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RESUMEN

En los dltimos afios se ha venido incrementando la produccién de aparatos
tecnoldgicos, siendo fuente de campos electromagnéticos, conformados por campos
magnéticos y campos eléctricos, encontrdndose omnipresentes en nuestro entorno,

causando posibles efectos dafiinos sobre la salud reproductiva en humanos y animales.

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de los campos magnéticos de baja
frecuencia en la actividad enzimatica de acrosina que se encuentra situada en el

acrosoma del espermatozoide.

Se realizo la colecta de la muestra de espermatozoides de las colas de los epididimos
y se trabajo con dos metodologias para evaluar la actividad de acrosina: digestion de
gelatina donde se midié el didmetro del halo formado en la cabeza de cada
espermatozoide y la hidrdlisis de éster de bajo peso molecular (BAEE) donde se midid
la absorbancia de las muestras por espectrofotometria. Se trabajaron con dos periodos
de tiempo 35y 70 dias, cada periodo conformado por cuatro grupos de trabajo, por un
periodo de 35 dias, Grupo I: 2 ratones control, Grupo II: 2 ratones con exposicion
simulada (Sham exposure), Grupo Ill: 2 ratones con exposicién a campos magnéticos
de 50 Hz, 50 uT, Grupo 1V: 2 ratones con exposicion a campos magnéticos de 50 Hz,
550 uT; y por un periodo de 70 dias, Grupo I: 2 ratones control, Grupo Il: 2 ratones
con exposiciéon simulada (Sham exposure), Grupo Ill: 3 ratones con exposicion a
campos magnéticos de 50 Hz, 50 uT, Grupo IV: 3 ratones con exposicion a campos

magnéticos de 50 Hz, 550 pT.
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Los resultados obtenidos de los didmetros de halos (media pum + desviacién estandar)
en la digestion de gelatina a los 35 dias hubo una disminucién significativa (p<0,05)
entre el grupo | (16,76 £ 3,19) con el grupo 11 (9,76 £ 2,13), 1l (5,29 £ 2,57) y IV
(10,36 * 5,05). Mientras que a los 70 dias no hubo una disminucién significativa
(p>0,05) entre el grupo 1 (8,93 £ 1,80) con el grupo 11 (9,15 £ 1,85), 111 (12,73 = 3,39)
y IV (10,22 + 1,87).

En la hidrolisis de éster de bajo peso molecular (BAEE) (media pmol BAEE/min/mg
+ desviacion estandar) a los 35 dias no se observo una disminucion significativa
(p>0,05) entre el grupo 1 (0,71 £ 0,29) con el grupo Il (0,53 £ 0,26), 111 (0,23 £ 0,06)
y IV (0,36 = 0,24). Sin embargo, a los 70 dias no se observd una disminucion
significativa (p<0,05) entre el grupo I (0,35 + 0,09) con el grupo Il (1,64 + 029), 111
(0,43£0,10) y IV (0,85 £ 0,02); pero si se observo una disminucion significativa entre
el grupo Il con el grupo 111y grupo IV.

Con los resultados obtenidos se puede concluir que los ratones expuestos a mayor dosis
de campos magnéticos de baja frecuencia afectan la actividad enzimética de la

acrosina.

Palabras clave: actividad proteolitica, acrosina, campos magnéticos de baja

frecuencia, reproduccion.
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ABSTRACT

In recent years the production of technological devices has been increasing as a source
of electromagnetic fields shaped by magnetic fields and electric fields, being
ubiquitous in our environment causing possible harmful effects on human and animal

reproductive health.

The objective of the present study was to evaluate the effect of low frequency magnetic

fields on the enzymatic activity of acrosin that is located in the sperm acrosome.

The collection of the sperm sample from the tails of the epididymis was carried out
and two methodologies were used to evaluate the activity of acrosine: gelatin digestion
where measured the diameter of the halo formed in the head of each spermatozoon and
the ester hydrolysis were measured of low molecular weight (BAEE) where the
absorbance of the samples was measured by spectrophotometry. We worked with two
periods of time 35 and 70 days, each period consisting of four work groups, for a period
of 35 days, Group I: 2 control mice, Group Il: 2 mice with simulated exposure (Sham
exposure), Group III : 2 mice with exposure to magnetic fields of 50 Hz, 50 uT, Group
IV: 2 mice with exposure to magnetic fields of 50 Hz, 550 uT; and for a period of 70
days, Group I: 2 control mice, Group Il: 2 mice with sham exposure, Group Il1: 3 mice
with magnetic field exposure of 50 Hz, 50 uT, Group IV: 3 mice with exposure to
magnetic fields of 50 Hz, 550 uT.

The results of halos diameters (mean um + standard deviation) in gelatin digestion at
35 days showed a significant decrease (p <0.05) between group | (16.76 + 3.19) with
the group 11 (9.76 + 2.13), 11l (5.29 £ 2.57) and IV (10.36 £ 5.05). While at 70 days
there was no significant decrease (p> 0.05) between group I (8.93 + 1.80) with group
I1(9.15 £ 1.85), Il (12.73 £ 3.39) and 1V (10.22 + 1.87).

In the hydrolysis of low molecular weight ester (BAEE) (mean pmol BAEE / min / mg
+ standard deviation) at 35 days no significant decrease was observed (p> 0.05)
between group 1 (0.71 = 0.29) with group Il (0.53 = 0.26), 11l (0.23 + 0.06) and 1V
(0.36 £ 0.24). However, at 70 days there was no significant decrease (p <0.05) between
group | (0.35 +0.09) and group Il (1.64 £ 029), 111 (0, 43 £ 0.10) and 1V (0.85 £ 0.02);

but if there is a significant decrease in group Il with group 111 and group IV.
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With the results obtained it can be concluded that mice exposed to higher doses of low
frequency magnetic fields affect the enzymatic activity of acrosin.

Keywords: proteolytic activity, acrosine, low frequency magnetic fields,
reproduction.
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INTRODUCCION

Las investigaciones cientificas en los campos magnéticos han ido incrementando, ya
que son un debate publico acerca de posibles efectos adversos sobre la salud humana.
Las redes eléctricas originan campos magnéticos que interaccionan diariamente con el
cuerpo humano. En el ambiente los campos magnéticos dan lugar a campos eléctricos

inducidos en un sistema bioldgico (1).

Los campos electromagnéticos pueden separarse de su fuente y viajar a largas
distancias, esta propiedad se usa para trasmitir informacion como por ejemplo
transmision, comunicacién mavil, television y datos inalambricos a los que estamos
expuestos diariamente en la vida cotidiana y estan relacionados con problemas
reproductivos. No se pone en cuestion el hecho que por encima de ciertos umbrales de
los campos electromagnéticos puede desencadenar efectos biologicos. La polémica se
encuentra en si los campos electromagnéticos de bajos niveles de exposicion a largo

plazo pueden provocar alguna respuesta bioldgica e influir en la salud de la persona
().

En la vida cotidiana, las personas estan expuestas a campos de baja frecuencia
alrededor de aparatos eléctricos y dispositivos electronicos, principalmente en el hogar
y en el trabajo. Las lineas eléctricas también son una fuente de campos de baja

frecuencia (2).

Los efectos estudiados sobre los campos electromagnéticos de baja intensidad en el
hogar fueron dolores de cabeza, nduseas, ansiedad, suicidios y depresiones, fatiga y
perdida de libido. Se ha informado de casos de irritacion ocular general y cataratas en
trabajadores expuestos a niveles altos de radiacion de radiofrecuencia (RF) vy
microondas. Incluso existe un pequefio incremento de leucemia infantil asociados a la
exposicién de campos magnéticos (3).

La reaccién del acrosoma (RA) es un evento secretorio que consiste de fusiones entre
la membrana acrosomal externa y la membrana plasmatica que cubre el acrosoma
resultando en la vesiculacion de estas membranas y la dispersion de la matriz
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acrosomal (4). Durante este proceso la proacrosina es activada en acrosina, siendo esta
conversion importante para la union y penetracion a la zona peldcida (5,6).

Los espermatozoides que no tienen RA o que ocurrid antes de encontrarse con el
ovocito no pueden penetrar la zona peltcida. Una fecundacién exitosa depende, entre
otras cosas, de la capacidad que tengan los espermatozoides de experimentar la

reaccion acrosomica (4).

En estudios previos se evalud el uso de los teléfonos celulares que emiten campos
electromagnéticos de radiofrecuencia (RF-EMF), ya que ha formado parte de la vida
diaria. Para el estudio se evalué el efecto de los RF-EMF sobre la movilidad
espermatica, la fragmentacion del ADN espermatico, la expresion del gen de la
clusterina seminal (CLU) y la actividad de acrosina del esperma. Obteniéndose como
resultado una disminucion significativa en la movilidad del esperma y la actividad del
acrosina, pero hubo un aumento en la fragmentacion del ADN espermatico, en la

expresion genica del CLU vy los niveles de proteina del CLU (7).

Existen dafios induciendo a una apoptosis de las células espermaéticas en ratones (8,9),
disminucion de hormonas sexuales, masa testicular, cantidad y movilidad de
espermatozoides y poblacion de células germinales, mientras aumenta niveles de

testosterona y masas testiculares en estudios con animales (10-13).

Actualmente no existe en la literatura trabajos previos de exposicion a campos
magnéticos de baja frecuencia de 550 uT y 50 uT en donde se concluya el efecto sobre

la actividad enzimatica de acrosina.

El presente trabajo de investigacion pretende demostrar si los campos magnéticos de
baja frecuencia de 550 uT y 50 pT afectan negativamente la actividad enzimatica de
la acrosina a dos diferentes periodos de exposicion 35y 70 dias.
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HIPOTESIS

Dado que los organismos vivos son conductores eléctricos de campos magnéticos de
baja frecuencia, es posible que las ondas magnéticas de extremadamente baja

frecuencia (CM-ELF), afectan negativamente la actividad enzimatica de acrosina de

los espermatozoides.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la exposicion cronica in vivo de campos magnéticos de baja
frecuencia (CM-ELF) sobre la actividad enzimatica de acrosina en espermatozoides

de ratones (Mus musculus).

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Evaluar el efecto de los campos magnéticos de baja frecuencia en los
parametros espermaticos.
2. Estandarizar un protocolo para la identificacion de actividad enzimatica
individual en espermatozoides por halos de digestion en gelatina.
3. Evaluar el efecto del tiempo de exposicion de campos magnéticos de baja
frecuencia en la actividad proteolitica de extractos acidos acrosomales por

hidrolisis de éster de bajo peso molecular (BAEE).
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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. Elacrosoma

El acrosoma es una organela espermatica con forma de capucha situada en el extremo
apical del espermatozoide (13) como muestra la Figura 1, su tamafio y forma varia de
acuerdo a la especie (15), estd compuesto de la membrana acrosomal externa e interna.
Estas dos membranas estan unidos por puentes, que mantienen cierto espacio entre
ambas membranas, el acrosoma es una estructura de doble pared situada entre la
membrana plasmatica y porcion anterior de la cabeza del espermatozoide (16). Deriva
del aparato de Golgi (15,17-19) y la formacion del acrosoma comienza con la
espermatogénesis con la diferenciacion de espermatidas (18), la espermatogénesis se
puede dividir en cuatro etapas: golgi, capa, acrosoma, maduracion, la duracién de
espermatogénesis varia entre diferentes especies (20).

El acrosoma es un saco membranoso de doble capa ubicado sobre el ndcleo (21)
contiene enzimas como la acrosina, hialuronidasa (22) y otras enzimas hidroliticas que
participan en el proceso de fecundacion (22).

El acrosoma juega un rol importante en el sitio de unién esperma - zona pelucida

durante el proceso de fertilizacion (17,19).
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Figura 1. Partes del espermatozoide: I. Cabeza, Il. Cuello, Ill. Pieza media, V. Pieza
principal, V. Pieza final. 1) Membrana citoplasmatica 2) Acrosoma 3) Membrana
nuclear 4) Nucleo 5) Casquete posnuclear 6) Centriolo proximal 7) Filamento axial 8)

Hélice mitocondrial 9) Envoltura fibrosa. (16)

Todos los espermatozoides de mamiferos estudiados hasta el momento, fueron el
hamster (23), conejo (24), jabali (24,25), carnero (22), toro (26), y hombre (26,28).

1.2. Reaccion del acrosoma (RA)

El primer contacto entre el évulo y el espermatozoide se realiza a través de la zona
pelGcida como muestra la microfotografia de luz de la Figura 2, por un sistema de
receptores sobre la zona pelucida y sobre la superficie del espermatozoide, luego que
ha ocurrido la fijacion del espermatozoide sufre la reaccion acrosémica inducida por
la zona peldcida, donde se van a liberar enzimas hidroliticas del acrosoma ubicado en

la cabeza del espermatozoide (5,6).
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Figura 2. Microfotografia de luz de la unién del espermatozoide de raton a la zona

pelicida de un ovocito in vitro.(51)

Durante el proceso de fertilizacion, donde el espermatozoide penetra la zona pelicida

induce a la RA y lograr una fertilizacion exitosa (5).

La reaccion del acrosoma es la rotura y fusién progresiva de la membrana
citoplasmatica con la membrana acrosémica externa del espermatozoide, que da lugar
a la liberacion del contenido acrosomal, y asi exponiendo la membrana acrosomal
interna (29), debe ocurrir antes de penetrar la capa extracelular del ovocito (14) como
muestra el diagrama de la Figura 3 ilustrando los pasos de la RA. Estudios recientes
demuestran que el acrosoma contiene una variedad de enzimas hidroliticas, pero esta
organizado en subdominios funcionales por proteinas estructurales no enzimaticas
(30). Pero no todas las enzimas presentes en el acrosoma son hidroliticas, la proteina
principal es la acrosina con una actividad tipo tripsina, la actividad de la matriz
extracelular alrededor del ovocito, como el acido hialuronico cuyo rol es la union con

la zona peldcida (31,32).

Los espermatozoides de varias especies de animales incluyendo humanos deben
someterse a un proceso exocitotico dependiente del Ca 2* conocido como reaccion
acrosdmica antes de la fertilizacion del ovocito (6, 33, 34), el aumento de
concentraciones de Ca®* es importante ya que va a desencadenar una cascada de
eventos que involucra la RA (35, 36) y un aumento de pH, ocurre una disminucion del

colesterol y fosfolipidos que va a permitir la entrada del Ca 2* extracelular en la
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REPOSITORIO DE

membrana plasmaética es un prerrequisito para que ocurra la fusion de membranas en
la RA (37,38). La zona pelucida induce a la reaccion acrosémica que permite al

espermatozoide penetrar la zona pelucida (5).

Estudios clinicos identificaron distintos grupos de hombres cuya fertilidad esta

asociada con una reaccion acrosomica anormal (39).

Acrosoma

. /MP

SP

SE

—
Hin

Figura 3. Diagrama que ilustra la reaccidn acrosomica en el espermatozoide humano.
I. espermatozoide con el acrosoma intacto. 1. reaccion del segmento principal: fusion
de la membrana acrosomal externa (MAE) y la membrana plasmatica (MP). lll.
reaccion acrosomica en el segmento ecuatorial (SE). IV. reaccién acrosémica del

segmento principal y segmento ecuatorial. (40)

El tiempo que demora el espermatozoide en experimentar la RA varia de acuerdo a la

especie y las condiciones de incubacion (33).

En la mayoria de mamiferos son reconocidas tres glicoproteinas en la zona pelucida
estas son ZP1, ZP2 y ZP3 que estan cercamente relacionadas (41,42). En ratones son
reconocidas tres proteinas como los componentes estructurales en la zona pellcida,
nombradas como ZP1, ZP2 y ZP3 (42). Cada una de esas proteinas consiste en un
Unico polipéptido y son heterogéneamente glicosiladas con complejos del tipo
aspargina N-Linked y serina/treonina-O-linked (44). Pero la ZP2 y la ZP3 juegan roles
muy importantes (45,46). Para penetrar la zona pellcida, el acrosoma del
espermatozoide intacto reconoce y se une a una Unica cadena de O-linked
oligosacaridos, que talvez sea la ZP3 la cual sirve como receptor primario, es
responsable de la union del espermatozoide con el acrosoma intacto a la zona pelucida
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(45-52) y es el responsable de iniciar la reaccién acrosémica. ZP2 es el receptor
secundario que se une al acrosoma reaccionado del espermatozoide (45). Se argumenta
que la ZP2 en lugar de la unién del espermatozoide a un solo ligando, la unién de
espermatozoides se apoya en una estructura tridimensional, este modelo se basé en el
estado de division de la ZP2, haciendo la zona pelGcida mas permisiva (ZP2 no
cortada) o no permisiva (ZP2 cortada). Con los datos recientes se ha propuesto que si
los espermatozoides se adhieren a la zona peltcida es con una ZP2 intacta (53, 54).
Los datos experimentales sugieren que la ZP2 se une y es el sustrato de la acrosina una

serino proteasa localizada en el acrosoma (55, 56).

Una vez que los espermatozoides son depositados en el tracto genital femenino, los
espermatozoides son atraidos al ovocito. La fecundacién se da por lo menos en seis
pasos, los cuales se dan en un orden como describe la Figura 4. Paso 1: la capacitacion
e hiperactivacion, es definida como el tiempo que el espermatozoide debe residir en el
tracto reproductor y las modificaciones en su motilidad adquiriendo un movimiento
asimétrico y amplio del flagelo (40,57), Paso 2: un espermatozoide con el acrosoma
intacto se unira a la zona pelacida del ovocito, Paso 3: una vez unido el
espermatozoide a la ZP experimentara la reaccion acrosémica, Paso 4: para penetrar
la ZP e ingresar al espacio perivitelino, Paso 5: el espermatozoide se adhiere a la
membrana plasmatica del ovocito, Paso 6: finalmente el espermatozoide se fusiona
con este ultimo (51, 58, 59).

............ Ampula
X FFFFFEETTTR A |'l°l'l'l’l°l’[‘]'j SHREEs

= - Nucleo oocito

g
Cuerpo polar

LRl el

v v

ptas Oviductales

Figura 4. Procesos que sufre el espermatozoide en el tracto reproductivo de la hembra.
1) activacion, 2) capacitacion, 3) hiperactivacion, 4) reconocimiento entre gametos, 5)

reaccion acrosomal, 6) adhesion y 7) fusion. (60)
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1.3.  Acrosina

La acrosina (EC 3.4.21.10) es una enzima tipo tripsina (serino proteasa) mas estudiada
asociada con el espermatozoide de mamiferos, se encuentra en la cabeza del
espermatozoide tiene un proceso importante en la fertilizacion (61) ha tomado su
importancia en el proceso indicador de la calidad espermética. La acrosina es liberada
luego de la reaccion acrosémica con propiedades de una serino proteasa (62).

Es una enzima responsable de la penetracion del espermatozoide a la zona peltcida
del évulo durante la fecundacion (62, 63, 64 y 83) y muestra una gran afinidad con la
zona peldcida (65), esto es demostrado en matriz acrosomal en bovinos, hamster,
conejillos de india (61,66-70).

La presencia de la acrosina se ha demostrado en pollos (71), cerdo (26, 27), toro (27),
conejillo de indias (72), carnero (27, 73), conejo (74), humano (75), perros (76).

En los espermatozoides de mamiferos estudiados, la acrosina presente un precursor
enzimatico en su forma zimdgena es la proacrosina (77) inicialmente demostrado por
Meizel en 1972 en conejos. La activacion de proacrosina en acrosina requiere la
penetracién del espermatozoide en la zona pellcida y esta conversion ocurre en el

proceso de capacitacion (18, 78-81).

Segun Maeda et al (82) en 1990, la actividad enzimatica del acrosina puede medirse
utilizando un portaobjetos de sustrato de gelatina, esta técnica es sencilla, reproducible

y eficaz para evaluar algun tipo de dafio a nivel enzimatico del acrosina (82).

Polakoski y Zahler en 1977 (26) propusieron que la activacion in vivo ocurre durante

o resulta de la reaccion acrosdmica (26).

La proacrosina es la forma zimdgena presente en la membrana interna del acrosoma
del espermatozoide (61, 84), su forma activa es la acrosina siguiendo la capacidad de
interaccién del espermatozoide con glicoproteinas de la zona pellcida (85, 86).

1.4.  Evaluacion de la actividad proteolitica de espermatozoides

La actividad proteolitica individual de los espermatozoides fue detectada usando como
sustrato la gelatina. Esta técnica permite observar la reaccién enzimaética de un
espermatozoide individual. Este método fue descrito anteriormente por Gaddum y
Blandau en 1970 y 1972 (87, 88), quienes disefiaron un método para estudiar los
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espermatozoides capaces de penetrar la zona pelucida y demostrar su actividad
proteolitica de la acrosina, usaron una mezcla de gelatina con tinta china. Fue
modificada por Benitez-Bribiesca y Velazquez Meza en 1972, quienes eliminaron la
tinta china del sistema (89). La ventaja de este método es que permite la observacion
minuciosa de las cabezas de espermatozoides individuales durante la liberacién de la
enzima (90).

La actividad de la acrosina es detectada por un halo alrededor de la cabeza de
espermatozoides individuales. Los halos tienen tamafios variables, dependiendo del
nivel de actividad de la acrosina y especie, hasta la fecha esta técnica ha sido usada
con resultados satisfactorios en humanos (Homo sapiens), toro (Bos taurus), hamster
(Mesocritesus auratus), perros (Canis lupus), ardilla macho (Sciurus vulgaris), raton
(Mus musculus), rata (Rattus norvegicus), alpaca (Vicugna pacos) (91), conejo
(Oryctolagus cuniculus) (4), cobayo (Cavia porcellus), carnero (Ovis canadensis),
perro (Canis lupus) (92-94), aves (82). Esta técnica es facil y reproducible puede
usarse para diagnosticar infertilidad debido a la disminucion de la actividad de la

acrosina, es una técnica eficiente para identificar la esterilidad masculina (85-86).

1.5.  Campos electromagnéticos, radiaciones ionizantes y radiaciones no
ionizantes

Los campos electromagnéticos (CEM) como muestra el diagrama de la Figura 5, se
encuentran en forma omnipresente en el entorno del ser humano, por lo tanto, ha estado
presente en la tierra. Los CEM estan compuestos por campos magnéticos ( como el
producido por el giro del nucleo de hierro de la tierra) y campos eléctricos (como las
tormentas), los cuales pueden separarse de su fuente y viajar por toda la habitacion a
grandes distancias con la velocidad de la luz (aproximadamente 300.000 kilémetros
por segundo) como muestra la Tabla 1 de algunos aparatos electronicos, esta propiedad
se utiliza para transmitir informacion, donde tienen como fuente: artefactos
electrodomésticos, computadoras, redes inalambricas, instalaciones radio y television,
teléfonos mdviles, lineas de energia como muestra la Figura 6 (97). Cuando un CEM
se encuentran con un objeto se puede dar tres efectos: a. puede ser reflejada, b. puede
transmitirse a través del objeto, c. puede ser absorbida (125).
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Figura 5. Diagrama de un campo electromagnético (96).
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Figura 6. Fuentes de exposicién de campos electromagnéticos en la vida cotidiana
(95).

El espectro electromagnético se puede distinguir por diferentes rangos de acuerdo a su
longitud de onda y su frecuencia como muestra el diagrama de la Figura 7. La radiacién
de onda electromagnética puede ser clasificada dos grupos: radiacion ionizante y no

ionizante (3).
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Figura 7. Diagrama de un espectro electromagnético. Mostrando una radiacion

ionizante y una radiacion no ionizante con su respectiva frecuencia (97).

El campo eléctrico se mide en voltios por metro (\VV/m), aumenta el campo con mayor

voltaje y disminuye con la distancia de la fuente (97).

El campo magnético se mide en amperios por metro (A/m) y se expresa como una
densidad de flujo en tesla (T) o gauss (G) (97).

La frecuencia, se define como oscilaciones por segundo, expresada en Hercios(Hz) por

ejemplo 1 Hz corresponde a una oscilacién completa por segundo 1 Hz = f (97).
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La longitud de onda A, se define como la longitud de una oscilacion de una onda
electromagnética (también llamado “periodo”), Se expresa en metros (m) como

muestra la grafica de la Figura 8 (97).

La amplitud, se define como la altura de una oscilacion como muestra la grafica de la
Figura 8. En el rango de campos electromagnéticos se clasifican de la siguiente forma
97):

¢ laintensidad del campo eléctrico (unidad V / m) para el campo eléctrico

e laintensidad del campo magnético (unidad A / m) o en la materia la densidad
del flujo magnético (unidad T) para el campo magnético

e la densidad de flujo de potencia (unidad W/ m?) para el campo

electromagnético.

El Hertz es la unidad de medida de la frecuencia de las ondas y corresponde a un ciclo

por segundo como muestra la Ecuacion 1 (125).
A = v.f (Ecuacién 1)
Donde:

e )= longitud de onda
e v= la velocidad de propagacion que es igual a la velocidad luz (3x108
metros/segundo)

e f=frecuencia

Wavelength

Amplitude

Course (m)
Time (s)

Period

Figura 8. Gréfica de una onda sinusoidal representando la longitud de onda, el periodo
y la amplitud (97).
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Radiacion No lonizante

La radiacion no ionizante (RNI), son de baja frecuencia y de ondas de longitud largas,
su energia de los fotones no induce a la ionizacién de atomos y moléculas, es decir, no
son capaces de romper enlaces que unen las moléculas para formar celulas, por
ejemplo, la luz visible, la radiacion infrarroja, radiacion electromagnética de
frecuencia extremadamente baja, estaciones base de telefonia celular (800-1900 MHz).
De acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS, 2015) las radiaciones no
ionizantes del espectro electromagnético son agrupadas por su frecuencia (nimero de
oscilacién por segundo) y su longitud de onda (distancia entre dos picos de oscilacion),
comprenden campos estaticos o no variables con el tiempo 0 Hz (Herzio= un ciclo por
segundo) hasta frecuencias de 300 GHz (3x10%° Hz), se clasifica de la siguiente forma
(98):

Campos estéaticos (0 Hz): Son campos que no cambian en direccion o intensidad en

el tiempo (dispositivos de resonancia magnética) (98).

Campos de baja frecuencia 1 Hz - 300 Hz: Son campos eléctricos y magnéticos que
varian en el tiempo. Estd conformado por un campo eléctrico debido a una carga
eléctrica y un campo magnético. (aparatos eléctricos, dispositivos electronicos, lineas

eléctricas, entre otros) (98).

Campos de frecuencia intermedia 300Hz-10MHz: Producen efectos térmicos e
inducen a excitaciones nerviosas y musculares (transmisores de radio AM, sistemas

antirrobo, sistemas de seguridad, pantallas de ordenador) (98).

Campos de alta frecuencia o radiofrecuencia 10 MHz-300 GHz: La exposicion se
mide en vatios por metro cuadrado (W/m?). Ejerce cierto calentamiento sobre el tejido
expuesto, puede causar cierta vibracion sobre las moléculas del cuerpo humano y por
lo tanto producir calor. Se utilizan en su mayoria con fines de comunicacién (teléfonos
moviles, Wi-fi, bluetooth, television, radios, estaciones base, dispositivos de
seguridad, hornos microondas y en medicina como equipos de resonancia magnética)
(98).
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Radiaciones lonizantes

Son de frecuencias muy altas y longitudes de onda muy cortas, los electrones son
desplazados de las moléculas y los atomos; producidos por la interaccion de fotones
de muy alta energia como los rayos X, rayos gamma, rayos cosmicos, particulas alfa
(126).

Con la preocupacién publica acerca de los posibles efectos de los campos
electromagnéticos (CEM) como lineas eléctricas o estaciones base de teléfonos
moviles sobre si es un potencial impacto en la salud publica se requiri6 la participacion
de los organismos internacionales como la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
y la comisidn internacional de proteccion contra la radiacion no ionizante (ICNIRP),
Instituto de ingenieros eléctricos y electronicos (IEEE), la agencia internacional de

investigacion contra el cancer (IARC) (2).

La OMS, en el afio 1996 establecio un proyecto llamado “Proyecto Internacional sobre
los Campos Electromagnéticos-CEM”, para evaluar las pruebas cientificas acerca de
la exposicion de los CEM sobre la salud y el medio ambiente con una frecuencia de 0-
300 GHz. El proyecto fue creado para obtener conocimiento acerca de estandares

internacionalmente aceptables que limiten la exposicién de los CEM (2).

La organizacion ICNIRP fue constituida como una comision independiente, estd
reconocida como una Organizacion no gubernamental (ONG) colaboradora de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la organizacién internacional del trabajo
(OIT). La ICNIRP esta encargada de diseminar consejos basadas en la ciencia para
limitar las exposiciones a la radiacion no ionizante, basan su asesoramiento en
publicaciones cientificas sobre los efectos bioldgicos para todo rango de frecuencia de
radiacion no ionizante (RIN). Los valores aprobados por la ICNIRP como valores
maximos de exposicidn son estandares internacionales aprobados por la OMS vy la
Unién Internacional de telecomunicaciones (UIT) (127).

Anivel nacional, en el Per( se establece un marco normativo que regula las radiaciones

no ionizantes de los servicios de telecomunicaciones. Anexo 16
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1.6. Campos magnéticos

El campo magnético surge de imanes permanentes, los imanes permanentes tienen un
campo magnético estatico (0 Hz) con una fuerza y direccidn en gran medida constante
(como el campo magnético de la tierra), se mide en amperios por metro (A/m) y se
expresa como una densidad de flujo en tesla (T) y en el sistema cegesimal en gauss
(G) para describir la fuerza de campo magnético en la materia (97).

La intensidad del campo magnético alrededor de un conductor aumenta con el aumento
de la intensidad de corriente eléctrica y disminuye con la distancia de la fuente del
campo (97).

Un campo magnético representada por la letra H y una densidad de flujo magnético
asociada con la letra B existen solo si las cargas eléctricas se encuentran en
movimiento, es decir si hay un flujo de corriente eléctrica. La relacion entre las dos
descripciones del campo B y H son importantes para la descripcion de la interaccién
entre los campos y la materia bioldgica. Esta representada por B = uH , donde u =
representa a una constante de material biol6gico y u, es la permeabilidad magnética
del espacio libre (vacid, aire). Los campos magnéticos solo ejercen fuerzas sobre una

({4

carga en movimiento “q”. Dada por la fuerza de Lorenz como muestra la Ecuacion 2
(3).
F = qv x B (Ecuacion 2)

Donde la direccion de la fuerza F es perpendicular a la velocidad v como a la densidad

de flujo magnético B (3).

Los campos magnéticos aparecen cuando esta en marcha un aparato electronico y fluye
la corriente, si esta encendido el aparato y circula la corriente estara presente un campo
magnético proporcional a la intensidad de la corriente de la fuente que lo alimenta. Los

materiales como las paredes no bloquean los campos magnéticos (ICNIRP) (127).
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Tabla 1. Intensidades del campo eléctrico y magnético (UT) de algunos aparatos
electronicos a diversas distancias (125).

Intensidad del campo mgniﬂco [:Tana Intensidad del
Aparato eléctrico | A una distancia | A vna distancia distancia de1 campo eléctrico
de 3 cm (uT) de 30 cm (uT) (V/im)a30cm
m (uT)
Secador de pelo & = 2000 001-7 001 -003 80
Maquina de
afeitar elécirica 15-1500 0.08 -9 0,01 -0,03
Aspiradora 200-800 2-20 013-2 50
Luz fluorescente 40 - 400 05-2 002-025
Homo de
microondas F3-200 4-8 025-06
Radio portéfil 16— 54 1 < 0,01
Homo eléchico 1-50 0,15-05 001 -0,04 8
Lavadara 0.8-50 015-3 001 -015
Plancha &-30 012-03 001 -003 120
Lavavaijilas 35-20 06-3 007-0.3
Ordenador 0.5-30 < 0,01 &0
Frigorifico 0.5-1.7 0,01-025 <0,01 120
Televisor de colar 25-50 0.04-2 0,01 -015 &0
En la mayoria de los electrodomeésticos, la intensidad del campo Lirnite
magnético a una distancia de 30 cm es considerablemente inferior al recomendado
imite recomendado para el conjunto de la poblacidn de 100 ul. 5000 Vim

1.7.  Efecto de los Campos magnéticos y su efecto en la salud reproductiva

En los Gltimos afios en los servicios de telecomunicaciones en el Per(, ha incrementado
la telefonia movil. De acuerdo con el organismo supervisor de la inversion privada en
telecomunicaciones (99) (OSIPTEL), en septiembre del 2008 la tasa de
comunicaciones moviles alcanzo al 70.2 % con aproximadamente 20 millones de

usuarios (99).

Los campos magnéticos no solo ejercen fuerzas fisicas sobre objetos de metal sino
también sobre cargas eléctricas en movimiento como es el cuerpo humano. Estos
campos afectaran las células cargadas eléctricamente, esta fuerza puede reducir o
acelerar el movimiento de las particulas (127).
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Las redes eléctricas producen campos magnéticos que interaccionan con el cuerpo
humano, estos campos magnéticos dan lugar campos eléctricos inducidos por el cuerpo

humano los cuales son causantes de efectos bioldgicos (111).

La fertilizacion es importante para continuar con la vida de las especies. El rol del
espermatozoide es fertilizar el ovocito y asi dar origen a un nuevo ser. Sin embargo,
de todas las parejas sexualmente activas el 12-15 % son infértiles. Se pude identificar
un 50 % como componente masculino. La mayoria de las causas de infertilidad
masculina son tratables (100). La calidad del semen es establecida de acuerdo a la
Organizacién Mundial de la Salud (101). Las causas de infertilidad se pueden clasificar
en cuatro categorias: a. produccién de espermatozoides defectuosos, b. obstruccién en
el tracto reproductivo, c. inflamacion, d. desordenes sexuales (102). Ademas, en
nuestra sociedad ha habido un incremento considerable de la tecnologia y el aumento
a la exposicion de campos magnéeticos de baja frecuencia, los efectos en la infertilidad

del hombre son contradictorios y permanecen en estudio (3).

La comision internacional de proteccion contra la radiacion no ionizante (ICNIRP)
evalUa toda la informacién cientifica sobre los posibles efectos de exposicion a largo

plazo sobre la salud humana (127).

AUln existe poca comprension de la interaccion de los campos magnéticos con los
tejidos bioldgicos u organismos vivos. Recientemente la comision internacional de
proteccion contra la radiacion no ionizante (ICNIRP) indican la densidad de flujo
magnético maximo permisible para la exposicion publica en general es de 200 uT
(103).

La exposicion a radiaciones ionizantes puede provocar dafios en los tejidos u érganos
expuestos como modificaciones moleculares en la expresién de genes, fragmentacion
de ADN, incrementar la produccion de radicales libres (ROS). Se ha descrito en

experimentos in vitro e in vivo efectos dafiinos en la fertilidad masculina (104, 105).

Existen dafios induciendo a una apoptosis de las células espermaticas en ratones (8, 9),
disminucion de hormonas sexuales, masa testicular, cantidad y movilidad de
espermatozoides y poblacion de células germinales, mientras aumenta niveles de

testosterona y masas testiculares en estudios con animales (10-13). La exposicion de
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RF-EMF in vitro induce una disminucién en la movilidad y actividad espermatica,
mientras que hubo un aumento de fragmentacion de ADN y expresion génica de la

clusterina seminal (CLU) (7).

Sin embargo, existen estudios de no afectar el nimero de espermatozoides, la
histologia o la masa testicular (106). Muchos estudios muestran resultados
contradictorios, pero es claro que una alta dosis de campos magnéticos y un largo
tiempo de exposicion puede afectar las pruebas como en la induccién de apoptosis de
células germinales testiculares en ratones (9, 13). Sin embargo, existen estudios
experimentales que se plantean efectos beneficiosos en la fertilidad masculina como

aumento de su movilidad espermatica (107).

El 75 % de pacientes con rangos de fertilizacién baja, la causa severa es la
oligozoospermia, astehozoospermia, teratozoospermia o anormal acrosomas asociados
con poca o0 sin unidn a la zona peldcida (108-110). En el otro 25 % de los pacientes las

causas no son obvias ya que es normal la union del semen y la zona peltcida (109).
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CAPITULO 11
2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Materiales

2.1.1. Medios de cultivo
e Medio Biggers, Whitten and Whittingham (BWW)

2.1.2. Soluciones

e Solucion de Eosina Y 0.5 %: Contenia 50 mg de eosina Y en 10 mL de
Cloruro
de sodio (NaCl) al 0.9%.

e Solucion Hiposmotica: Contenia 0.1470 g de Citrato de sodio (NazCeHs07)
y 0.2702 g de fructosa (CeH1206), disueltos en 20 mL de agua.

e Buffer Fosfato salino PBS: Cloruro de sodio (NaCl)124 mmol/L, Fosfato
monosodico (NazHPO4 )10 mmol/L y Fosfato de potasio monobasico
(KH2PO4) 3 mmol/L.

2.1.3. Reactivos

o Gelatina (Sigma)

e Glutaraldehido 0,05% (Sigma)

e Rojo Ponceau

e Alcohol etilico 70%

e Suero de albumina bovina (BSA) (Sigma)

e Inhibidor de tripsina de frejol de soya (SBTI) (Sigma)
e Aprotonina (Sigma)

e Acido acético

e Metanol

e Reactivo de Bradford

e Triton X-100 (Sigma)

e Glicerol 10 %

e HCI1mM

e HCI1M

e Benzoil Arginina Etil Ester (BAEE) (Sigma)
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e Tris base (Sigma)

e KCI (Sigma)

e KH2PO4(Sigma)

e MgSO4.7H.0 (Sigma)
e Na. Pyru (Sigma)

e Na. Lactato Pyru (Sigma)
e Glucosa (Sigma)

e NaHCO3(Sigma)

e Penicilina (Sigma)

e Estreptomicina (Sigma)
¢ Rojo fenol (Sigma)

¢ NaCl (Sigma)

e CaCl: (Sigma)

e Agua destilada

2.1.4. Material biolégico

Durante el desarrollo del trabajo se trabajaron con cuatro grupos de ratones por
un periodo de 35 dias, grupo I: 2 ratones control, grupo Il: 2 ratones con
exposicion simulada (Sham Exposure), grupo Il1: 2 ratones con exposicion a
campos magnéticos de 50 Hz, 50 uT, grupo IV: 2 ratones con exposicion a
campos magneticos de 50 Hz, 550 pT; y con otros cuatro grupos de ratones por
un periodo de 70 dias, grupo I: 2 ratones control, grupo Il: 2 ratones con
exposicion simulada (Sham Exposure), grupo Il1: 3 ratones con exposicion a
campos magnéticos de 50 Hz, 50 uT, grupo IV: 3 ratones con exposicién a
campos magnéticos de 50 Hz, 550 uT, los cuales fueron mantenidos en el
bioterio de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos. Los ratones se mantuvieron a una temperatura de 25 a
27 °C, con libre acceso a la comida balanceada, agua y un fotoperiodo de 14/10
horas luz/oscuridad.

2.1.5. Material de plastico y vidrio
e Portaobjetos

e Cubreobjetos
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e Matraz Erlenmeyer de 50 mL, 500 mL, 1000 mL
e Vaso de Precipitado de 250 mL, 500 mL, 1000 mL
e Bagueta de Vidrio

e Frasco Tapa Rosca Azul 25 mL, 50 mL, 100 mL, 250 mL, 1000 mL
e Frasco Color Ambar Oscuro

e Probeta de 100 mL, 250 mL

e Tipsde 10 pL, 200 pL, 1000 pL

e Pipetade 1 mL

e Pipetas Pasteur

e Filtro Millipore 0.45 pm

e Filtro 40um

e Pastilla Magnética

e Placas Petri

e Tubos de ensayo

e Tubos Falcon de 15 mL, 50 mL

e Tubos eppendorf

e Racs

e Criovial de 2 mL

e Papel Toalla

e Gorro

e Guantes

e Mascarilla

2.1.6. Materiales del Bioterio
e Viruta

e Materiales de limpieza (Detergente, Lejia, Pafio Absorbente)

2.1.7. Equipos

e Balanza analitica
e Estufa

e Autoclave

e Incubadora con CO;
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e Campana Extractora

e Cémara de Flujo Laminar

e Espectrofotometro UV-VISIBLE

e Equipo de Bafio Maria

e Centrifugadora

e Micropipetas (10, 50, 200, 1000 pL)
e Microscopio de Luz

e Refrigeradora

e Céamara de Neubauer

e Potenciometro

e Heat plate

2.2.Metodologia

2.2.1. Disefo e implementacion de un sistema generador de campos magnéticos
de baja frecuencia basados en bobinas de Helmholtz para ratones de
prueba en estudios biologicos

El disefio fue basado en el modelo Codigo correspondiente al proyecto

Multidisciplinario con Cédigo N° PMI12013J03, propuesto por el Ing. Victor Cruz. Los

calculos para el disefio del sistema de exposicion se realizaron mediante el software

Matlab. El disefio se baso en condiciones aceptadas por la Organizacion Mundial de

la Salud (OMS).

Los campos magnéticos generados por este sistema estan basados en analisis de los
limites de exposicion recomendados por la Comision Internacional de Proteccion

contra las Radiaciones No lonizantes (ICNIRP).

El disefio y construccién del sistema esta basado en 04 bobinas de Helmholtz que se
usaron para la exposicién experimental y la simulada, ajustadas con soportes
adecuados al tamafio de contenedores para ratones con cable AWG N°18 de 0.00102
m de didmetro, considerando un radio de la bobina de 0.36 m y 80 vueltas por cada
carrete, con una separacion entre carretes de 0.36 m y para la alimentacion de voltaje
se usaron 04 transformadores de 2.5 v, 4.5 v, 22.5 v y 45 v como muestra la Figura 9.
Estos trabajos fueron realizados en la Facultad de Ingenieria Electronica y Eléctrica de

la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.
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Figura 9. Sistema generador de campos magnéticos basados en bobinas de Helmholtz
(1112).

2.2.2. Exposicion a campos magnéticos

Los ratones se agruparon en un grupo control (sin exposicion a campo magnético),
grupo de exposicion simulada, grupo expuesto a un campo magnético de 50 UT y grupo
expuesto a un campo magnético 550 UT, 50 Hz a través de bobinas de Helmotz como
muestra la Figura 10, por un periodo de 35 dias y 70 dias.

Figura 10. Exposicién de los grupos de estudio: A. Grupo control, B. Grupo con
exposiciéon simulada, C. Grupo con exposicion a campo magnético de 50 uT y D.

Grupo con exposicién a campo magnético de 550 pT.
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2.2.3. Procedimiento experimental
El trabajo se realiz6 con un total de 18 ratones divididos en 2 grupos a 2 diferentes

tiempos de tratamiento 35 dias y 70 dias como muestra la Figura 11:
Grupos de tratamiento por un periodo de 35 dias
Grupos control

o GRUPO I: 2 ratones control a los 35 dias
Grupos de Exposicion Simulada

o GRUPO II: 2 ratones con exposicion simulada (Sham exposure) por 35 dias
Grupos de exposicion de baja intensidad a 50 T

o GRUPO Il1: 2 ratones expuestos 35 dias a baja intensidad 50-60 Hz ,50 uT
Grupos de exposicion de alta intensidad a 550 uT

o GRUPO IV: 2 ratones expuestos 35 dias a alta intensidad 50-60 Hz ,550 pT
Grupos de tratamiento por un periodo de 70 dias
Grupos control

o GRUPO I: 2 ratones control a los 70 dias
Grupos de Exposicion Simulada

o GRUPO II: 2 ratones con exposicion simulada (Sham exposure) por 70 dias
Grupos de exposicion de baja intensidad a 50 pT

o GRUPO IlI: 3 ratones expuestos 70 dias a baja intensidad 50-60 Hz ,50 uT
Grupos de exposicion de alta intensidad a 550 uT

o GRUPO IV: 3 ratones expuestos 70 dias a alta intensidad 50-60 Hz, 550 uT
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Figura 11. Flujograma de los grupos de estudio.

2.2.3.1.Colecta de la muestra
Los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical, se ubico las colas de los
epididimos y se colocaron en medio de cultivo BWW atemperada a 37 °C
suplementado con 4 mg/mL de suero albumina bovina (BSA), se hizo pequefias
incisiones en los epididimos para liberar los espermatozoides en el medio, luego se
separd los restos de tejido y se procedio a llevar la muestra de espermatozoides a una
incubadora con una temperatura de 37 °C y 5 % de CO; para la estabilizacion del medio

con los espermatozoides como muestra la Figura 12.

Figura 12. Metodologia del aislamiento de espermatozoides de raton: A. sacrificio, B.
diseccién de la cola del epididimo, C. aislamiento del epididimo en medio de cultivo
BWW y D. incubacion 37 °C con 5 % de CO..
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2.2.3.2.Evaluacion de los parametros espermaticos basicos
En los ratones de estudio se evalud los parametros espermaticos. Los parametros

fueron evaluados de acuerdo al criterio del Organismo Mundial de la Salud (101).
Movilidad espermatica

Se tomd 10 pL de la muestra de espermatozoides y se colocd en un portaobjetos
atemperado a 37 °C, finalmente se colocd un cubreobjetos y se observo al microscopio
de luz en un objetivo de 40 X. La movilidad de cada espermatozoide fue clasificada

de la siguiente forma

e P: movilidad progresiva
e NP: movilidad no progresiva

e |:inmovil

Se evaluaron diferentes campos hasta obtener un total de 200 espermatozoides de los
cuales se tomaron en cuenta la movilidad progresiva (P). Los valores fueron

expresados en porcentajes.
Concentracion espermatica

Se realiz6 el conteo en una camara de Neubauer, se realizé una dilucion en un tubo
eppendorf conteniendo 990 uL de agua destilada, luego se colocé 10 pL de muestra de
espermatozoides. Se coloco 10 uL de esta dilucion en el centro de la camara, se dejé
reposar por 5 minutos y se realizo el conteo de los 25 cuadrados. El resultado se

expreso en millones de espermatozoides por mililitro.
Vitalidad espermética

Se evalud la vitalidad de los espermatozoides mediante el uso del colorante vital eosina
Y al 0.5 %, para diferenciar entre espermatozoides vivos y muertos. Se tomo 10 uL de
la muestra y se colocd sobre un portaobjeto previamente atemperado a 37 °C con 3 uL
del colorante vital Eosina Y, se mezclaron ambas gotas y se dejé incubando por 2
minutos, finalmente se colocara un cubreobjetos y se observara al microscopio de luz
a 40 X. Se evaluaron 200 espermatozoides. La vitalidad se caracterizé de la siguiente

forma:
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e Espermatozoides vivos: cabeza blanca

e Espermatozoides muertos: cabeza rosada
Integridad de membrana plasmética (Test de HOST)

El test de HOST se prepard una solucion hiposmotica colocando 90 pL de la solucion
en un tubo eppendorf y se agregé una alicuota de 10 pL de la muestra de
espermatozoides, se incub6 a 37 °C por 30 minutos. Se evalud los espermatozoides
presentando un tipico enrollamiento de la cola (causado por el hinchamiento de la

membrana plasmatica).

El resultado fue expresado en porcentaje de espermatozoides con la membrana intacta,
es decir el porcentaje de espermatozoides que responden al test Hiposmatico.

2.2.3.3.Estandarizacion del protocolo de determinacion de la Actividad
Enzimatica individual en espermatozoides mediante halos de

digestion en Gelatina
La digestion de gelatina se evalué mediante la medicion de halos de digestion de la
gelatina (76, 88). Sobre un portaobjeto limpio y previamente refrigerado, se depositd
en un extremo de este una gota de 100 pL de una solucion de gelatina (Sigma, Type A
from porcine skin) al 3 %. Luego las placas se mantuvieron a temperatura ambiente

(21°C) hasta su completo secado.

Posteriormente, se fijé con una solucion de glutaraldehido al 0.05% (V/V) por
inmersion por 10 minutos, se lavaron dos veces con PBS y se almacenaron toda la

noche en cdmara hiumeda a 4 °C.

Luego, sobre los portaobjetos con gelatina, se depositd 50 uL de las muestras de
espermatozoides. Las muestras se extendieron en el portaobjetos y se incubaron a 37
°C y 5% de CO2 por 24 h. Posteriormente se tifieron con Rojo Ponceau (Sigma) por 5
minutos y lavados con agua destilada, para finalmente observar al microscopio de luz
a 40 X. Los halos de digestion se cuantificaron de acuerdo al diametro de los halos de
digestion en micrones en un programa llamado Image J. Los espermatozoides que
presentaban un halo de mayor diametro en la cabeza del espermatozoide era una mayor
actividad enzimatica de acrosina mientras que los que no presentaban halo o
presentaban un halo pequefio era por una disminucion de actividad.
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Para la evaluacion de los halos de digestion de gelatina en un portaobjeto, se realizaron
2 réplicas experimentales por grupo de estudio, se contabilizo un minimo de 200

espermatozoides por tratamiento evaluado.

Se evalu6 controles negativos usando SBTI y Aprotonina como inhibidores de la
actividad enzimatica de acrosina. Se extrajo una alicuota de 200 uL de la muestra 'y se
depositd en un eppendorf con 800 pL medio de cultivo BWW con 1 mg/mL de
inhibidor de tripsina de frejol de soya (SBTI). Otra alicuota de 200 pL se extrajo de la
muestra de espermatozoides y se depositdé en un eppendorf con 800 puL medio de
cultivo BWW con 1 mg/ml de inhibidor de aprotonina. Ambas muestras fueron
incubadas a 60 minutos a 37 °C y 5 % COx. Finalmente se extendieron 50 pL de las
muestras sobre un portaobjetos con gelatina, se incubaron a 38°C y 5% de CO; por 24
h. Posteriormente se tifieron con Rojo Ponceau (Sigma) por 5 minutos y se lavaron con
agua destilada para finalmente observar al microscopio de luz a 40 X.

2.2.3.4.Medicidn de la actividad enzimatica de extractos acidos por hidrolisis
con BAEE

Extraccion acida de enzimas acrosomales

Los espermatozoides extraidos de la cola del epididimo en el medio de cultivo BWW,
se centrifugaron a 1700 rpm por 5 minutos, se descartd el sobrenadante y se
resuspendio el precipitado con NaCl a 0.5 %, se dej6 incubando por una hora a 37 °C,
se centrifugo a 1700 rpm por 20 minutos, se elimind el sobrenadante y se resuspendio
con la solucion acuosa de Triton X-100 al 0.1% y se centrifugé inmediatamente a 1700
rpm por 20 minutos. Se elimind el sobrenadante y se resuspendié con HCI 1mM y
glicerol al 10 %, se ajustd el pH a 2.8. Finalmente, se incubaron toda la noche a 4 °C,
para luego centrifugar a 12000 rpm por 15 minutos a 4 °C, se recuperd el sobrenadante

en alicuotas de 50 pL, el cual se almacend a -20 °C.

Medicion de la concentracion proteica de extractos acidos

La concentracion (mg/mL) de proteina presente en la muestra fue cuantificada
mediante el Método de Bradford (112), previa calibracién con concentraciones
conocidas de albumina sérica bovina (BSA) a través de espectrofotometria como
muestra el Anexo 6.
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Para la medicion de la concentracion proteica, se tomaron 20 pL del extracto
espermatico &cido de cada muestra (descongeladas a T° ambiente) y se mezclaron con
180 pL de agua destilada y 1800 pL del reactivo de Bradford (100 mg de azul de
Comassie; 50 mL de etanol al 95%; 100 mL de acido fosforico al 85%, se ajusta a un
litro con agua y se filtra; es estable por 2 meses), en un criovial de 2 mL. Ademas, para
cada muestra se realiz6 un control que contenia 200 L de agua y 1800 pL del reactivo
de Bradford. Luego las muestras fueron incubadas durante 12 minutos a 37 °C en bafio
maria y se midié la absorbancia del contenido de cada tubo en el espectrofotémetro,

para lo cual se utilizo una cubeta de plastico y una longitud de onda (1) de 595 nm.

La ecuacion de la recta, anteriormente descrita, se realizd mediante las concentraciones
conocidas de BSA y asi extrapolando el resultado a la ecuacién de la recta

estandarizada previamente.

Ya conocida la concentracion de proteina de las muestras de extracto espermatico
acido del acrosoma se midid la actividad enzimatica de acrosina, para lo cual se utiliz6

la hidrolisis de éster de bajo peso molecular (113, 114).

Medicion de la concentracion enzimatica de acrosina por hidrolisis con BAEE

Para la medicion de la actividad enzimatica de acrosina, se prepard una solucion de
BAEE 500 uM, Tris base 50 mM, CaCl> 50 mM y a pH 8, la cual fue usada como
sustrato enzimatico. Posteriormente, se colocaron 3 mL de esta solucion en un tubo de
ensayo para ser incubados con 20 pL de extracto acido, realizando dos mediciones por
muestra. Luego de la incubacién durante 30 minutos a 37°C en bafio maria, la reaccion
se detuvo por frio con hielo picado. La medicion de la absorbancia de las muestras en
el espectrofotometro se realizd en una cubeta de cuarzo, a una longitud de onda () de

253 nm y con una ld&mpara de luz ultravioleta (UV).

Una unidad de actividad enzimatica (U) se definié como la cantidad de acrosina que
hidroliza 1 umoL de sustrato (BAEE) en 1 minuto. Para esto, se utilizé un coeficiente
de extincion molar de 1150 L. Mt.cm™ para convertir los cambios de densidad dptica

a micromoles de BAEE hidrolizado.
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2.2.3.5.Andlisis estadistico
Se realiz6 un ANOVA de un factor para comparar medias y prueba t de Student para
identificar si habia diferencia entre los diferentes tratamientos. Los datos fueron
expresados en media * desviacion estandar, y las diferencias fueron aceptadas como

diferencias significativas cuando P<0.05.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
Las investigaciones en modelos experimentales no siguen un patrén de acuerdo a la
densidad de flujo magnético, frecuencia, intensidad sobre los sistemas biologicos, se
han realizado pruebas tanto in vivo como in vitro en animales y humanos. Sin embargo,
existen resultados contradictorios, por este mismo motivo la polémica si realmente los

campos magnéticos afectan o no a la salud.

3.1.Resultados de los parametros espermaticos: concentracion, movilidad,
vitalidad e integridad de membrana plasmatica (Test de Host).
3.1.1. Concentracion de espermatozoides
v' Tratamiento por un periodo de 35 dias

Se comparé las medias del grupo I (20 + 2.83 células x 108/mL) con los demas
tratamientos obteniéndose una diferencia significativa en los valores de concentracion
espermatica (p<0.05) en el grupo 11 (35.5 + 3.54 células x 105 mL) y grupo 11 (34.5
+ 3.54 células x 108 mL) mientras que en el grupo IV (25.5 + 2.12 células x 10/ mL)
no hay diferencia significativa (p>0.05).

Las medias de los resultados de la concentracion espermatica se muestran en la Figura

13.
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Figura 13. Gréfica de las medias de la concentracion de los
grupos I, I, 'y 1V a los 35 dias.
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v Tratamiento por un periodo de 70 dias

Entre los grupos de exposicion (11, 111 y 1V) y el grupo | (47.5 + 1.60 células x 10%/
mL), se realiz6 una comparacion de medias obteniéndose una diferencia significativa
en los valores de concentraciones espermaéticas (p<0.05) entre el grupo | con respecto
al grupo 111 (27 £ 2.65 células x 108 mL) y IV (19 + 5.20 células x 10% mL), mientras
que con el grupo 11 (21 + 1.41 células x 108/ mL) no se observo diferencia significativa
(p>0.05).

Las medias de los resultados de la concentracion espermatica se muestran en la Figura

14.
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Figura 14. Gréfica de las medias de la concentracion de los

grupos I, I, 111 y 1V a los 70 dias.

Estudios anteriores mostraron que la exposicion de ratas adultas a CM-ELF de 50 Hz
de 500 uT por 4 horas/dia, 7 dias/ semana durante 4 y 8 semanas sobre la masa
corporal, peso testicular y epididimario, numero de espermatozoides, tasa de
espermatozoides anormales en la cola del epididimo, nivel de testosterona, frecuencia
de estos del ciclo del epitelio germinal, apoptosis de células germinales y estado
oxidativo en la region testicular. En los resultados no se observaron diferencias
significativas, por lo cual sugieren que los CM de baja frecuencia no afectan la
fertilidad de animales expuestos (115).

En ratones macho de la cepa BALB/c fueron sometidos a una exposicion continua a
campos magnéticos de 60 Hz y a intensidades de 2, 20, 100 y 200 uT por un periodo
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de 24 h/dia por 2, 3, 4, 6 y 8 semanas. Obteniendo como resultado que la masa
testicular no fue afectada en ningun caso, en cambio incremento de las células
apoptoticas de las células germinales testiculares y disminuyd la cantidad de

espermatozoides en el epididimo (116).

En nuestro estudio se observo que los efectos de los campos magnéticos a ratones de
edad adulta a los 35 dias no mostro una disminucion de concentracion de
espermatozoides, mientras que a los 70 dias si mostré una disminucion y fue mas

evidente en el grupo IV en comparacion con el grupo | como indicaria (116).

3.1.2. Movilidad de espermatozoides

v' Tratamiento por un periodo de 35 dias

La movilidad espermatica no se vio afectada por los campos magnéticos a los 35 dias
de exposicion, se realizé una comparacion entre el grupo | (24.69 + 5.14) %, respecto
al grupo 11 (13.55 = 0.36) %, 11 (30.05 £ 4.43) % y IV (25.91 £ 7.18) % no presento
una disminucion significativa (p>0.05).

Las medias de los resultados de la concentracion espermatica se muestran en la Figura
15.
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Figura 15. Gréfica de las medias de la movilidad espermatica
de los grupos I, I1, 11y 1V.
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v Tratamiento por un periodo de 70 dias

En los grupos de estudio no se vio una diferencia significativa en la movilidad
espermatica (p>0.05) comparando el grupo 1 (17.01 + 4,24) %, respecto al grupo 1l
(18.25 £ 8.38) %, grupo 111 (14.99 £ 1.86) % y grupo IV (11.09 + 1.27) %.

Las medias de los resultados de la concentracion espermatica se muestran en la Figura

16.
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Figura 16. Gréfica de las medias de la movilidad espermatica
de los grupos I, I1, 11y 1V.

En el 2007, lorio et al. (117), demuestra que la exposicion in vitro de una onda
sinusoidal de 5 mT con una frecuencia de 50 Hz por 21 horas, no produjo ningln efecto
significativo sobre la movilidad espermaética, estos resultados coinciden con los
resultados del presente trabajo ya que la exposicion a 50 pT y 550 uT a los dos
periodos de tiempos de 35 dias y 70 dias, no mostraron disminucion en la movilidad
de los espermatozoides. Lo cual concuerda con los resultados obtenidos, no se observé
una disminucion significativa en el periodo de 35 y 70 dias de exposicién (117).

3.1.3. Vitalidad de espermatozoides
v' Tratamiento por un periodo de 35 dias

Entre los grupos de estudio comparando el grupo | (9.95 + 0.07) % con el grupo Il
(9.07 £1.32) % y el grupo de IV (9.28 + 2.43) % no se vio una diferencia significativa
(p>0.05), mientras que con el grupo de Il (19.79 £ 2.11) % se vio una diferencia
significativa (p<0.05).
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Las medias de los resultados de la vitalidad espermatica se muestran en la Figura 17.
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Figura 17. Gréfica de las medias de la viabilidad de los grupos
LIy V.

v' Tratamiento por un periodo de 70 dias

Entre los grupos de estudio correspondientes a los grupos de exposicion (11, 11y V)
comparando el grupo | (5.44 £ 0.32) % con el grupo 11 (9.63 £ 2.1) % y el grupo de 111
(8.37 £ 4.16) % no se observé una diferencia significativa (p>0.05), en cambio en
comparacion con el grupo 1V (8.95 + 1.26) % si se observé una diferencia significativa
(p<0.05).

Las medias de los resultados de la vitalidad espermética se muestran en la Figura 18.
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Figura 18. Gréfica de las medias de la viabilidad de los grupos I,
I, 1y V.
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Se investigo el efecto de uso de teléfono celular en 361 muestras de semen de humanos,
se obtuvieron como resultado una disminucion de la concentracion espermatica,

movilidad, viabilidad y morfologia (118).

La exposicion de CM-ELF de baja frecuencia sobre ratones de edad temprana 14 dpp,
4 dpp y de edad adulta 73 dpp, 77 dpp por un periodo de 35 dias, los resultados
obtenidos se observaron una disminucion la viabilidad y la concentracion de células
madre espermatogoniales en ratones de edad temprana, mientras que en ratones de
edad adulta no fueron afectados significativamente. Sin embargo, existe la autofagia
(programa de recuperacion enddgena) es una respuesta de defensa ante el estrés celular

lo cual mantendria la fertilidad masculina de individuos expuestos en su adultez (119).

A los 35y 70 dias de exposicion no se observé una disminucion significativa en el
parametro espermatico de la viabilidad.

3.1.4. Integridad de membrana plasmatica (Test de HOST)
v' Tratamiento por un periodo de 35 dias

Entre los grupos de estudios correspondientes a los grupos de exposicion (11, 111y 1V)
en comparacion con el grupo | (8.14 + 0.52) % se observd una diferencia significativa
(p<0.05) con el grupo Il (17.69 = 1.68) % y el grupo IV (16.25 £ 0.16) %, mientras
que con el grupo 111 (12.05 + 3.34) % no hay diferencia significativa (p>0.05).

Las medias de los resultados de la integridad de la membrana plasmatica se muestran
en la Figura 19.
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Figura 19. Grafica de las medias de la integridad de membrana

de los grupos I, 11, 11y IV.
v Tratamiento por un periodo de 70 dias

Entre los grupos de estudios correspondientes a los grupos de exposicion (11, 111y 1V)
como son el grupo 11 (15.23 £ 13.82) %, grupo 111 (10.12 £ 5.96) % y grupo 1V (17.99
+ 3.62) %, en comparacion con el grupo | (10.29 + 0.69) % no existe diferencia

significativa (p>0.05).

Las medias de los resultados de la integridad de la membrana plasmatica se muestran

en la Figura 20.
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Figura 20. Gréfica de las medias de la integridad de membrana
de los grupos I, 11, 1Ty IV.
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A los 35 y 70 dias de exposicion no se observéd una disminucion significativa en el
parametro espermatico de la integridad de la membrana plasmaética.

3.2.Medicion de la actividad de acrosina mediante la digestion de gelatina en
placa

Para la identificacion de la actividad enzimatica de acrosina presente en los

espermatozoides, se utilizo las técnicas de digestion de gelatina en placa. En 1970

Gaddum y Blandau (85, 86, 88) utilizaron por primera vez la técnica de digestion de

gelatina en placa, siendo una técnica simple para determinar la acrosina y

anteriormente utilizada en diferentes investigaciones para observar la actividad de

dicha enzima en diferentes animales y sometida a diferentes tratamientos (85, 86, 88).

En los diferentes tipos de tratamiento, se encontraron halos de digestion de gelatina de
diferentes diametros como muestra la Figura 21 y Figura 22.
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Figura 21. Imagenes de halos de digestion en portaobjetos de espermatozoides,
teflidos con Rojo Ponceau y obtenidas con el microscopio de luz (40 X y 20 X). Se
observan espermatozoides con halos de digestion de diferentes diametros, los cuales
se pueden diferenciar en: grupo | (A), grupo 11 (B), grupo 111 (C) y grupo IV (D).
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Figura 22. Imagenes de halos de digestiobn medidos con el programa Image J y

obtenidas con el microscopio de luz a 40 X. Se observan espermatozoides con halos
de digestion de diferentes diametros, los cuales se pueden diferenciar en: grupo | (A),
grupo 11 (B), grupo 111 (C) y grupo 1V (D), donde cada columna pertenece a los dos
periodos de tiempo, 35y 70 dias.
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La actividad enzimatica de acrosina mediante el método de hidrolisis de gelatina, se
describio en términos de promedios. Utilizando los valores promedios dados en
micrémetros (um) de los diametros de los halos de digestion de gelatina de los

espermatozoides para el analisis estadistico como muestra la Figura 23.

Tiempo de exposicion: 35 dias

20,00

Media Diametro del halo (um)

Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV

Tratamientos

Barras de error; 95% Cl
Figura 23. Promedio de los diametros de los halos de digestion de gelatina de

espermatozoides sometidos a diferentes tratamientos en un tiempo de 35 dias.
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Figura 24. Promedio de la cantidad de espermatozoides con y sin halos de

digestion sometidos a diferentes tratamientos en un tiempo de 35 dias.
De acuerdo al tamafio de los halos de digestion a los 35 dias, en los diferentes
tratamientos se observé una diferencia significativa (p<0.05) entre el grupo | (16.76
3.19), grupo 11 (9.76 £ 2.13), el grupo de 11l (5.29 £ 2.57) y el grupo de IV (10.36 £
5.05) como muestra la Figura 23. Sin embargo, también se demostré que ha mayor
dosis de exposicion a campo magnetico los grupos presentaban mayor cantidad de
espermatozoides sin halos de digestion y menor cantidad de espermatozoides con halos
de digestion como muestra la Figura 24, es decir, que a mayor dosis exposicion de

campos magnéticos, la actividad enzimatica de acrosina es menor.
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Figura 25. Promedio de los didmetros de los halos de digestion de gelatina de

espermatozoides sometidos a diferentes tratamientos en un tiempo de 70 dias.
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Figura 26. Promedio de la cantidad de espermatozoides con y sin halos de
digestion sometidos a diferentes tratamientos en un tiempo de 70 dias.
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El promedio de los halos de digestion presentados por los espermatozoides a los 70
dias del grupo I (8.93 + 1.80), grupo Il (9.15 + 1.85), grupo de 11l (12.73 + 3.39) y
grupo de IV (10.22 + 1.87), entre los grupos mostraron una diferencia significativa
(p<0.05). Sin embargo, el grupo | (8.93 = 1.80) con el grupo Il (9.15 £ 1.85) no
mostraron una diferencia significativa (p>0.05). Sin embargo, también se demostro
que ha mayor dosis de exposicion a campo magnético los grupos presentaban mayor
cantidad de espermatozoides sin halos de digestion y menor cantidad de
espermatozoides con halos de digestion como muestra la Figura 26, es decir, que a
mayor dosis exposicion de campos magnéticos, la actividad enzimatica de acrosina es

menor.

En relacion a los controles negativos, incubados con inhibidores tipo tripsina como es
el SBTI y la aprotonina, no se observaron halos de digestion en los portaobjetos con
gelatina, lo que implicaria que la formacion de halos seria provocados por la actividad

de acrosina.

En el 2015, Adel Zalata et al. (7), tuvo como objetivo investigar los efectos de la
exposicién por una hora in vitro de radiofrecuencia electromagnética (RF-EMF) que
emiten los teléfonos celulares sobre la movilidad espermatica, la fragmentacién del
ADN espermatico y la expresion del gen de la clusterina seminal (CLU). En los
resultados hubo una disminucién significativa en la motilidad de los espermatozoides,
y actividad de acrosina espermatica, mientras que hubo un aumento del porcentaje de

fragmentacion del ADN espermatico, expresion del gen CLU (7).

Un aumento de especie reactiva de oxigeno (ROS) se da por la exposicion a campos
electromagnéticos (CEM) (120) en la region testicular, pero este aumento de ROS
puede ser revertido usando antioxidantes. Se evalud el efecto en ratas macho expuestas
a CEM con y sin &cido rosmarinico (compuesto fenolico con capacidad antioxidante y
antiinflamatorias), los resultados demostraron que el acido rosmarinico puede prevenir
el efecto del dafio celular en especial la apoptosis de las células sertoli causado por la
exposicion a CEM (121).

Los ROS causan estrés oxidativo (SO) causante de un dafio celular, el SO ocurre
cuando hay un desequilibrio entre los ROS y la capacidad de absorcion de

antioxidantes. Los espermatozoides son sensibles a este tipo de estrés por que poseen
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una cantidad limitada de antioxidantes enddgenos y presentan abundante sustrato para
los ROS en forma de &cidos grasos saturados y ADN (122). Los altos niveles de ROS
son la principal causa de la infertilidad masculina y deterioran procesos importantes
para la fecundaciébn como la capacitacion, la reaccién acrosomica, fusion de

espermatozoide y ovocito, fragmentacion del ADN (123).

En el 2004, Zalata et al. (124), evidencié una relacion entre el estrés oxidativo y la
actividad de acrosina, obtuvo muestras de 30 hombres infértiles y 12 voluntarios
normozoospermicos fértiles. En los resultados sugieren una disminucion de la

actividad de la acrosina por el estrés oxidativo (124).

La disminucidn de la actividad de la acrosina a los 35 dias de exposicion, se contrasta
con lo encontrado por Adel Zalata et al., 2015 (7), quien sugiere que el estrés oxidativo
juega un rol importante ya que es el proceso de deterioro celular donde hay una
produccién de ROS, los cuales son producidos por la mitocondria de los
espermatozoides, las defensas de antioxidantes son abrumadas y se induce el dafio
oxidativo, lo que va a llevar a una peroxidacion lipidica de la membrana acrosémica
del espermatozoide y una disminucion de la actividad enzimatica de la acrosina, al
igual que se dara una pérdida de capacidad de fertilizacion y vitalidad (7). Sin
embargo, a los 70 dias de exposicion se obtuvo una diferencia significativa entre los

tratamientos, pero no una disminucion significativa entre en grupo | y el grupo IV.

3.3.Actividad enzimatica de acrosina por la hidrolisis de éster de bajo peso
molecular (BAEE) a través de espectrofotometria

La actividad enzimética de la acrosina durante la capacitacion espermatica se describid

en términos de promedios. Se utilizaron los valores promedios para el analisis

estadistico dados en unidad de actividad enzimética (umoL BAEE/mL/mg), de los

espermatozoides.

Los promedios y desviacion estandar obtenidos en cada tratamiento en los diferentes
tiempos de exposicion a partir de espermatozoides se muestran en la figura 25.
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Figura 27. Actividad enzimatica de acrosina de extractos de espermatozoides

en dos tiempos de exposicion 35 dias, medida como la cantidad de acrosina que

hidroliza 1 micromol de BAEE en 1 minuto en cada tratamiento.

Sin embargo, con una exposicion de 35 dias comparando el grupo 1 (0.71 + 0.29) con
los demas grupos Il (0.53 £ 0.26), 111 (0.23 £ 0.06) y 1V (0.36 + 0.24). no se observaron

diferencias significativas (p>0.05).
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Figura 28. Actividad enzimatica de acrosina de extractos de espermatozoides

en dos tiempos de exposicion 70 dias, medida como la cantidad de acrosina

que hidroliza 1 micromol de BAEE en 1 minuto en cada tratamiento.

Al evaluar a los 70 dias los espermatozoides del grupo I (0.35 + 0.09) con el grupo 1l
(1.64 £ 0.29), y con el grupo IV (0.85 = 0.02); si se observaron diferencias
significativas (p<0.05). En cambio, con el grupo Il (0.43 + 0.10) no se observd
diferencia significativa (p>0.05). Pero el grupo Il (1.64 £ 0.29), con el grupo 111 (0.43
+0.10) y IV (0.85 + 0.02) si se observa una diferencia significativa (p<0.05).

No existe estudio de los efectos de los campos magnéticos de baja frecuencia sobre la
actividad enzimatica de la acrosina usando la técnica del hidrolisis de un éster de bajo
peso molecular (BAEE), el resultado muestra una disminucién de la actividad de
acrosina a un periodo de 70 dias, mientras que a los 35 dias no se muestra una

disminucion significativa.
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Los resultados obtenidos en este trabajo proporcionan informacion respecto a la
actividad enzimatica de acrosina cuando se requiere realizar un anélisis de fertilidad y
la causa es inexplicable, siendo util para definir protocolos de fecundacién in vitro méas
avanzados y proponer mejoras en las tecnologias reproductivas en animales y
humanos. Ademaés, entrega informacion de la actividad enzimética de acrosina de
espermatozoides sometidos a campos magnéticos que debe ser considerada para tener

mayor conocimiento acerca de estos.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @ DE SANTA MARIA

CAPITULO IV

CONCLUSIONES

Primero. Las emisiones de campos magnéticos de baja frecuencia tienen un
impacto negativo a los 70 dias de exposicion, pero a los 35 dias no se observo
una disminucion significativa; sin embargo, en la movilidad, vitalidad y test de
Host no presentaron un impacto negativo a los 35 y 70 dias de exposicion.

Segundo. La disminucién de la actividad de acrosina fue evidenciado por la
estandarizacion del protocolo de la digestion de gelatina en placa, se observo
una disminucidn del diametro de los halos a los 35 dias, pero a los 70 dias no
se obtuvo una disminucion significativa.

Tercero. La actividad enzimatica de acrosina presenta una disminucion en los
ratones expuestos a campo magnético a los 70 dias, pero a los 35 dias de
exposicion no presenta una disminucion significativa, lo cual fue demostrado
por la técnica de espectrofotometria con BAEE.

Cuarto. Los espermatozoides expuestos a mayor dosis y tiempo de campo
magnético presentaron menor actividad de acrosina.
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RECOMENDACIONES

1. Realizar una prueba in vitro con la misma dosis y tiempo de exposiciéon a
campo magnético, con las mismas técnicas para contrastar resultados.
2. Seguir realizando estudios sobre la exposicion de campos magnéticos con

nuevas técnicas sobre la relacion de ROS y la actividad enzimatica de acrosina.
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ANEXO 1. VITALIDAD ESPERMATICA

Figura 29. Vitalidad de los espermatozoides. Flechas naranjas sefialan los

espermatozoides vivos. Flecha negra sefialan los espermatozoides muertos (40 X).

ANEXO 2. INTEGRIDAD DE LA MEMBRANA ESPERMATICA (HOST)

Figura 30. Integridad de la membrana plasmatica de los espermatozoides. Flechas
naranjas sefialan los espermatozoides vivos. Flecha negra sefialan los espermatozoides
muertos (40 X).
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ANEXO 3. DATOS COMPLETOS DE LOS PARAMETROS ESPERMATICOS

1. MOVILIDAD ESPERMATICA DE LOS GRUPOS I, 11, ll1 y IV

Movilidad espermatica (%)

Tiempo de Grupo | Grupo Il Grupo I Grupo IV
exposicion n=2 n=2 n=2 n=2
21.05 13.3 33.18 20.83
o 8
RER S 28.32 13.81 26.91 30.99
Tiempo de Grupo | Grupo Il Grupo 11 Grupo IV
exposicion n=2 n=2 n=3 n=3
14.01 12.32 13.04 12.55
(%2}
S 20 24.17 15.2 10.46
R 16.74 10.26
2. CONCENTRACION ESPERMATICA DE LOS GRUPOS I, 11, 11y IV

Concentracion de espermatozoides ( N° de espermatozoides x 10%/ml)

Tiempo de

exposicion

dias

LN
™
Tiempo de

exposicion

70 dias

Grupo | Grupo Il Grupo 111
n=2 n=2 n=2
22 33 32
18 38 37

Grupo | Grupo 11 Grupo 111
n=2 n=2 n=3
55 22 30
40 20 25
26
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3. VITALIDAD ESPERMATICA DE LOS GRUPOS I, I, 11y IV

Vitalidad espermatica (%)

Tiempo de Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo 1V
exposicion n=2 n=2 n=2 n=2
" 10 10 18.3 11
RS 9.9 8.13 21.28 7.56
Tiempo de Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV
exposicion n=2 n=2 n=3 n=3
5.21 8.14 4.19 9.77
= 5.66 11.11 125 75
= 8.42 9.57

4. INTEGRIDAD DE LA MEMBRANA (HOST) ESPERMATICA DE LOS

GRUPOS I, I, Iy IV

Integridad de la membrana espermatica (%)

Tiempo de Grupo | Grupo 11 Grupo Il Grupo IV
exposicion n=2 n=2 n=2 n=2
" 8.5 18.88 9.68 16.13
v o
N 7.77 16.5 14.41 16.36
Tiempo de Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV
exposicion n=2 n=2 n=3 n=3
10.78 25 16.59 13.81
8 9.8 5.45 8.91 20
=)
= 4.86 20.16
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ANEXO 4. DATOS DE LA MEDIA Y LA DESVIACION ESTANDAR DE LOS
PARAMETROS ESPERMATICOS

Movilidad espermatica (%)

Tiempo de exposicion Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV
Media 24.685 13.555 30.045 25.91
8 N 2 2 2 2
=]
2 Desviacion  5.140666299 0.360624458 4.433559518 7.184204897
estandar
Tiempo de exposicion Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV
Media 10.29 15.225 10.12 17.99
8 N 2 2 3 3
o
S Desviacion = 0.692964646 13.82393757 5.957877139 3.620870061
estandar
Concentracion de espermatozoides ( N° de espermatozoides x 10%/ml)
Tiempo de exposicién Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV
Media 20 355 34.5 25.5
8 N 2 2 2 2
©
2 Desviacion  2.828427125 3.535533906 3.535533906 2.121320344
estandar
Tiempo de exposicion Grupo | Grupo Il Grupo 11 Grupo IV
Media 47.50 21.00 27.00 19.00
8 N 2 2 3 3
©
o Desviacion  10.60660172 1.414213562 2.645751311 5.196152423

estandar
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Vitalidad espermatica (%)

Tiempo de exposicion Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo 1V
Media 9.95 9.065 19.79 9.28
2 N 2 2 2 2
o
L0 Desviacion 0.070710678 1.322289681 2.107178208 2.432447327
estandar
Tiempo de exposicion Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV
Media 5.435 9.625 8.37 8.947
ke N 2 2 3 3
E Desviacion 0.318198052 2.10010714 4.155225626 1.256834648
estandar
Integridad de la membrana espermatica (%)
Tiempo de exposicién Grupo | Grupo Il Grupo I Grupo IV
Media 8.135 17.69 12.045 16.245
& N 2 2 2 2
E Desviacion  0.51618795 1.682914139 3.344615075 0.16263456
estandar
Tiempo de exposicién Grupo | Grupo Il Grupo 111 Grupo IV
Media 10.29 15.225 10.12 17.99
8 N 2 2 3 3
E Desviacion  0.692964646 13.82393757 5.957877139 3.620870061

estandar
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ANEXO 5. DATOS DE LA MEDIA Y LA DESVIACION ESTANDAR DE LOS
HALOS DE DIGESTION EN LOS GRUPOS I, II, 11 Y V.

Estadisticos

Tratamientos Tiempo de exposicion Tratamientos Diametro del Tiem?o.de
halo (um) exposicion
grupo | 35dias N Vélido 101 101 101
Perdidos | 0 0 0
Media 1.00 16.7597 35.00
Mediana 1.00 16.3200 35.00
Moda 1 13.69% 35
Desviacion
estandar .000 3.19238 .000
Varianza .000 10.191 .000
Minimo 1 10.86 35
Méaximo 1 25.89 35
70dias N Vaélido 179 179 179
Perdidos | O 0 0
Media 1.00 8.9293 70.00
Mediana 1.00 8.8000 70.00
Moda 1 8.80 70
Desviacion
esténdar .000 1.79868 .000
Varianza .000 3.235 .000
Minimo 1 5.13 70
Méximo 1 13.98 70
grupo 1l 35dias N Valido |139 139 139
Perdidos | 0 0 0
Media 2.00 9.7624 35.00
Mediana 2.00 9.7300 35.00
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Moda 2 10.27 35
Desviacion
esténdar .000 2.13494 .000
Varianza .000 4.558 .000
Minimo 2 5.78 35
Maximo 2 15.77 35
70dias N Vaélido 125 125 125
Perdidos | 0 0 0
Media 2.00 9.1490 70.00
Mediana 2.00 8.9700 70.00
Moda 2 8.82¢ 70
Desviacion
esténdar .000 1.85239 .000
Varianza .000 3.431 .000
Minimo 2 6.18 70
Méaximo 2 14.94 70
grupo I 35dias N Valido |114 114 114
Perdidos | 0 0 0
Media 3.00 5.2865 35.00
Mediana 3.00 4.9300 35.00
Moda 3 4.49 35
Desviacion
esténdar .000 1.60196 .000
Varianza .000 2.566 .000
Minimo 3 2.35 35
Méximo 3 10.97 35
70dias N Vélido |48 48 48
Perdidos |0 0 0
Media 3.00 12.7265 70.00
Mediana 3.00 13.4500 70.00
Moda 3 13.45 70
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Desviacion
estandar .000 3.39166 .000
Varianza .000 11.503 .000
Minimo 3 6.14 70
Méaximo 3 21.05 70
grupo IV 35dias N Valido |8 8 8
Perdidos |0 0 0
Media 4.00 12.2438 35.00
Mediana 4.00 11.3100 35.00
Moda 4 6.55? 35
Desviacion
estandar .000 4.32426 .000
Varianza .000 18.699 .000
Minimo 4 6.55 35
Méaximo 4 20.83 35
70dias N Valido 151 151 151
Perdidos | 0 0 0
Media 4.00 10.2200 70.00
Mediana 4.00 10.0900 70.00
Moda 4 9.20% 70
Desviacion
esténdar .000 1.87238 .000
Varianza .000 3.506 .000
Minimo 4 6.49 70
Méaximo 4 15.34 70

a. Existen multiples modos. Se muestra el valor mas pequefio.
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ANEXO 6. DATOS COMPLETOS DE LA HIDROLISIS DE ESTER DE BAJO
PESO MOLECULAR (BAEE).

1. Construccion de la curva de calibracion por el método de Bradford.

TUBOS

Concentracion
4 ug/ml 8 ug/ml 12 ug/ml 16 ug/ml 20 ug/ml

BSA
BSA 0.1 mg/ml - 40 ul 80 ul 120 ul 160 ul 200 ul
Agua destilada 200 ul 160 ul 120 ul 80 ul 40 ul -
Rvo. de
1800 ul 1800 ul 1800 ul 1800 ul 1800 ul 1800 ul
Bradford
Absorbancia - 0.13 0.328 0.462 0.611 0.641

Curva Estandar

0.8
0.7 y =0.0342x + 0.0204

ABSORBANCIA

0 5 10 15 20 25
CONCENTRACION

Ecuacion de la recta: y = 0,0342x + 0,0204
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2. Datos de la absorbancia de la concentracion proteica.

Tiempo de Concentracion Absorbancia
L Muestra )
exposicion proteica (pg/ml)
0.0018 0.106
Grupo |
0.0050 0.303
0.0010 0.093
Grupo Il
8 0.0016 0.226
b 0.0030 0.224
X Grupo I
0.0032 0.361
0.0074 0.399
Grupo IV
0.0021 0.163
0.0006 0.09
Grupo |
0.0017 0.166
0.0011 0.07
Grupo Il
0.0010 0.063
& 0.16 0.0022
E Grupo 111 0.187 0.0031
0.13 0.0020
0.092 0.0013
Grupo IV 0.135 0.0034
0.139 0.0035

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE
TESIS UCSM

UNIVERSIDAD

CATOLICA :
DE SANTA MARIA

3. Datos de la absorbancia mediante espectrofotometria con BAEE.

Tiempo de Muestra U (umol Absorbancia
exposicion BAEE/mI/ mg)

Grupo | 0.9116 1.570

0.5056 1.603

Grupo 11 0.7115 1.559

2 0.3422 1.577

E Grupo 111 0.2756 1.642
0.1895 1.607

Grupo IV 0.1872 1.556

0.5302 1.592

Grupo | 0.2833 1.459

0.4167 1.509

Grupo 11 1.4379 1.435

1.8493 1.441

& Grupo 111 0.3765 1.442

S 0.3783 1.441
0.5487 1.430

Grupo IV 0.8808 1.442

0.8658 1.452

0.8326 1.445
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ANEXO 7. DATOS DE LA MEDIA Y LA DESVIACION ESTANDAR DE LA
HIDROLISIS DE ESTER DE BAJO PESO MOLECULAR (BAEE) EN LOS
GRUPOS I, I, 1 Y IV.

Estadisticos
pmol BAEE/min/mg

35dias grupol N Vélido |2
Perdidos |0

Media .708610

Mediana .708610

Moda .5056%

Desviacioén estandar | .2870854

Varianza .082

Minimo .5056

Maximo 9116
grupo Il N Valido 2

Perdidos |0

Media .526885

Mediana 526885

Moda 34222

Desviacién estandar |.2611416

Varianza .068

Minimo 3422

Maximo 7115
grupo I N Véalido |2

Perdidos |0

Media 232555

Mediana .232555

Moda .1895%

Desviacion estandar | .0608607
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Varianza .004
Minimo 1895
Maximo 2756
grupo IV N Vaélido 2
Perdidos |0
Media 358735
Mediana .358735
Moda 18732
Desviacion estandar |.2425164
Varianza .059
Minimo 1873
Maximo 5302
70 dias grupol N Véalido |2
Perdidos |0
Media 2.054988
Mediana 2.054988
Moda 28332
Desviacion estandar | 2.5055452
Varianza 6.278
Minimo .2833
Méaximo 3.8267
grupo Il N Véalido |2
Perdidos |0
Media 927300
Mediana 927300
Moda 41672
Desviacion estandar |.7220974
Varianza 521
Minimo 4167
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Méaximo 1.4379
grupo Il N Vélido 3
Perdidos |0
Media .868033
Mediana 378300
Moda 3765%
Desviacion estandar | .8498023
Varianza 122
Minimo 3765
Maximo 1.8493
grupo IV N Vélido 3
Perdidos |0
Media .765100
Mediana .865800
Moda 54872
Desviacion estandar | .1875579
Varianza .035
Minimo 5487
Maximo .8808

a. Existen multiples modos. Se muestra el valor mas

pequerio.
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ANEXO 8. DATOS ESTADISTICOS DE LOS DIAMETROS DE LOS HALOS DE
DIGESTION USANDO LA PRUEBA DE ANOVA

Tabla de ANOVA

Suma de ]
) o Media )
Tiempo de exposicion cuadrado | gl . F Sig.
cuadratica
S

35  Diametro del halo Entre (Combin
7149.025 |3 2383.008 [412.332.000

dias  (um) * grupos  ado)
Tratamientos Dentro de grupos | 2069.007 358 |5.779
Total 9218.031 | 361

70  Diametro del halo Entre (Combin
624.170 |3 208.057 [50.206 |.000

dias  (um) * grupos  ado)
Tratamientos Dentro de grupos | 2067.891 {499 |4.144
Total 2692.061 | 502

ANEXO 9. RESUMEN DE DATOS DE LOS GRUPOS 11, 111 Y IV RESPECTO AL

GRUPO .
PARAMETROS ESPERMATICOS
it il Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV  Valorde P
., n=2 n=2 n=2 n=2
exposicion
Movilidad  24.69+5.14 13.55%0.36 30.05 + 2591 + Grupo
espermatica 4.43 7.18 11:p>0.05
(%) Grupo Il1:
3 p>0.05
S
Ty Grupo 1V:
™
p>0.05
Concentraci6 20+ 2.83 355+354 345+354 255+ Grupo II:
n ( N° de 2.12 p<0.05
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espermatozoi
des x 10%/ml)

Vitalidad
espermatica
(%)

Integridad de

la membrana

espermatica
(%)

Tiempo de

exposicion

Movilidad
espermatica
(%)

Concentracid
n ( N°de
espermatozoi
des x 108/ml)

70 dias

9.95+0.07

8.14 £ 0.52

Grupo |

n=2

17.01+4.24

47.5+ 1.,60

9.07 +1.32

17.69 + 1.68

Grupo 11

n=2

18.25 + 8.38

21+1.41
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19.79 +
2.11

12.05 +
3.34

Grupo 111

n=3

14.99 +
1.86

27 +2.65

9.28 +
2.43

16.25
0.16

Grupo IV

n=3

11.09 +
1.27

19+5.20

Grupo Il1:
p<0.05
Grupo IV:
p>0.05
Grupo II:
p>0.05
Grupo
111:p<0.05
Grupo
1V:p>0.05
Grupo II:
p<0.05
Grupo
111:p>0.05
Grupo
1V:p<0.05

Grupo II:
p>0.05
Grupo

111:p>0.05
Grupo

1V:p>0.05

Grupo II:
p>0.05
Grupo

111:p<0.05
Grupo

1V:p<0.05
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Vitalidad 5.44 +0.32 9.63+2.1 8.37 +4.16 8.95 + Grupo IlI:

espermatica 1.26 p>0.05
(%) Grupo
111:p>0.05
Grupo
1V:p<0.05
Integridad de 10.29+0.69 15.23 +13.82 10.12 + 17.99 + Grupo II:
la membrana 5.96 3.62 p>0.05
espermatica Grupo
(%) 111:p>0.05
Grupo
1V:p>0.05
ANEXO 10. RESUMEN DE DATOS DE LOS GRUPOS I, I, 1l Y IV DE LOS

HALOS DE DIGESTION

Informe

Diametro del halo (um)

Tiempo de Desviacion Méaxim |Varianz
Tratamientos exposicion Media [N estandar Minimo [o a
grupo | 35 dias 16.7597 (101 3.19238 10.86 ([25.89 [10.191
70 dias 8.9293 |[179 1.79868 5.13 13.98 [3.235
Total 11.7539 |280 4.46169 5.13 25.89 [19.907
grupo 11 35 dias 9.7624 [139 2.13494 5.78 15.77 [4.558
70 dias 9.1490 |125 1.85239 6.18 14.94 |3.431
Total 9.4720 (264 2.02573 5.78 15.77 [4.104
grupo 11 35 dias 5.2865 (114 1.60196 2.35 10.97 [2.566
70 dias 12.7265 |48 3.39166 6.14 21.05 |[11.503
Total 7.4909 |[162 4.09541 2.35 21.05 |[16.772
grupo IV 35 dias 12.2437 |8 4.32426 6.55 20.83 [18.699
70 dias 10.2200 |151 1.87238 6.49 15.34 |3.506
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Total 10.3218 | 159 2.08655 6.49 20.83 14.354
Total 35 dias 10.3600 | 362 5.05319 2.35 25.89 25.535
70 dias 9.7337 |503 2.31574 5.13 21.05 |5.363
Total 9.9958 |865 3.72564 2.35 25.89 13.880

ANEXO 11. DATOS ESTADISTICOS DE LA HIDROLISIS DE ESTER DE BAJO
PESO MOLECULAR USANDO LA PRUEBA T SUPONIENDO VARIANZAS
IGUALES EN LOS GRUPOS I, 11, 111 Y IV A LOS 35 DIAS DE EXPOSICION.

* Los datos obtenidos se consideraron como una distribucién normal por la

cantidad de datos obtenidos de cada grupo.

Grupo | Grupo Il
Media 0.708611277 0.52688206
Varianza 0.082416728 0.068196331
Observaciones 2 2
Varianza agrupada 0.07530653
Diferencia hipotética de las
medias 0
Grados de libertad 2
Estadistico t 0.662229372
P(T<=t) una cola 0.287962433
Valor critico de t (una cola) 2.91998558
P(T<=t) dos colas 0.575924866
Valor critico de t (dos colas)  4.30265273

Grupo | Grupo 111
Media 0.708611277 0.232554567
Varianza 0.082416728 0.003704526
Observaciones 2 2
Varianza agrupada 0.043060627
Diferencia hipotética de las
medias 0
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Grados de libertad 2

Estadistico t 2.294132601
P(T<=t) una cola 0.074372998
Valor critico de t (una cola) 2.91998558
P(T<=t) dos colas 0.148745997

Valor critico de t (dos colas)  4.30265273

Grupo | Grupo IV
Media 0.708611277 0.358734927
Varianza 0.082416728 0.058814658
Observaciones 4 2
Varianza agrupada 0.070615693
Diferencia hipotética de las
medias 0
Grados de libertad 2
Estadistico t 1.316630692
P(T<=t) una cola 0.159297792
Valor critico de t (una cola) 2.91998558
P(T<=t) dos colas 0.318595583

Valor critico de t (dos colas)  4.30265273

ANEXO 12. DATOS ESTADISTICOS DE LA HIDROLISIS DE ESTER DE BAJO
PESO MOLECULAR USANDO LA PRUEBA T SUPONIENDO VARIANZAS

IGUALES EN LOS GRUPOS I, 11, 111 Y IV A LOS 70 DIAS DE EXPOSICION.
Grupo | Grupo Il
Media 0.35002188  1.64356083
Varianza 0.00890152  0.08462071
Observaciones 2 2
Varianza agrupada 0.046761114

Diferencia hipotética de las
medias 0
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Grados de libertad 2

Estadistico t -5.981871608
P(T<=t) una cola 0.01341346
Valor critico de t (una cola) 2.91998558
P(T<=t) dos colas 0.02682692

Valor critico de t (dos colas)  4.30265273

Grupo | Grupo I1
Media 0.35002188  0.43448038
Varianza 0.00890152  0.00978252
Observaciones 2 3
Varianza agrupada 0.009488855
Diferencia hipotética de las
medias 0
Grados de libertad 3
Estadistico t -0.949788877
P(T<=t) una cola 0.206144894
Valor critico de t (una cola) 2.353363435
P(T<=t) dos colas 0.412289787

Valor critico de t (dos colas)  3.182446305

Grupo | Grupo IV
Media 0.35002188  0.85975221
Varianza 0.00890152  0.00060896
Observaciones 2 3
Varianza agrupada 0.00337315
Diferencia hipotética de las
medias 0
Grados de libertad 3
Estadistico t -9.614202979
P(T<=t) una cola 0.001194098
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Valor critico de t (una cola) 2.353363435
P(T<=t) dos colas 0.002388195
Valor critico de t (dos colas)  3.182446305

ANEXO 13. DATOS COMPLETOS DE LA CANTIDAD DE
ESPERMATOZOIDES CON Y SIN HALOS DE DIGESTION.

Periodo de
exposicion a Tratamientos con halo sin halo

Campo Magnético

Grupo | 44 69

57 64

Grupo Il 69 49

3 70 34
S

2 Grupo 111 71 50

43 69

Grupo IV 0 121

8 121

Grupo | 87 13

92 26

Grupo 11 58 43

67 44

2 Grupo 11 0 121
2

< 6 111

42 68

Grupo IV 10 91

102 80

39 114
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35 DIAS DE EXPOSICION
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ANEXO 14. MARCO NORMATIVO NACIONAL
e Constitucion Politica del Pert (Arts. 2°, 7°, 66° y 67°).

Se establece la obligacion del Estado de determinar la politica nacional del ambiente,
de modo tal que se garantice el derecho de las personas a gozar de un ambiente
equilibrado y adecuado al desarrollo de sus vidas y se protege su salud, la de su medio

familiar y comunidad en su conjunto.

e Ley General del Ambiente. Ley N°28611. Se establece los principios y normas
basicas que aseguren el efectivo ejercicio del derecho a un ambiente saludable,
equilibrado y adecuado.
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ANEXO 15. DERECHOS CONSTITUCIONALES DEL MEDIO AMBIENTE

e Constitucion Politica del Perd (Arts. 2°, 7°, 66° y 67°). Se establece la
obligacion del Estado de determinar la politica nacional del ambiente, de modo
tal que se garantice el derecho de las personas a gozar de un ambiente
equilibrado y adecuado al desarrollo de sus vidas y se protege su salud, la de
su medio familiar y comunidad en su conjunto.

e Ley General del Ambiente. Ley N°28611. Se establece los principios y normas
béasicas que aseguren el efectivo ejercicio del derecho a un ambiente saludable,
equilibrado y adecuado.

e Ley Marco del Sistema de Medio Ambiental, Ley N° 28245 (literal k del Art.
5. — Principio Precautorio). Se establece que la gestion ambiental en el pais se
rige, entre otros, por el Principio Precautorio, indicando que: “La ausencia de
certeza cientifica no debe utilizarse como razon para no adoptar o postergar la
ejecucion de medidas eficaces y eficientes destinadas a evitar y reducir dicho

peligro”

ANEXO 16. MARCO NORMATIVO DE LOS NIVELES DE EXPOSICION DE
RADIACION IONIZANTE.

LIMITES MAXIMOS PERMISIBLES DE RADIACION IONIZANTE

En el Peru se adoptd la recomendacion por el ICNIRP para el rango de frecuencias
entre 9kHz y 300 GHz, mediante el decreto supremo N° 038-2003-MTC del Ministerio
de Transportes y comunicaciones, modificado con el decreto supremo N° 038-2006-
MTC del Ministerio de Transportes y comunicaciones, se establecen los limites

maximos permisibles para la radiacion no ionizante de telecomunicaciones.

Se tom6 en cuenta la Recomendacion K-52 de la unidad internacional de
telecomunicaciones (UIT), adoptandose los valores establecidos como niveles de

referencia por la ICNIRP.
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NIVELES DE EXPOSICION EN GENERAL

(D.S. N° 038-2003-MTC)

Rango de Intensidad de  Intensidad de  Densidad de
frecuencias campo campo Potencia
eléctrico magnetico
3 (V/m) (A/m) (W/m2)
5 9-65 KHz 610 24.4 -
% 0.065 -1 MHz 610 16/f -
3 1-10 MHz 610/ f 16/f -
$ 10 — 400 MHz 61 0.16 10
400 - 2000 MHz 3> 0.008 f %5 f/40
2 —300 GHz 137 0.36 50
Rango de Intensidad de  Intensidad de  Densidad de
frecuencias campo campo Potencia
eléctrico magnético
2 (V/m) (A/m) (W/m2)
5 9 — 150 KHz 87 5 -
% 0.15-1 MHz 87 0.73/f -
3 1-10 MHz 87/ £ 05 0.73/f -
- 10 — 400 MHz 28 0.073 2
400 — 2000 MHz 1.375 £ 93 0.0037 £ f/200
2-300 GHz 61 0.16 10
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TABLA 2. NIVELES DE EXPOSICION EN AREAS DE USO PUBLICO (R.M.
N° 120-2005-MTC/03). AREAS DE USO PUBLICO COMO COLEGIOS

(INICIAL, PRIMARIA, SECUNDARIA), HOSPITALES, CENTROS DE
SALUD Y CLINICAS.

Rango de Intensidad de Densidad de
frecuencias campo eléctrico Potencia
(V/m) (W/m2)

9-150 KHz 61,5 -

0.15-1 MHz 61,5 -
1-10 MHz 61,5/ f°° -

10 — 400 MHz 20 ]|

400 — 2000 MHz 0,972 £ f/400
2 - 300 GHz 43,1 5

ANEXO 17. COMPOSICION DE LA SOLUCION DE ROJO PONCEAU 0,1 %

Reactivo Concentracion
Acido acético glacial 15 %
Metanol 40 %
Ponceau 0,25 %
Agua destilada Aforar a 100 ml
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