseminacion

artificial (Bravo et al., 2000).

En estudios anteriores se determin6 que la presencia de espermatozoides
inmoviles o con poca movilidad seria una condicion inherente o propia de
esta especie y que, por lo tanto, el porcentaje de movilidad en semen fresco
no seria un parametro indicativo de la calidad del eyaculado. Se puede
promover la movilidad esperméatica progresiva y facilitar las evaluaciones

microscopicas mediante la incubacion enzimatica con: bromelina, papaina,



tripsina y hialuronidasa, los cuales diluyen la filancia del semen, obteniendo
una movilidad progresiva y asi también nos facilita las evaluaciones del

eyaculado (Bravo et al.,2000).

El resultado de esta investigacidn aporta datos para futuras investigaciones
sobre la evaluacion de la fisiologia de semen de alpacas y la degelificacion
de la viscosidad del semen con enzimas naturales como la papaina y la

bromelina.

El objetivo del presente estudio fue determinar el tiempo de dilucidn de la
filancia, y el efecto de la bromelina, papaina, tripsina y hialuronidasa, sobre
la filancia, motilidad, viabilidad del semen en alpacas, de este modo se
podria aplicar las técnicas reproductivas asistidas en el campo de esta
especie, como es el caso de la inseminacion artificial como técnica para
acelerar la difusion del material genético en poblaciones aun mayores de

nuestra region.



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Una de las caracteristicas del semen en alpacas es la viscosidad y filancia
gue aporta el plasma seminal; esta caracteristica dificulta el desarrollo de
las técnicas de reproduccion asistida, como es el caso de la inseminacion
artificial (Bravo et al., 2000). En tal sentido la filancia es un factor que afecta
la dilucion de semen de alpacas, la cual se puede tratar con métodos
enzimaticos naturales y artificiales, que diluyan la filancia del semen;
logrando asi una mayor facilidad en la manipulacién del semen, donde en

las evaluaciones del eyaculado se observa una movilidad progresiva.

El desarrollo de la inseminacion artificial (IA) seria muy valiosa en alpacas
y llamas para contribuir en el avance genético para mejorar los rebafios
(Novoa y Leyva, 1996); sin embargo, esta pobremente desarrollada debido
a la dificultad para colectar semen de buena calidad y, por otro lado, la alta
filancia propia del semen (Morton et al., 2006). El primer paso en el manejo
del semen es la dilucion de la filancia, permitiendo asi simplificar la
manipulacion y permitir la dilucién, extensién y congelacion del semen,
logrando asi establecer una técnica reproductiva como lo es la

Inseminacion artificial con semen congelado, la cual difunde material



genético en una mayor poblacion; aumentando las tasas de prefiez (Zirena

N., 2014).

Existen diversos métodos para el manejo de la filancia del semen de alpaca,;
uno es a través del manejo fisico de las muestras: pipeteo continuo de las
muestras de incubacién en bafio maria. Siendo estos los mas accesibles al
operario y en donde la integridad de la membrana del espermatozoide es
menos alterada. Existen otros métodos enzimaticos donde el semen es
sometido al proceso de degradacion de su filancia, mediante la dilucién con
enzimas como: bromelina, papaina, tripsina y hialuronidasa, tripsina (Bravo

et al., 2000).

La investigacion pretendié generar procedimientos enzimaticos naturales
(bromelina y papaina) y artificiales (tripsina y hialuronidasa), que rompan la
filancia espermatica, para obtener la dilucion de semen para la

reproduccion en alpacas.

1.1 Justificacion

El trabajo de investigacion tiene como finalidad identificar factores que
intervienen en la eficiencia reproductiva de la alpaca; por lo cual esta
investigacion se enfocé en la evaluacién de la calidad del semen de machos

reproductores.



En el aspecto fisiologico, el semen de los Camélidos sudamericanos
presentan caracteristicas limitantes particulares propia de la especie, tales
como baja concentracion de espermatozoides, alto porcentaje de
espermatozoides anormales y un plasma seminal con alta filancia que es
la capacidad de formacion de hilo y es, por lo tanto, una caracteristica
reoldgica diferente a la viscosidad, siendo independiente una de la otra la
gue dificulta el desplazamiento normal de los espermatozoides (Banda et
al., 2010; Casaretto et al., 2012). Estas limitaciones dificultan la
implementacion de biotecnologias reproductivas tan basicas como la

inseminacion artificial con semen congelado.

El estudio tiene como objetivo evaluar el efecto de las enzimas artificiales
y naturales en la dilucion de semen fresco, para romper la filancia,
preservando la motilidad y viabilidad espermatica. Ademas, el estudio
brindé nuevos conocimientos sobre el comportamiento de las enzimas
naturales y artificiales sobre la viscosidad e integridad espermatica en
semen de alpaca. Dicho efecto enzimatico permite el facil manejo del
semen en relacion con el manejo de dilutores, lograndose asi desarrollar
técnicas de reproduccion asistida como la fecundacion in-vitro e
inseminacion intra-citoplasmatica (ICSl), los cuales permitieron conocer el

comportamiento del semen en estas tecnologias (Bravo et al., 2000).



Desde el punto de vista metodologico se desarrollé las técnicas
convencionales en la colecta de semen (con vagina artificial y/o maniqui,
siendo una de las técnicas de facil manejo), dentro de la evaluacién de los
parametros seminales se establecié protocolos para la dilucion de la filancia
mediante tratamientos enzimaticos.

Este proyecto pretendié establecer el adecuado tratamiento enzimatico
para la dilucion de la filancia del semen de alpaca; y asi de esta manera
aplicar estas biotecnologias en comunidades alto andinas alpaqueras;
mediante la difusion de mejores sementales a productores alpaqueros que
podran disminuir los costos de produccion y acelerar la difusion del material

genético en poblaciones aun mayores de nuestra region.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo General

Comparar el efecto de las enzimas naturales (bromelina y papaina) y
enzimas artificiales (tripsina y hialuronidasa), en la dilucion de semen fresco
de alpaca (Vicugna pacos) de la raza Huacaya aclimatadas a la zona Costa

de Tacna.



1.2.2 Objetivos Especificos

Comparar la filancia en la dilucion de semen fresco utilizando las
enzimas naturales (bromelina y papaina) y enzimas artificiales (tripsina
y hialuronidasa) en alpaca (Vicugna pacos) de la raza Huacaya

aclimatados a la zona Costa de Tacna.

Comparar la motilidad en la dilucion de semen fresco utilizando las
enzimas naturales (bromelina y papaina) y enzimas artificiales (tripsina
y hialuronidasa), en alpaca (Vicugna pacos) de la raza Huacaya

aclimatados a la zona Costa de Tacna.

Comparar la viabilidad en la dilucion de semen fresco utilizando las
enzimas naturales (bromelina y papaina) y enzimas artificiales (tripsina
y hialuronidasa), en alpaca (Vicugna pacos) de la raza Huacaya

aclimatados a la zona Costa de Tacna.

1.3 Hipodtesis

1.3.1 Hipotesis de investigacion

El comportamiento de la filancia, motilidad y viabilidad del semen en la
diluciéon con enzimas naturales y artificiales resultan ser mejores en

comparacion al semen fresco.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

2.1.1 Nacional

Un estudio en Cusco determiné el efecto de las enzimas sobre la filancia
del semen en alpacas, en donde el efecto de cuatro enzimas: colagenasa,
fibrinolisina, hialurodinasa y tripsina fueron registradas en la evaluacion de
la viscosidad, motilidad, porcentaje de espermatozoides vivos e integridad
de acrosoma del semen de alpaca. Las muestras de semen fueron
recolectadas usando una vagina artificial para cada una de las alpacas. Una
solucion al 25 % de la enzima a una concentracion de 1 mg/ml fue agregado
a la eyaculacion. El andlisis de varianza se utilizo para determinar las
diferencias en la eliminacion de la viscosidad y las alteraciones en
motilidad, porcentaje de espermatozoides vivos y la integridad acrosomal a
0 (tiempo de recoleccion del semen), 2 y 5 min. En el semen de alpacas,
colagenasa elimind la viscosidad en 100 y 99 % de las muestras,
respectivamente, la fibrinolisina en 89 y 59 %; hialurodinasa en 88 y 36 %;

y tripsina en 55 y 68 % de las muestras (p <0,05). En el semen de alpacas,



las enzimas utilizadas no tuvieron ningun efecto sobre la motilidad del
esperma. El porcentaje de espermatozoides vivos disminuyd de forma
variable después del tratamiento con fibrinolisina, hialurodinasa y tripsina.
No hubo una diferencia significativa en la integridad del acrosoma. En
general, la colagenasa tuvo poca o ninguna influencia en la disminucion de
la motilidad, el porcentaje de espermatozoides vivos y la integridad del
acrosoma, mientras que fue eficaz para eliminar la viscosidad del semen

(Bravo et al., 2000).

Otro estudio en Cusco determiné el Efecto de dos tiempos de incubacion
en papaina en los parametros cinéticos de los espermatozoides de llama
(lama glama), el objetivo del trabajo fue determinar el efecto de dos tiempos
de incubacion en papaina (15 y 60 minutos) en los parametros de movilidad
de los espermatozoides de llama. Se utilizé 9 eyaculados de 3 llamas,
colectados por electro eyaculacion en 3 oportunidades, con intervalos de 1
semana entre cada colecta. A las muestras de semen, se afiadié papaina
(0,1 mg/ml de Tris) en una proporcion de 1:1, manteniéndose 15 y 60
minutos a una temperatura de 37 °C, luego se agrega 20 uL del inhibidor
de papaina por mL de semen diluido durante 5 minutos a la misma
temperatura. Los pardmetros cinéticos de los espermatozoides de llama
fueron evaluados con un sistema CASA (ISAS), se determiné la velocidad

curvilinea (VCL), velocidad rectilinea (VSL), la velocidad promedio (VAP),



indice de linealidad (LIN), indice de rectitud (STR), indice de oscilacién
(WOB), movimiento lateral de la cabeza (ALH), y frecuencia de batida de la
cola (BCF). Se hallé que los parametros cinéticos de los espermatozoides
de llama son superiores (p<0,05) al ser tratados 60 minutos en relacion a
15 minutos de incubacion en papaina. El volumen del semen colectado fue
45 + 0,77 mL; la filancia fue 4,83 + 1,2 cm; con una motilidad de 27,8 +
7,21 %, y una concentracién de 66,98 * 46,85 (x 10° spz/mL) en semen
fresco. La motilidad fue de 37,25 % en el tiempo de incubacién de 15
minutos y de 68,98% en 60 minutos con papaina, siendo este ultimo
estadisticamente superior (p<0,05), en conclusion, se recomienda utilizar
la enzima papaina con un periodo de incubacién de 60 minutos, en donde

reporta mejores resultados (Cucho et al., 2018).

2.1.2 Internacional

Un estudio en ltalia determino el Efecto de los tratamientos de a-Amilasa,
Papaina y Spermfluid sobre la viscosidad y los parametros del semen de
los eyaculados de camello dromedario; en la cual llevaron a cabo la
siguiente metodologia de trabajo, se utilizaron eyaculaciones de cinco
camellos dromedarios clinicamente sanos (Camelus dromedarius) para
evaluar los efectos de diferentes tratamientos enzimaticos (amilasa,

papaina, Spermfluid) en licuefaccién y parametros seminales. Después de
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la coleccidn, los eyaculados se dividieron en 5 partes alicuotas: (1) sin diluir
(control); o diluido 1: 1 con: (2) Tris-Citrato-fructosa (TCF), (3) TCF que
contiene amilasa, (4) TCF que contiene papaina o (5) Spermfluid que
contiene Bromelina. A los 120 minutos después de la dilucién, se evalu6
cada alicuota, a intervalos de 20 minutos, para determinar la viscosidad, la
motilidad, viabilidad y la aglutinacion. Solo las alicuotas diluidas con TCF

gue contenian papaina se sometieron a licuefaccion completa.

La motilidad del esperma disminuy0 significativamente durante los tiempos
de observacion, excepto por las muestras diluidas con Spermfluid (P =
0,005). Las muestras diluidas mostraron diferentes niveles de aglutinacion,
siendo el mas bajo observado en el control y el mas alto en las muestras
tratadas con papaina. Donde concluye que la viscosidad de los camellos
dromedarios podria reducirse efectivamente usando la enzima proteolitica
papaina. La motilidad con el grupo control a las 0 horas:3,2, 20 min:2,3, 40
min:1,6, 60 min:1,1, 90 min:0,6, 120 min:0,1. la motilidad con el tratamiento
tris citrato fructosa a las 0 horas:3,2, 20 min:3,3, 40 min:2,8, 60 min:2,5, 90
min:1,9, 120 min:1,6. La motilidad con el tratamiento TCF+Amilasa a las O
horas:3,0, 20 min:3,3, 40 min:2,7, 60 min:2,4, 90 min:2,2, 120 min:1,4. En
el tratamiento con TCF + Papaina a las 0 horas:3,3, 20 min:3,5, 40 min:2,7,

60 min:2,5, 90 min:1,9, 120 min:1,9. En el tratamiento con Spermfluid a las
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0 horas:3, 20 min:2,9, 40 min:3,3, 60 min:3,4, 90 min:3,1, 120 min:2,7

(Monaco et al., 2016).

En Australia se realizé un estudio en el efecto del plasma seminal sobre el
efecto de las enzimas y proteasas de glicosaminoglicanos en la viscosidad
del plasma seminal de alpaca y la funcibn espermatica. Este estudio
investigo el efecto de las enzimas GAG hialuronidasa, condroitinasa ABC y
gueratanasa Yy las proteasas papaina y proteinasa K sobre la viscosidad
plasmatica seminal y la funcion espermatica, para ayudar a identificar la
causa de la viscosidad plasmatica seminal y proponer métodos para la
reduccion de la viscosidad. Este estudio se realizd como dos experimentos,
en el experimento 1 se determind el efecto de la hialuronidasa,
condroitinasa ABC y papaina sobre la viscosidad plasméatica seminal y la
funcién espermatica y en el experimento 2 se determind el efecto de
gueratanasa, proteinasa K y papaina sobre la viscosidad plasmatica
seminal y la funcién espermatica. En el experimento se recolecté semen de
cuatro machos durante el verano usando una vagina artificial colocada en
un maniqui. Dentro de los 5 minutos de la recoleccién, se evaluo el volumen
de semen, viscosidad, motilidad y concentracion de espermatozoides.
Después de la recoleccién se diluyé 1 ml de semen con una concentracion
de 1:1 con tris-citrato-fructosa (Evans y Maxwell, 1987). El diluido se dividio

en cinco grupos de tratamientos; (1) Control: 380 L de semen diluido mas
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20 pL de 0,01 % de BSA, (2) Hialuronidasa: 380 pL de semen diluido méas
20 pL de hialuronidasa, (3) Condroitinasa ABC: 380 pyL de semen diluido
mas 20 pL, (4) Hialuronidasa y condroitinasa ABC y (5) Papaina: 380 uL de
semen diluido mas 20 pL. Las muestras fueron incubadas para 2 horas a
37 °C en un bafio maria. Se evaluaron la movilidad, la viabilidad y la
integridad del acrosoma, después de la dilucién (tiempo 0) y a los 30, 60 y
120 minutos después del tratamiento enzimatico. La integridad del ADN de
los espermatozoides se evalud alos 0 y 60 minutos después del tratamiento
enzimatico. En el presente estudio después de 2 h de incubacion, la
hialuronidasa, condroitinasa ABC y hialuronidasa mas condroitinasa ABC
redujo la viscosidad en un 62 %, 65 % y 71 % respectivamente en
comparacion con el 60 % en las muestras de control y la queratanasa redujo
la viscosidad en un 48 % en comparacion con el 46 % en las muestras de
control. La papainay la proteinasa K eliminaron por completo la viscosidad,
dentro de 30 min y 60 min respectivamente indicando que la viscosidad del
semen en las alpacas es causada por proteoglicanos u otras proteinas
plasmaticas seminales como papaina (Kavanagh et al., 2002) y proteinasa

K (Grande-Allen et al., 2004).

La movilidad de los espermatozoides, la integridad del ADN, la integridad
del acrosoma y la viabilidad se evaluaron durante 2 horas de incubacion.

Todas las enzimas redujeron la viscosidad plasméatica seminal en
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comparacién con el control (P <0,001) aunque la papaina fue mas efectiva,
eliminando completamente la viscosidad dentro de los 30 minutos de
tratamiento. La proporcion de espermatozoides intactos viables y
acrosémicos se redujo en todas las muestras tratadas con enzimas excepto

aquellos tratados con papaina (P <0,001) (Kershaw-Young et al., 2013).

2.2 Bases Teodricas

Camélidos sudamericanos

El Peru es el principal productor de camélidos sudamericanos del mundo,
la poblacion de alpacas es de alrededor de 3,7 millones de ejemplares, la
domesticacion de esta especie data de hace mas de 7 mil afios. Puno es la
region con mayor poblacion de alpacas con aproximadamente 1 millén 460
mil, seguido por Cusco con 546 mil y Arequipa con una poblacion de mas
de 468 mil ejemplares. La produccion de alpaca en el Peru representa el
80% de la produccion total a nivel mundial. Ministerio de Agriculturay Riego

- Direccion General de Politicas Agrarias (MINAGRI, 2018).

Caracteristicas del semen

El semen es la suspension celular liquida que contiene los
espermatozoides y las secreciones de los 6rganos accesorios del aparato

reproductor masculino, la porcion liquida de dicha suspensidén se conoce
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como plasma seminal (Hafez y Hafez, 2002). La composicion bioguimica
del plasma seminal de los camélidos ha sido descrita e incluye, entre otras
cosas, cloruros, calcio, proteinas, lipidos y glucosa en concentraciones
similares a los observados en semen de carnero y de toro, pero la
concentracion de fructosa y acido citrico es mucho menor en el plasma
seminal de alpaca y camello, probablemente debido a la ausencia de las
glandulas vesiculares, que son la principal fuente de fructosa y acido citrico
en otras especies (Vaughan et al., 2003). EI semen de camélidos es
altamente viscoso con una baja concentracion de espermatozoides, la
viscosidad del plasma seminal es el mayor impedimento sobre la
investigacion en la criopreservacion de semen y otras tecnologias de

reproduccion asistida (Kershaw - Young y Maxwell, 2012).

Caracteristicas macroscopicas:

Color

El color de los eyaculados varia de blanco lechoso a blanco cristalino,
segun la concentracion de espermatozoides y el grado de contaminacion
con otros fluidos, también el color puede ser modificado por la presencia de
elementos anormales (Sumar y Leyva, 1981). Las tonalidades del color
crema nos indicarian la presencia de concentraciones altas de

espermatozoides en los eyaculados (Paricahua, 2001).
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Volumen

En alpacas, los testiculos promedian de 3 a5 cm de longitud y 15 a 18 g
de peso, lo que equivale a 0,02 a 0,03 por ciento del peso corporal en
comparacién con el 0,18 y 1,4 en los toros y carneros, respectivamente
(Vaughan et al., 2003). En consecuencia, los camélidos producen menos
espermatozoides al dia en comparacion con los carneros y toros (Kershaw
- Young y Maxwell, 2012). En camélidos aproximadamente el 85 por ciento
del eyaculado es plasma seminal y el 15 por ciento restantes, son
espermatozoides (Bravo et al., 1997). El volumen colectado de semen de

alpaca es variable.

pH

En las alpacas, los valores de pH se acercan mucho a la neutralidad, con
cierta tendencia a la alcalinidad ligera y aumenta en el semen contaminado
con orina, sobre todo en la coleccion por electro eyaculacion (Sumar, 2002).
El pH del semen de alpaca estd comprendido entre 7,1 a 8,3 y en llamas

entre 7,2 a 8,6 (Hanzen et al., 2014).

Viscosidad y filancia

La alta viscosidad es comun en semen de los camélidos, esto representa

un desafio mas para desarrollar la inseminacién artificial, esta viscosidad
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natural es el principal obstaculo que impide el desarrollo de la conservacion
y la inseminacion artificial (Morton et al., 2009). También impide la mezcla
homogénea del semen con un dilutor, lo que limita el contacto entre la
membrana del espermatozoide y los compuestos crioprotectores utilizados

en la congelacion (Kershaw-Young y Maxwell, 2012).

La concentracion de glicosaminoglicanos (GAG) en el plasma seminal de
alpaca es 15 veces mayor que en la del carnero y mas del 85 por ciento del
contenido total de GAG en el plasma seminal de alpaca es sulfato de
gueratan, y este se correlaciona con la viscosidad (Kershaw-Young y
Maxwell, 2012). Debido a esta alta viscosidad el movimiento de los

espermatozoides es lento (Sumar y Leyva, 1981).

Se han utilizado varios tipos de enzimas con la finalidad de disminuir y/o
eliminar esta caracteristica. Bravo et al., (1999) demostraron que
soluciones con una concentracion de 1,25 por ciento de tripsina y 5 mg/ml
de colagenasa, facilitan la eliminacion de la viscosidad y mejoran el manejo
del semen de alpaca. Giuliano et al., (2010) reportaron que el tratamiento
de semen con 0,1 por ciento de colagenasa mejora las propiedades
reologicas del semen de llama y facilta la separacion de los
espermatozoides del plasma seminal. Kershaw et al., (2016) indicaron que

el uso de papaina en una concentracion de 1 mg/ml, elimina la viscosidad
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del semen de alpaca, mientras mantiene la motilidad, viabilidad, integridad

acrosomal e integridad de ADN espermatico.

La filancia de semen se define como la capacidad de formacién de hilo, por
lo tanto, es una caracteristica reoldgica diferente a la viscosidad (Giuliano,
2012). En un estudio en semen obtenido por vagina artificial de 22 alpacas
machos, se encontré una filancia de 22,3 — 25,5 mm (Naveros y Contreras,
2014). El tratamiento enzimatico disminuye esta caracteristica, se ha
reportado 37,3 £ 12,4 mm de filancia en semen normal y 5,0 £ 2,0 mm para

semen tratado con colagenasa (Olaguivel y Naveros, 2014).

El plasma seminal de las alpacas esta compuesto por las secreciones de
las glandulas anexas, las que son vertidas hacia la uretra durante la
eyaculacion, generandose asi la mezcla con los espermatozoides (Sumar,
2002). Dichas secreciones contienen diversos componentes bioquimicos
gue regulan diferentes funciones espermaticas (Barrios et al., 2000), y que
por la presencia de mucopolisacaridos confieren la viscosidad al plasma
(Garnica et al., 1993). La disminucion de la viscosidad depende de cada
macho y tiende a disminuir con el aumento de eyaculados en un dia (Tibary

y Vaughan, 2006).
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Caracteristicas microscopicas:

La evaluacion microscopica del semen, tiene por finalidad determinar su
calidad y calcular el nimero de dosis que se pueden obtener de un
eyaculado, garantizando su eficiencia (Bustinza, 2001). La evaluacién del
semen es necesaria para implementar planes de manejo reproductivo y que
los métodos tradicionales de estimacion de la calidad de los eyaculados de
diferentes especies se han basado principalmente en la evaluacion de la
movilidad individual, la morfologia espermatica y el namero total de

espermatozoides (Giuliano, 2012).

Motilidad espermatica

La motilidad de los espermatozoides constituye un elemento importante
para la valoracion de la calidad e indica el grado de energia de éstos, la
evaluacion debe ser inmediata a la coleccion para apreciar la intensidad del
movimiento espermatico (Sumar y Leyva, 1981). La motilidad es quizas el
pardmetro mas cercano para medir la viabilidad de los espermatozoides,
basados en este supuesto, la observacion visual de la motilidad es el criterio
mas comunmente utilizado para estimar la viabilidad espermatica (Aller et

al., 2003).
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Las muestras con motilidad inicial mayor a 60 % logran mejores porcentajes
de motilidad post-descongelamiento, en comparacién con las muestras que

inician con motilidades menores a 60 % (Choez et al., 2013).

En alpacas debido a la alta viscosidad del plasma seminal, no se observa
“‘motilidad masal” (no hay remolinos) y la motilidad progresiva individual es
muy lenta comparado al ovino y vacuno (Sumar, 2002). La motilidad es
mejorada mediante la utilizacion de enzimas, es asi para semen de alpacas
obtenido por vagina artificial, un promedio de 22,38 y 40,60 %, para
eyaculados sin y con tratamiento de colagenasa respectivamente; y la
motilidad post descongelacion tuvo un promedio de 12,50 y 24,57 % para
el grupo sin y con colagenasa, respectivamente (Olaguivel y Naveros,

2014).

Concentracion espermatica

La cantidad de espermatozoides es una caracteristica muy variable, nos
expresa el numero de células espermaticas por ml, por lo que es importante
la determinacion precisa 8 del numero de espermatozoides, la
concentracion se mide usando un hemocitbmetro, un colorimetro o un

espectrofotometro (Hafez y Hafez, 2002).

La concentracion espermatica en alpacas varia de 30 000 a 150 millones

de espermatozoides por ml y varia considerablemente entre machos,
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eyaculados y procedimiento de coleccion de semen (Vaughan et al., 2003).
La concentracion de espermatozoides depende de la secrecién de
testosterona por los testiculos, edad y tamafio del animal e igualmente
puede ser modificado por factores como la alimentacién, salud y tamafio

testicular (Hafez y Hafez, 2002).

Vitalidad espermaética.

Esta evaluacion proporciona un control sobre la evaluacion de la motilidad,
ya que el porcentaje de células muertas no debe exceder el porcentaje de
espermatozoides inmdviles, se basa en el principio de que las membranas
plasmaticas dafiadas, como las que se encuentran en las células no vitales
(muertas), permiten la entrada de colorantes impermeables a la membrana

(WHO, 2010).

Hay varios métodos para determinar la viabilidad espermatica, la mas
usada es la tincion de eosina — nigrosina (Alarcon et al., 2012; Canorio et
al., 2015). La técnica de doble tincion utilizado para evaluar conjuntamente
la integridad acrosomal, que emplea el colorante Azul tripan como indicador
de vitalidad y Giemsa que se adhiere a la matriz acrosomal (Banda et al.,
2010; Choez et al.,, 2013). En la practica se debe considerar a los
espermatozoides vivos pero anormales como muertos, para determinar el

porcentaje de espermatozoides vivos normales (Giuliano, 2012).
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Funcionalidad de membrana espermatica

Los espermatozoides de los camélidos sudamericanos no presentan
movilidad progresiva, por lo que es necesario determinar si en el eyaculado
existe una poblacion de espermatozoides inmoviles con las membranas
funcionales e integras, por esta razén el porcentaje de movilidad
espermatica no seria un estimador de la calidad del eyaculado y la
presencia de espermatozoides inmoviles o con poca movilidad seria una

condicion inherente o propia de estas especies (Giuliano, 2012).

Integridad de acrosoma espermatico

El acrosoma es un organelo membranoso de doble capa ubicada en la
parte apical de la cabeza espermatica, que contiene distintas enzimas
hidroliticas, como la hialuronidasa y la acrosina (Ugarelli et al., 2017). La
determinacién de la integridad acrosomal es uno de los parametros
espermaticos de importancia, debido a su papel en la reaccion acrosomal
gue es un proceso exocitotico, que consiste en la fusion del acrosoma con
la membrana plasmatica, resultando en la exposicion y liberacion del
contenido acrosomal al medio extracelular (Ramalho-Santos et al., 2002).
Por esta razén es muy importante para la fertilizaciéon y el empleo de
técnicas para su valoracién en camélidos seria de utilidad para evaluar los

efectos que puedan tener las diferentes biotecnologias (Giuliano, 2012).
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Colecta de semen

La coleccién de semen en llamas y alpacas ha pasado por varios métodos
conforme han avanzado los afios. Primeramente, se report6 el uso de
condones, luego el electro eyaculacion, la fistula uretral, vagina artificial, y
ahora ultimo la aspiracion de semen del fondo vaginal (Bravo y Alarcon,

2013).

La coleccion de semen en camélidos sudamericanos tiene grandes
inconvenientes, tales como la duracién de la cépula, la posicion de cépula,
el lugar de depdsito del semeny el tipo de eyaculacion, asi como el aspecto
del eyaculado, su extrema viscosidad y lo dificultoso de su manejo hizo que
se investigue una técnica Optima para poder extraer semen y poder

manejarlo sin que éstos pierdan su capacidad fecundante.

Uno de los métodos mas usados para la coleccion de semen es:

Vagina artificial.- Esta técnica fue desarrollada con la utilizacion de un
maniqui en forma de una hembra sentada en posicioén de coépula; la cual
consiste en un tubo rigido de 7 cm de didmetro por 25 de largo con una
funda interna de latex, un cono de latex al que envolvia un alambre en
espiral simulando la cérvix de la alpaca y al final un frasco de coleccién de

semen de ovino o un tubo de centrifuga, el agua a 45° se coloca por una
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valvula-espita; los machos aceptaron el maniqui después de un periodo de

entrenamiento (Bravo et al., 1997).

Métodos para reducir lafilancia

Método enziméatico: Enzimas naturales:

Papaina

Es una proteina de 212 aminoacidos, que se encuentran enrollados en 2
partes separadas por un puente que tiene un lugar activo con un grupo tiol
(SH) libre. Es una enzima de baja especificidad que hidroliza tanto las
proteinas como los péptidos de pequefio tamafio, amidas y ésteres.
Preferentemente actla sobre los aminoéacidos basicos, Leu, Gly, Arg, Lisy
Phe. La papaina que se extrae de la papaya es una enzima proteolitica, es
decir, con capacidad para digerir las proteinas de los alimentos. Similar a
la pepsina, una enzima que esta en nuestro jugo gastrico. Esta enzima se
consigue por la extraccion del latex, que es un liquido blanco obtenido
mediante cortes en los frutos inmaduros a la superficie de la papaya. Luego,
en laboratorio, se separa la enzima y se purifica hasta alcanzar un nivel

Optimo de calidad para la comercializacion y uso.
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Bromelina

La bromelina es un nombre general para una familia de enzimas

proteoliticas sulfhidrilo obtenidas de Ananas comosus, la planta de la pifia.

El componente primario de la bromelina es una fraccion proteolitica de
sulfhidrilo. Bromelina también contiene una peroxidasa, fosfatasa acida,
varios inhibidores de la proteasa y calcio unido organicamente. Cuando la
fraccion proteolitica de la bromelina se purifica y se extrae, el resultado es
una potente enzima proteolitica in vitro; Sin embargo, este componente ha
demostrado ser fisioldgicamente inactivo in vivo para muchas de las
condiciones en gque la bromelina tiene un efecto beneficioso, que gran parte
de la actividad fisiolégica de la bromelina no se tiene en cuenta en su
proteolitica fraccion y es probable que los efectos beneficiosos de la
bromelina se deban a multiples factores, no a un solo factor que puede ser

aislado.

Hasta la fecha, se han detectado ocho componentes basicos

proteoliticamente activos en el tallo.

Los dos componentes principales han sido etiquetados F4 y F5. La
proteinasa considerada como la mayor parte de la fraccién activa ha sido
designada como F9, que comprende aproximadamente el 2 % del total de

proteinas.

25



Se ha demostrado que todo el extracto de bromelina exhibe su actividad

sobre un rango de pH de 4,5 a 9,8 (Gregory, 1996).

Enzimas comerciales:

Hialuronidasa

La hialuronidasa es una familia de enzimas, cuya funcion es, como su
propio nombre indica, degradar el acido hialuronico (AH). Se encuentra en
el acrosoma, y su funcion principal es degradar la corona radiada durante
el proceso de fecundacion. Ademas, se encuentra en algunas bacterias
patdgenas, siendo un factor de virulencia, ya que esta enzima hidroliza
también el acido hialuronico de la matriz extracelular. También esta

presente en el veneno de la mayoria de las serpientes (Freiberg, 1984).

Tripsina

La tripsina es una enzima peptidasa, que rompe los enlaces peptidicos de
las proteinas mediante hidrdlisis para formar péptidos de menor tamafio y
aminoéacidos. La tripsina es producida en el pancreas y secretada en el
duodeno (parte del intestino), donde es esencial para la digestién. El pH
Optimo es 8 y la temperatura 6ptima es 37 °C. Es una enzima especifica ya

gue liga al péptido en las posiciones del carboxilo de residuos Arginina (Arg)
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o Lisina (Lys) en la cadena, ambos aminoacidos con grupos R cargados

positivamente, fragmentando al péptido inicial.

La tripsina es producida por el pancreas en forma de tripsinégeno (enzima
inactiva), y luego es activado en el duodeno por la enteropeptidasa a

tripsina (enzima activa) mediante corte proteolitico (Kiihne, 1877).

2.3 Marco Conceptual

— Alpaca: Especie animal perteneciente al género de cameélidos

sudamericanos (Cunningham Dictionary, 2000).

— Bromelina: La bromelina es un nombre general para una familia de
enzimas proteoliticas sulfhidrilo obtenidas de Ananas comosus, la
planta de la pifia. EI componente primario de la bromelina es una
fraccion proteolitica de sulfhidrilo. También contiene una peroxidasa,
fosfatasa éacida, varios inhibidores de la proteasa y calcio unido

organicamente. (Gregory, 1996).

— Criopreservacion: Es una técnica que tiene como objetivo el
mantenimiento de la viabilidad y funcionabilidad celular a temperaturas

bajas (Cunningham Dictionary, 2000).
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Dilutor: Solucién que tiene como objetivo aumentar el volumen del
eyaculado y proteger a los espermatozoides de dafios térmicos y

oxidativos (Cunningham Dictionary, 2000).

Filancia: Capacidad de formacién de hilo semen (Giuliano,2012).

Papaina: Enzima de baja especificidad que hidroliza tanto las proteinas
como los péptidos de pequefio tamafo, amidas y ésteres (Taboas, S.,

2002).

Reologia: Es la parte de la fisica que estudia la relacion entre el
esfuerzo y la deformacion en los materiales que son capaces de fluir

(Cunningham Dictionary, 2000).

Semen: Secrecion que se vierte durante la eyaculacion, el cual esta
compuesto mayormente por espermatozoides y por sustancias
procedentes de las glandulas accesorias (Cunningham Dictionary,

2000).

Viscosidad: Resistencia que tienen las moléculas que conforman un
liquido para separarse unas de otras, oposicion de un fluido a
deformarse, debida a las fuerzas de adherencia que tienen
unas moléculas de un liquido o fluido con respecto a las

otras moléculas del mismo liquido (Hatschek, 1928).
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CAPITULO IlI

MATERIAL Y METODO

3.1 Material

3.1.1 Ubicacién Geograficay Temporal

El presente estudio se llevd a cabo en el Proyecto de Investigacion: “Uso
de biotecnologia para el mejoramiento genético y desarrollo de
capacidades en el manejo de alpacas (Vicugna pacos) en la zona alto
andina de Tacna”, en la Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann,
ubicado en la sede los Pichones Sur, comprendida entre las coordenadas
UTM 19S 368776,3 Este y 8010052,1 Norte, con una altitud 550 msnm.,
localizado en la provincia de Tacna; con una temperatura que fluctia entre
22 a 30°en época de verano y 10 a 24° de temperatura en época de

invierno.

3.1.2 Poblaciény Muestra

Se trabajé con una poblacién de 17 alpacas machos procedentes de las
zonas alto andinas, adaptadas en la costa, de una edad de 3-5 afios, de los
cuales se seleccionara 4 machos que presente caracteristicas de filancia
espermatica (mayor a 1 cm) en la muestra del eyaculado; de ese grupo se

procedio a colectar semen 2 veces por semana, que posteriormente fueron



sometidos a tratamientos con bromelina y papaina (enzimas naturales) y la

tripsina y hialuronidasa (enzimas artificiales).

Tabla 1. NUmero de muestras de semen para evaluacion.

Tratamiento: Tipo de enzimas

T1 T2 T3 T4

(bromelina) (papaina) (tripsina) (hialuronidasa)

Numero de
animales 4 4 4 4
Numero de
repeticiones/ 10 10 10 10

tratamiento

Total de
40 40 40 40
repeticiones

3.1.3 Materiales

Equipo de laboratorio.

e Microscopio optico.
e Refrigeradora.
e Bafio maria.

e Estufa.
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Material de laboratorio

e Vasos de precipitacién de 50 mL.
e Tubos falcon de 15 mL

e Termémetros

e Hervidora.

e Laminas portaobjetos.

e Laminas cubreobjetos.

e Micro pipetas.

e Tips (puntas descartables).
e Aceite de inmersion.

e Fundas de latex.

e Cintas de latex.

e Vaginas artificiales.

e Lubricante.

e Fundas de tela.

Reactivos

e Eosina (5 %).
¢ Nigrosina (10 %).

e Agua biodestilada.
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e Alcohol 70 %.

Enzimas

Papaina.

Bromelina.

Hialuronidasa.

Tripsina.

3.2 Método

3.2.1 Tipoy Disefio de Investigaciéon

El proyecto de investigacion es experimental transversal, en la cual se
manejan variables de la unidad de estudio y las muestras de estudio fueron

tomadas en distintos momentos durante el desarrollo del estudio.

3.2.2 Diseio Procedimental

Colectay evaluacion del semen fresco

El método de colecta de semen que utilizamos fue el de vagina artificial, se
realizaron 10 colectas de semen por macho durante el desarrollo del
proyecto, cada muestra de semen se evaluo en fresco (filancia, motilidad y

viabilidad).
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Evaluacién de la filancia del semen

Una vez colectada el semen se coloca en bafio maria, en donde se observo

y se evalug la filancia espermatica:

Se determiné con la ayuda de una pipeta para poder realizar la expansién

del semen y evaluar con un centimetro.

Evaluacion de la motilidad del semen

Motilidad espermatica: Total

La evaluacion de la motilidad total se realiz6 siguiendo los siguientes pasos:

Se colocd un volumen de 10 pl de semen sobre un portaobjetos nuevo y

precalentado, que luego se cubrié con una laminilla cubreobjetos.

La muestra se observd con microscopia optico a 40X, se determiné el
porcentaje de células espermaticas en movimiento, en diversos campos

microscopicos.
Los resultados se expresaron en porcentaje, segun la siguiente formula:

Motilidad _ Numero de espermatozoides motiles. 100

Total. ~ Numero Total de espermatozoides observados.
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Tabla 2. Valoracion de la motilidad total para semen.

% Células moviles Valor descriptivo
80-100 % Muy buena cantidad de células moviles
60-79 % Buena cantidad de células moviles
40-59 % Regular cantidad de células moviles
Menos de 40 % Mala cantidad de células moviles

Fuente: OMS. 2010 citado por Gimeno Mique, Isabel M., (2014)

Evaluacion de la viabilidad espermatica.

Tincidn eosina nigrosina

Se mantuvo en una lamina portaobjeto una gota de eosina nigrosina.

Se extrajo con una pipeta 10 ul de semen y se le agreg6é a la lamina

portaobjetos.

Luego se realizo un frotis con otro portaobjeto y se procedié a secar.

Una vez seco la muestra de tincion se procedio a realizar la prueba de

viabilidad.

Se evaluo la lamina en un microscopio compuesto de contraste de fase a

100 x con aceite de inmersion.
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Se determin6 el numero de espermatozoides vivos y muertos, Se consideré
espermatozoides vivos a aquellos que no presentan coloracion y

espermatozoides muertos a los que son tefiidos con el colorante.

Se realizé un conteo de 200 espermatozoides, en donde se identificaron

vivos, muertos, normales y anormales. Para viabilidad:

% Numero de espermatozoides sin coloracion. 100
X

vivos Nuamero Total de espermatozoides observados.

Posteriormente a la obtencion de muestras fueron alicuotados en 4
fracciones, con los respectivos tratamientos. Transcurrido el tiempo para
cada tratamiento enzimatico, se llevaron a evaluacién las muestras de

semen en donde se observo la filancia, motilidad y viabilidad.

Preparacion de enzimas

Figura 1. Flujograma para la extracciéon de la enzima bromelina.

DE LA ENZIMA

A9 4
LAVAR
U
CORTAR
U
EXTRAER
U
CENTRIFUGAR

A9 4
ALMACENAR

[ EXTRACCION ]

Fuente: Villavicencio M., (2011)
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— Lavar: Se lavo la fruta (pifia) a utilizarse de una manera exhaustiva,

hasta que quede libre de cualquier impureza fisica.

— Cortar: Se realizd el corte longitudinal de cuatro a seis incisiones

longitudinales con un cuchillo de acero inoxidable.

— Extraer: Se extrajo el latex del corte anterior y se lo recogié en un vaso

precipitado.

— Centrifugar: Se centrifugd a 4 500 revoluciones durante 10 minutos.

— Almacenar: Se almacend el recipiente en el congelador a -20 °C, para

una mejor conservacion de la enzima.

Figura 2. Flujograma para la extracciéon de la enzima papaina.

EXTRACCION DE
LA ENZIMA

LAVAR

CORTAR

EXTRAER

PESAR

CENTRIFUGAR

[ ALMACENAR

Fuente: Villavicencio M., (2011)
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Lavar: Se lavo la fruta (papaya) a utilizarse de una manera exhaustiva,

hasta que quede libre de cualquier impureza fisica.

Cortar: Se realiz6 el corte longitudinal de cuatro a seis incisiones

longitudinales con un cuchillo de acero inoxidable.

Extraer: Se extrajo el latex del corte anterior y se lo recogié en un vaso

precipitado.

Pesar: El latex colocado en el vaso precipitado fue pesado en una

balanza analitica.

Centrifugar: Se centrifugd a 4 500 revoluciones durante 10 minutos.

Almacenar: Se almaceno el recipiente en el congelador a -20 °C, para

una mejor conservacion de la enzima.

Preparacion de la enzima tripsina

Se pesé 1 mg de tripsina en polvo de la marca (SIGMA-ALDRICH,

USA), y se diluy6é en 1 ml de agua biodestilada.

Posteriormente esa dilucion se llevo al vortex para su homogenizacion.
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Preparacién de la enzima hialuronidasa

— Se pes6 1 mg de hialuronidasa en polvo de la marca SIGMA, y se diluy6

en 1 ml de agua biodestilada

— Posteriormente esa dilucibn se llevara al vortex para su

homogenizacion.

Diluciéon del semen con tratamientos enzimaticos

Una vez evaluado las caracteristicas macroscopicas y microscopicas del

semen en fresco, se realiz6 el siguiente procedimiento:

e Cada muestra seminal se dividié en 4 partes iguales y se diluyé con los

4 tratamientos enzimaticos, en diferentes cantidades.

v" Bromelina: 1:0,25 (Delgado y Quispe, 2018).

v' Papaina: 1:1 (Delgado y Quispe, 2018).

v' Tripsina: 1:0,25 (Bravo et al., 2000).

v" Hialuronidasa: 1:0,25 (Bravo et al., 2000).

e Una vez que se diluy6 el semen con los tratamientos enzimaticos, se

mantuvo en bafio maria a 37 °C en diferentes tiempos:
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v' Bromelina: 1 minuto (Delgado y Quispe, 2018).

v' Papaina: 15 minutos (Cucho et al., 2018).

v Tripsina: 5 minutos (Bravo et al., 2000).

v' Hialuronidasa: 5 minutos (Bravo et al., 2000).

Evaluacion del semen post tratamiento enziméatico para el objetivo 1

(filancia), objetivo 2 (motilidad), objetivo 3 (viabilidad).

Para el objetivo N° 1: Se evalud la filancia en la dilucion de semen fresco
utilizando 2 enzimas naturales (bromelina y papaina) y 2 enzimas
artificiales (tripsina y hialuronidasa) de la raza Huacaya en la zona Costa

de Tacna.

Para la evaluacion de la filancia en semen con tratamientos enzimaticos se
realizo el mismo procedimiento mencionado en el protocolo de evaluacion

de la filancia en semen fresco.

Para el objetivo N° 2: Evaluar la motilidad en la dilucion de semen fresco
utilizando 2 enzimas naturales (bromelina y papaina) y 2 enzimas
artificiales (tripsina y hialuronidasa) de la raza Huacaya en la zona Costa

de Tacna.
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Para la evaluacion de la motilidad en semen con tratamiento enzimaticos
se realizd6 el mismo procedimiento mencionado en el protocolo de
evaluacion de la motilidad en semen fresco, considerando la misma

formula.

Para el objetivo N° 3: Evaluar la viabilidad en la dilucién de semen fresco
utilizando 2 enzimas naturales (bromelina y papaina) y 2 enzimas
artificiales (tripsina y hialuronidasa) en alpaca (Vicugna pacos) de la raza

Huacaya en la zona Costa de Tacna.

Para la evaluacion de la viabilidad en semen con tratamientos enzimaticos
se realiz6 el mismo procedimiento mencionado en el protocolo de
evaluacion de la viabilidad en semen fresco, considerando la misma

formula.

3.2.3 Analisis de Datos

Para evaluar el efecto del uso de enzimas naturales y artificiales en la
dilucion de semen fresco de alpacas de la raza Huacaya; se determind y
comparo los parametros seminales (Filancia, Motilidad y Viabilidad) antes
y después de la dilucion, estos resultados fueron expresados en
porcentajes y visualizados en histogramas; fueron evaluados mediante el

Andlisis de Variancia (ANVA) bajo un disefio completamente aleatorio, con
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un nivel de significancia de a = 0,05. Este disefio se trabajo con el software

estadistico Infostat Version estudiantil.

Las medias de los tratamientos fueron comparadas con el uso de la Prueba

de Friedman.

Yij =y + Ti + uij

M: media general (muestra de semen)

Ti: efecto del i-esimo tratamiento (enzimas)

uij: error experimental

I; parametros espermaticos

J: tratamientos enzimaticos

41



CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1 Resultados

Tabla 3. Filancia de semen de alpaca (cm) antes y después de

la dilucién con tratamientos enzimaticos

Semen Evaluacion por tratamientos (cm) (después)
N° de fresco
(antes) T1: T2: T3: T4:
animal  fjlancia bromelina papaina Tripsina hialuronidasa
(cm)
1 2,35 0,00 0,37 0,40 0,78
2 2,05 0,05 0,43 0,42 0,61
3 1,68 0,07 0,02 0,10 0,34
4 1,70 0,02 0,15 0,50 0,75
Promedio 1,94 0,04 0,24 0,37 0,64
D.S. 0,32 0,03 0,19 0,18 0,20

D.S.=desviacioén estandar.

En la tabla 3, se observa los resultados de filancia esperméatica antes y
después de la dilucion con los tratamientos enzimaticos: bromelina,
papaina, tripsina y hialuronidasa. Se realiz6 10 repeticiones por cada
macho que se colectdé semen, resultando un total de 40 datos por animal;
en los cuales se observdo que la filancia de semen fresco fue de

1,9440,32 cm y la filancia en la evaluacion post-tratamiento con la enzima



bromelina es de 0,04+0,03 cm, con la enzima papaina fue de
0,24 £0,19 cm, con la enzima tripsina fue de 0,37+0,18 cmy con la enzima
hialuronidasa fue de 0,64+0,20 cm, los cuales muestran diferencias
significativas entre el semen fresco y después del proceso de dilucién con
los tratamientos enzimaticos (p<0,05). Al comparar las medias de los
tratamientos, el T1 muestra diferencias significativas en comparacion con
los T2, T3y T4 (p<0,05); mientras que, entre los tres tratamientos, el T2 es
superior y similar a su vez con el T3, mientras que el T4 es inferior a todos
los tratamientos. Estos resultados demuestran que los cuatro tratamientos
enzimaticos hicieron efecto, ya que diluyeron la filancia espermatica, esto
podria deberse que a diferencia de otros reportes la filancia inicial no era

tan significativa.

Figura 3. Filancia de semen de alpaca (cm) antes y después de la

diluciéon con tratamientos enzimaticos
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Tabla4. Motilidad de espermatozoides (%) antes y después de la

dilucién con tratamientos enziméaticos.

Semen
Evaluacién por tratamientos (%) (después)
fresco
N° de
. (antes) T1: T2: T3: T4:
animal
motilid. bromelina papaina Tripsina  Hialuronidasa
(%)
1 38,00 39,00 28,00 16,50 22,50
2 31,00 32,00 20,40 32,40 29,00
3 35,00 29,00 27,00 13,50 15,50
4 48,00 41,00 41,5 36,00 33,50
Promedio 38,00 35,25 29,23 24,60 25,38
D.S. 7,26 5,68 8,85 11,25 7,85

D.S. =desviacion estandar.

En la tabla 4, se observa los resultados de la motilidad esperméatica antes
y después de la dilucion con los tratamientos enzimaticos: bromelina,
papaina, tripsina y hialuronidasa. Del total de las 10 repeticiones por
macho; se observa que la motilidad en semen fresco es de 38 £7,26 % y la
respuesta a los tratamientos enzimaticos fue en el caso de la bromelina es
de 35,25+5,68 %, con la papaina fue de 29,23+8,85 %, con la tripsina fue
de 24,60+11,25 % y con la hialuronidasa 25,38+7,85 %, los cuales

muestran diferencias significativas entre el semen fresco y después del
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proceso de dilucion con los tratamientos enzimaticos (p<0,05). Al comparar
las medias de los tratamientos, el T1 con enzima bromelina muestra
diferencia significativa a comparaciéon de los T2, T3y T4 (p<0,05), mientras
gue entre los tres tratamientos el T2 muestra mejores resultados que con
el T4, pero con similitud al T3. Estos resultados muestran una disminucién
en la motilidad total, en comparacién con la inicial, esto podria deberse a la
existencia de un efecto adverso de dichas enzimas en cuanto al movimiento

espermatico normal.

Figura 4. Motilidad de espermatozoides (%) antes y después de la

dilucién con los tratamientos enzimaticos
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Tabla 5. Viabilidad de espermatozoides (%) antes y después de la

dilucién con tratamientos enziméaticos.

Semen
Evaluacion por tratamientos (%) (después)
fresco
N®de T3:
. (antes) T1: T2: T4:
animal iabil Tripsin
VIabll.— Bromelina papaina Hialuronidasa
(%) 2
1 48,00 50,00 53,50 51,80 50,20
2 45,60 48,70 44,20 42,90 42,30
3 50,60 45,80 46,30 43,90 46,10
4 52,40 51,40 52,60 50,90 50,90
Promedio 49,15 48,98 49,15 47,38 47,38
D.S. 2,97 2,39 4,60 4,62 3,99

D.S. =desviacion estandar.

En la tabla 5, se observa los resultados de viabilidad espermatica antes y
después de la dilucién con los tratamientos enzimaticos. Del total de las 10
repeticiones; observandose la viabilidad espermatica a la tinciébn con eosina
nigrosina, en lo que respecta al semen fresco es de 49,15+2,97 % y la
viabilidad espermatica a la evaluacién con el T1 fue de 48,98+2,39 %, con
el T2 fue de 49,15+4,60 %, con el T3 fue de 47,38+4,62 % y con el T4 fue

de 47,38+3,99 %. Con respecto a la muestra en fresco y las muestras con
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los tratamientos enziméticos, no mostraron diferencia significativa (p>0,05).
De igual manera a la comparacion entre los T1, T2, T3y T4 no se encontro

diferencias significativas (p>0,05).

Figura 5. Viabilidad de espermatozoides (%) antes y después de la

dilucién con tratamientos enziméticos
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4.2 Contrastaciéon de hipotesis

Ho: El comportamiento de la filancia, motilidad y viabilidad esperméatica del
semen en la dilucion con enzimas naturales y artificiales son perjudiciales

en comparacion al semen fresco.

Ha: El comportamiento de la filancia, motilidad y viabilidad espermatica del
semen en la diluciébn con enzimas naturales y artificiales son mejores en

comparacién al semen fresco.
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Nivel de Significancia: a = 0,05

Prueba Estadistica: Friedman.

Valor critico:

Si P < 0,05 = se rechaza la Ho, se acepta la Ha.

Si P > 0,05 = se acepta la Ho, se rechaza la Ha.

Toma de decision:

En la estadistica hay significancia entre las medias de los cuatro
tratamientos donde p valor para Filancia es de 0,0001 y p valor para
Motilidad es de 0,0004, en donde p valor es <0,05. Por lo tanto, se rechaza
la hipotesis Ho y se acepta la Ha. En cuanto a viabilidad no se observé

ningun efecto en los 4 tratamientos.

Conclusion:

Los tratamientos enzimaticos se comportan de manera diferente en
comparacion al semen fresco sobre los parametros espermaticos, es decir
gue las sobrevivencias espermaticas al someterlos al proceso enzimatico
muestran resultados mejores en comparacion al semen fresco, donde el T1

(bromelina) resulta ser mas favorable que los demas.
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CAPITULO V

DISCUSION

5.1 Filancia

Los resultados del presente estudio en cuanto a la dilucién de filancia
espermatica con la enzima hialuronidasa fue de 67 %, resultado parecido a
los reportados por Kershaw-Young et al., (2013) en un trabajo realizado en
Australia; quienes reportaron dilucion de filancia de un 62 % con esta
enzima, el cual trabajé con una filancia inicial de 15 mm; lo que indicaria
gue la enzima hialuronidasa influiria en la dilucion de la filancia
espermatica, pero no en su totalidad. Aunque el mismo estudio reporto
resultados superiores en dilucion de filancia de un 100 % con la enzima
papaina, a diferencia del presente estudio el cual diluyé un 88 %. Tal
superioridad se debe probablemente al tiempo mayor en el que se realiz6
el proceso de incubacion de la enzima papaina con el semen, lo cual fue
en unos 30 minutos; que en el caso del presente estudio se realizd en un
tiempo de 15 minutos en bafio en seco (Kershaw-Young et al., 2012). Esta
diferencia también podria atribuirse al clima estacional, donde Australia
fluctia entre 20-35 °C en verano y 3-20°C en invierno, a diferencia de
Tacha que en verano su temperatura es entre 22-30 °C y en invierno entre

10-24 °C, donde ambos fluctian entre los mismos rangos, pero con



minimos y maximos de temperaturas parecidas. De estos, se encontré que
la papaina es la mas adecuada para la dilucion de la filancia espermatica

del plasma seminal en las alpacas (Morton et al., 2009).

Resultados inferiores al presente estudio reporta Bravo et al., (2000) en
Cusco; en el cual evalua el efecto de enzimas en la filancia de semen en
llamas y alpacas colectadas mediante vagina artificial, reportando una
dilucion de la filancia de 68 % con la enzima tripsina (81 % en este estudio)
y 36% con la enzima hialuronidasa (67 % en este estudio) ambos en un
tiempo de incubacion de 5 minutos, tal superioridad podria atribuirse a que
el autor tiene un amplio rango en el intervalo de filancia de 0,4 a 4,9 cm,
esto explicaria que dicha enzima no actia de manera satisfactoria en una
filancia mayor, el cual estudios anteriores que se hicieron de estas mismas
enzimas recomiendan prolongar el tiempo para un mejor efecto (Leyva et
al., 1984). La diferencia también podria atribuirse al manejo de la
temperatura del semen, ya que dicho trabajo lo realizaron en bafio maria a
diferencia del nuestro que fue en bafio en seco el cual ofrece mejor
mantenimiento de la temperatura, respetando las condiciones Optimas de

higiene, temperatura y seguridad.
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Los resultados del presente estudio muestran diferencias con respecto a
los resultados publicados por Monaco et al., (2016) quien reporta una
eliminacion de la filancia de 31 % (88 % en este estudio) en la dilucién de
semen con la enzima papainay 62 % (98 % en este estudio) en la dilucién
de semen con la enzima bromelina spermfluid ; ambos tratamientos de la
investigacion se realizaron en camellos dromedarios durante 120 minutos
en intervalos de 20 minutos por tratamiento; tal diferencia podria atribuirse
a que el autor utilizé un tiempo de incubacion mas amplio en el proceso de
dilucion del semen con el tratamiento enzimatico, lo que sugiere que a un
mayor tiempo de incubacion enzimatico podrian dar un mejor efecto para
la reduccion de la filancia en el semen de camellos dromedarios (Kershaw-
Young et al., 2013). Otro factor en la diferencia entre nuestros resultados
es el grado de filancia entre diferentes especies el cual varia entre machos
(Tibary y Memon, 1999) y disminuye con el incremento de nimero de
eyaculados en cualquier dia (Bravo et al., 1997). Esta diferencia podria
atribuirse también a la utilizacion de diferentes marcas en lo que respecta
a la enzima bromelina, utilizando en esta investigacion la enzima natural
bromelina extraido de la pifia. Respecto al presente estudio se utilizé la
marca Spermfluid bromelina, esto hace indicar que la calidad de enzimas

extraidas de la misma fruta favorece en la dilucién de la filancia.
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5.2 Motilidad

Los resultados del presente trabajo muestran diferencias con respecto al
resultado publicados por Bravo et al., (2000) en Cusco; en el cual evalla el
efecto de enzimas en la filancia de semen en llamas y alpacas, reportando
gue las enzimas utilizadas tripsina y hialuronidasa no tuvieron efecto sobre
la motilidad espermatica; cuyos resultados muestran diferencias con el
presente estudio, el cual si muestra una disminucién en la motilidad total
con la inicial, el cual fue en la tripsina de un 35 % y en la enzima
hialuronidasa en 33 %, lo cual puede deberse al nivel de concentracion de
los mismos a la dilucién, el cual influye mucho durante el proceso de
adaptacion del espermatozoide al tratamiento enzimatico. Aungue el mismo
estudio también muestra diferencias con respecto a los resultados de
nuestra investigacion, donde Bravo et al. (2000) reporté una disminucién
de motilidad en la dilucion de semen con la enzima tripsina de 13 % (35 %
en este estudio) y en la dilucion con la enzima hialuronidasa de 12 %
(33 % en este estudio); en ambos tratamientos enzimaticos de esta
investigacion se utilizd eyaculados colectados mediante vagina artificial;
cuyos resultados muestran diferencias con el presente estudio, esto debido
a la diferencias de especies utilizados en los experimentos. También esta
diferencia podria deberse a la diferencia de climas, donde el clima de la

Costa de Tacna tiene una temperatura de 22-30 °C, a diferencia de Cusco
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gue tiene una temperatura de 13-15 °C, el cual es el clima de habitat

preferible de las alpacas.

Los resultados del presente trabajo muestran diferencias con respecto a los
resultados publicados por Cucho et al. (2018), en su estudio sobre el Efecto
de dos tiempos de incubacion en papaina en los pardmetros cinéticos de
los espermatozoides de llama (lama glama), donde se utilizd 9 eyaculados
de 3 llamas, colectadas por electro eyaculacion, quien reporta una motilidad
de 37,25 % en el tiempo de incubaciéon de 15 minutos con la enzima
papaina y de 68,98 % en 60 minutos, ambas con una motilidad inicial de
27,8 %. Los dos tratamientos son superiores a los resultados de nuestro
estudio el cual fue de 23 % de una motilidad inicial de 38 %. Tal diferencia
podria atribuirse a que el autor trabajé con el semen de llama el cual es
mas viscoso a comparacion al semen de alpaca (Bravo et al., 2000), donde
la filancia influye para que la motilidad individual sea de tipo oscilatoria
(Sumar, 2002). Esto puede explicar el porqué del aumento de motilidad
entre el semen fresco y el semen con tratamiento enzimatico, obteniéndose
mayores porcentajes de motilidad en semen con tratamiento enzimatico por

la ausencia de la filancia espermatica.

Los resultados del presente trabajo muestran diferencias con respecto a los

resultados publicados por Monaco et al., (2016) en su estudio en lItalia
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sobre el Efecto de los tratamientos a-Amilasa, Papaina y Spermfluid
Bromelina sobre la viscosidad y los pardmetros del semen de los
eyaculados de camello dromedario; de quien reporta la disminucién de
motilidad con el tratamiento con TCF + Papaina a las 0 horas:3,3 %,
20 min:3,5 %, 40 min:2,7 %, 60 min:2,5 %, 90 min:1,9 %, 120 min:1,9 %
(23 % en este estudio) y con el tratamiento con bromelina a las 0 horas:
3 %, 20 min:2,9 %, 40 min:3,3 %, 60 min:3,4 %, 90 min:3,1 %, 120 min:
2,7 % (8 % en este estudio); en ambos tratamientos de esta investigacion
hay disminucién en la motilidad inicial, la diferencia entre nuestros
resultados fue el tiempo de incubacion empleado ya que fueron de 0 horas,
20,40,60,90 y 120 minutos, lo que indica que la dilucion de semen con
enzimas disminuye significativamente durante los tiempos de observacion
, a excepcion de las muestras diluidas con la enzima bromelina.
Evidentemente las diferencias con estos son debido al tipo de enzimas
comerciales y/o naturales y al tiempo de incubacion empleado (Casaretto

et al., 2012).

5.3 Viabilidad espermatica

Los resultados del presente estudio indican que hubo una mejor viabilidad
espermatica en la dilucidn con la enzima papaina con 49,15 % y la enzima

bromelina con 48,98 %, en comparacion con los tratamientos con enzima
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tripsina y hialuronidasa con un 47,38 %; lo que explicaria que dicha enzima
no causo un efecto negativo en la viabilidad espermatica, el cual estudios
anteriores que se hicieron indican que en la coleccién de esperma por
vagina artificial, el porcentaje de espermatozoides muertos no debe ser
mayor a 12 % y el porcentaje aceptable de espermatozoides vivos puede
fluctuar de 88 % a 96 %, esto dependiendo de todos los factores que

influyen sobre la supervivencia de los espermatozoides (Torres,1992).

Por otro lado, Bravo et al., (2000) reporta resultados inferiores a los
nuestros en donde la disminucion de la viabilidad a la dilucion de semen
con la enzima tripsina fue de 16,3 % ( 4 % en este estudio) y con la enzima
hialuronidasa fue de 15,2 % (4 % en este estudio); esta diferencia podria
atribuirse al método de evaluacién utilizado por el autor, quien realiz6 una
evaluacion integral de viabilidad utilizando el porcentaje de
espermatozoides vivos mediante tincion de muestras de semen con la
Tincién de Hancocks (Society of Theriogenology, Hastings, NEBRASKA), a
diferencia de nuestro estudio que se realiz6 un frotis con eosina negrosina.
Lo que hace indicar que el método utilizado en este estudio y en los demas
estudios reportados influiria en el dafio causado en la membrana
espermética. Ultimas investigaciones en la evaluacion de la viabilidad
sugieren que la utilizacién de tinciones supravitales no son adecuadas para

el semen de camélidos, puesto que muchas veces el gel del plasma seminal
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no permite que el colorante tenga contacto con la membrana espermatica,
es por esto que se propone la utilizacion de tinciones fluorescentes como
el fluorocromo diacetato de 6-carboxifluoresceina (CFDA) e ioduro de
propidio (PI) para evaluar la funcionalidad de la membrana espermatica y

asi la viabilidad en espermatozoides (Carretero et al., 2009).

56



CONCLUSIONES

Las enzimas naturales muestran mejores resultados sobre los
parametros espermaticos para la calidad de semen de la alpaca,
especialmente la enzima bromelina, quien resulta ser mejor que los

demas tratamientos enzimaticos.

La filancia inicial de los espermatozoides después de la dilucion,
disminuye drasticamente en los cuatro tratamientos enzimaticos, donde
la enzima bromelina muestra diferencia significativa en comparacion

con los otros tratamientos enzimaticos.

La motilidad inicial de los espermatozoides después de la dilucién con
tratamientos enzimaticos muestra diferencias significativas entre
semen fresco y después del proceso de dilucién con tratamientos
enzimaticos, donde la enzima bromelina muestra mejores resultados

en comparaciéon con los otros tratamientos enzimaticos.

La viabilidad espermatica inicial no es afectada después de la dilucion
con los cuatro tratamientos enzimaticos, esto permite concluir que no
existe un dafio estructural de la membrana espermatica durante el

proceso de dilucion enziméatica.



RECOMENDACIONES

Realizar investigaciones experimentando nuevos tipos de enzimas de
origen natural, como diluyente de la filancia espermatica del semen de
cameélidos sudamericanos, facilitando la congelacién en la zona costa
de Tacna, como ensayo experimental para su posterior aplicacion en la

zona alto andina de la misma region.

Realizar mas pruebas con la utilizacion de tratamientos enzimaticos
para obtener el tiempo 6ptimo que se necesita para la dilucion de la
filancia, para preservar la motilidad y viabilidad espermatica en alpacas

de la region de Tacna.
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ANEXOS



Anexo 1.

Valores

viabilidad por animal.

iniciales de volumen,

filancia, motilidad vy

Animal voLUMEN FILANCIA  MOTILIDAD  VIABILIDAD
1 0,95+0,59 2,35+1,63 38 £13,17 48 + 4,52
2 1,13+0,62 2,05+1,23 31+8,76 45,6 +5,21
3 161+0,77 1,68+0,94 35+12,69 50,6 £ 9,82
4 1,42+0,68 1,7+0,82 48 + 10,33 52,4+7,81

Anexo 2. Filancia, motilidad y viabilidad en relacion a la enzima

utilizada.

Enzima  FLANCIAIL  MOTILIDAD  VIABLIDAD!
Hialuronidasa 0,64 + 0,20d 25,38 + 7,85ab 47,38 = 3,99
Papaina 0,24 + 0,19b 29,23 + 8,85bc 49,15 + 4,60
Bromelina 0,04 £ 0,032 35,25 + 5,684 48,98 + 2,39
Tripsina 0,37 + 0,18¢bc 24,60 + 11,252 47,38 + 4,62
p-valor <0,0001 0,0004 0,7166
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Anexo 3. Prueba de Friedman para filancia.

Bromelina Hialuronidasa Tripsina  Papaina T2 P

1,69 3,38 2,65 2,29 28,49 <0,0001

Anexo 4. Estadistica de grupo para filancia total después de la
dilucibn del semen con tratamientos enzimaticos:

Bromelina, papaina, tripsinay hialuronidasa

Media

Tratamiento Suma (Ranks) (Ranks) Media N
Bromelina 67,5 1,69 0,04 40
Papaina 91,5 2,29 0,24 40
Tripsina 106 2,65 0,37 40
Hialuronidasa 135 3,38 0,64 40
Anexo 5. Prueba de Friedman para motilidad.
Bromelina Papaina Hialorunidasa Tripsina T2 P
3,11 2,6 2,25 2,04 6,59 0,0004
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Anexo 6. Estadistica de grupo para motilidad total después de la
dilucion del semen con tratamientos enzimaticos:

Bromelina, papaina, tripsina y hialuronidasa.

. Suma Media .

Tratamiento (Ranks) (Ranks) Media N
Tripsina 81,5 2,04 24,6 40
Hialorunidasa 90 2,25 25,375 40
Papaina 104 2,6 29,225 40
Bromelina 124,5 3,11 35,25 40

Anexo 7. Prueba de Friedman para viabilidad.
Bromelina Papaina Hialorunidasa Tripsina T2 P
2,45 2,68 2,53 2,35 0,45 0,7166

Anexo 8. Estadistica de grupo para viabilidad total después de la
dilucibn del semen con tratamientos enzimaticos:

Bromelina, papaina, tripsina y hialuronidasa.

Tratamiento (sgrr]li) (II\R’A:r?Ii(i) Media N
Tripsina 94 2,35 47,38 40
Bromelina 98 2,45 48,98 40
Hialorunidasa 101 2,53 47,38 40
Papaina 107 2,68 49,15 40

72



Anexo 9. Registro de colecta diaria de alpacas, valores antes y
después de la dilucibn del semen con tratamientos

enziméticos: Bromelina, papaina, tripsina y hialuronidasa.

TIEMP

arer FILANC Nl e Mer T A
(%) (%) ’ ENZIMA (min_)- (cm) (%)
M-007 2 40 61 Pifia 100 - 25 1 0,5 20 40
Hialuronid. 100 - 15 5 1 40 30
Tripsina 100 - 25 5 0,5 10 35
Papaya 100 - 100 15 0 30 47
M-004 5 50 49 Pifia 100 - 25 1 0 60 52
Hialuronid. 100 - 15 5 3 15 54
Tripsina 100 - 25 5 2 10 41
Papaya 100 - 100 15 1 25 61
M-016 2 30 52 Pifia 100 - 25 1 0 0 37
Hialuronid. 100 - 15 5 0,5 15 40
Tripsina 100 - 25 5 0,5 10 67
Papaya 100 - 100 15 0,3 20 69
M-006 2 40 52 Pifia 100 - 25 1 0 15 51
Hialuronid. 100 - 15 5 1 40 53
Tripsina 100 - 25 5 1 40 51
Papaya 100 - 100 15 0,5 20 62
M-016 3 50 58 Pifia 100 - 25 1 0 50 64
Hialuronid. 100 - 15 5 1 15 45
Tripsina 100 - 25 5 1 25 40
Papaya 100 - 100 15 0,2 15 56

Continua pagina siguiente.
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Viene pagina anterior.

M-007 1 30
M-004 3 30
M-007 15 40
M-016 2 50
M-007 15 50
M-007 1 30
M-004 2,5 20

50 Pifia

Hialuronid.

Tripsina

Papaya

52 Pifia

Hialuronid.

Tripsina

papaya

56 Pifia

Hialuronid.

Tripsina

Papaya

48 Pifia

Hialuronid.

Tripsina

Papaya

60 Pifia

Hialuronid.

Tripsina

Papaya

a7 Pifia

Hialuronid.

Tripsina

Papaya

42 Pifia

Hialuronid.

Tripsina
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100 - 15

100 - 25
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100 - 15

100 - 25

100 - 100

100 - 25

100 - 15

100 - 25

100 - 100

100 - 25

100 - 15

100 - 25

100 - 100

100 - 25

100 - 15

100 - 25

5
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52
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Viene pagina anterior.

M-016 1 50
M-016 2 70
M-007 2 60
M-004 1 60
M-016 1 50
M-004 1 50
M-007 4 30

Papaya

64 Pifia

Hialuronidas
a

Tripsina

Papaya

58 Pifia

Hialuronid.

Tripsina

Papaya

62 Pifia

Hialuronid.

Tripsina

Papaya

55 Pifia

Tripsina

Hialuronid.

Papaya

42 Pifia

Hialuronid.

Tripsina

Papaya

52 Pifia

Hialuronid.

Tripsina

Papaya

40 Pifia

Hialuronid.
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Viene pagina anterior.

M-004 3 30
M-016 3 50%
M-007 2 20
M-004 1 40
M-004 1 20
M-004 5 40
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Viene pagina anterior.

M-006 5 20
M-016 1 50
M-004 1 40
M-006 2 30
M-006 1 20
M-006 15 40

Hialuronid.

Tripsina

Papaya

53 Pifia

Hialuronid.

Tripsina

Papaya

62 Pifia

Hialuronid.

Tripsina

Papaya

46 Pifia

Hialuronid.

Tripsina

Papaya

50 Pifia

Hialuronid.

Tripsina

Papaya

40 Pifia

Hialuronid.

Tripsina

Papaya

49 Pifia

Hialuronid.

Tripsina

Papaya
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100 - 15

100 - 25

100 - 100

100 - 25

100 - 15

100 - 25

100 - 100

100 - 25

100 - 15

100 - 25

100 - 100

100 - 25

100 - 15

100 - 25

100 - 100

100 - 25

100 - 15

100 - 25

100 - 100

100 - 25

100 - 15

100 - 25

100 - 100

100 - 25

100 - 15

100 - 25

100 - 100

15

Continua pagina siguiente.

0,5

0,5

0,5

0,8

0,5

1,2

0,5

0,5

0,8

0,7

0,5

40

30

30

10

30

20

50

50

30

30

55

20

15

15

45

20

40

30

30

10

25

20

60

50

40

40

58

52

52

60

37

57

55

66

58

65

43

56

45

58

43

50

43

36

39

40

29

39

35

57

61

41

57



Viene pagina anterior.

M-006 15 30
M-006 3 40
M-006 1 40
M-006 2,5 30
M-006 1 20
M-007 0,8 20
M-016 1 40

42 Pifia

Hialuronid.

Tripsina

Papaya

47 Pifia

Hialuronid.

Tripsina

Papaya

43 Pifia

Hialuronid.

Tripsina

Papaya

41 Pifia

Hialuronid.

Tripsina

Papaya

39 Pifia

Hialuronid.

Tripsina

Papaya

49 Pifia

Hialuronid.

Tripsina

Papaya

46 Pifia

Hialuronid.

tripsina

78

100 - 25

100 - 15

100 - 25

100 - 100

100 - 25

100 - 15

100 - 25

100 - 100

100 - 25

100 - 15

100 - 25

100 - 100

100 - 25

100 - 15

100 - 25

100 - 100

100 - 25

100 - 15

100 - 25

100 - 100

100 - 25

100 - 15

100 - 25

100 - 100

100 - 25

100 - 15

100 - 25

5

Continua pagina siguiente.

0,5

0,1

0,5

0,5

40

15

10

15

55

50

10

50

50

40

40

30

35

20

30

20

14

24

30

10

10

50

30

50

46

28

34

40

36

52

54

38

45

48

38

34

55

42

48

33

47

30

31

49

50

a4

26

36

61

41

58



Viene pagina anterior.

papaya

M-007 1 30 50 pifia

Hialuronid.

tripsina

papaya

100 - 100

100 - 25

100 - 15

100 - 25

100 - 100

15

15

50

40

10

20

63

60

44

26

40
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