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RESUMEN - Se empled la administracion intratesticular, aunque constituye una
situacion extrellla que no == reproduce en la practica médica, con el objetivo
de conocer el efecto directo del 03 , sobre un proceso de morfodiferenclaci6n
in vivo, que ademds tomard en cuenta la expresion de un dalio genotoxico. Se
administro por via intratesticular en volimenes de 1,0; O,7 y 0,5 mL de ozono
en oxigeno a una concentracion de 70 pgAL @osis de 100 a 200 veces lllajores a
las empleadas por inyeccidn intramuscular). Se recogio cada semana la relacion
de pesos P(esticulo)/P Corporal )y no viéndose ésta afectada por ninguno de
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los tratamientos. se detecto disminuciondel conteo a todas las dosis en la
segunda semana, 1o que desaparece a las dosis menores en las semanas subsi-
guientes. En cuanto a la morfologia s6lo hay expresién a las dosis mayores en
lasprimeras 2 semanas post-tratamiento. El ensayo de sintesis no programada
de ADN no arrojo6 resultados positivos.

INTRODUCCI ON

Aunque el ozono iIntratesticular constituye una situacion extrema, que no
sereproduce en lapracticamédica, seconsiderod interesante conocer el efecto
directo del ozono sobre un proceso de morfodiferenciacion celular invivo, que
ademas tomaraen cuenta laposibil idadde expresidnde undafo genotdxico.

MATERI ALES Y METODOS

Los animales son anestesiados |igeramente para |levar a cabo la inyeccion
intraLesL icular. Se uti lizaron volumenes de 1,0; O,7y 0,5 mL de gas (O pg/mL
de ozono en oxigeno) los cuales representan dosis de hasta 100 veces mayores
que la terapéutica en humanos por via intramuscular. Se realizaron 2 aplica-
ciones separadas 24 h, una en cada testiculo.

El oxigeno fue empleado como control , uti lizandose ademas controles no
tratados, por las impl icaciones del trauma de laaplicacion.

Los grupos originales de animales contaban con 20 ratones, de manera que
pudi eran extraerse 4 semanalmente, e ir muestreando los diferentes estadios de
la espermatogénesls a través del anadl sis de la morfologia de la cabeza del
espermatozoide y el conteo de éstos, ademds de recoger el peso de los testicu-
los. En el caso de los animales que srian empleados en la deteccidn de sinte-
sis no programada de ADN, ambos testiculos fueron inyectados el mismo dia pero
s0lo se emplearon dosis de 1,0y O,5mL, ademds de los controles con . Con
este sistema de ensayo también se empled un control positivo tratado con Nito-
micina C @ mgskg p.c.)por via intraperitoneal, acompafiado de los correspon-
ientes controles que recibieron por la misma via suero fisioldgico.

Parael andlisisde lamorfologiadel espermatozoide se obtuvo lamuestra
por dislocacidoncervical de los animales, procesamiento de los epididImos y
montaje de dos laminas por animal , analizandose 5 000espermatozoides por gru-
po de dosis, y clasificandose segun el criterio de Wyrobek y Bruce.’

El resto de lasuspension celular sirvié pararealizarel conteode los
espermatozoides por un contador electronico de células.

Enel casode lasintesisnoprogramadade ADN, losanimales fueron trata-
dos con tImidina tritiada (36Ci/testiculo) por inyeccion intratestlcular, es-
perandose 16 d parael sacrificio de ellos. se extrajeron los epididimosy se
procesaron, : paraser leidas lasmuestrasen un contador de centel leo liquido.

Losvaloresdel numero de espermatozoides afectados se transformaron seguin
X, y, pararealizarposteriormente el analisis de varianza. Al conteo tam-
biénselerealizéunanalisisdevarianza.
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RESULTADOS YDISCUSION

Recoger la relacioén peso testiculo/peso corporal podria dar un indice de
la afectacion del 6rgano entre otras cosas por la intervencion traumatica del
método. Como se ve en la Tabla I, este indice ponderal no se afecta, ni entre
los grupos de dosis para un estadio de maduracion, ni tampoco entre los diver-
sos estadios. Sin embargo, cuando se analiza lamorfologia de estos espermato-
zoides, se detectaen laprimera semana (espermatozoides en epididimo) un au-
mento de cabezas (%)andmalas, a predominio de amorfos. Si bien se hadicho
que los traumas test iculares son capaces de afectar la espermatogénesis, los
resul tados con el oxigeno o con la dosis menor de ozono no son compat ibles con
esta posibilidad, siendo la afectacion mas notable a la dosis maxima. En la
segunda semana (espermatozoide en testiculo y espermatida tardia) adn se man-
t iene est e efect o a la dosis mayor, pero es menos marcado que sobre el esper-

matozoide en epididimo.

El sacrificio de los animales eri tercera semana después del tratamiento,

en el cual se encontré a los gametos mascul inos en estadios de espermatidas
tempranass no afectd la morfologia del espermatozoide, no asi el conteo de los
espermatozo ides, el que se encuentra disminuido en los tratados con ozono (las
3 dosis) con respecto a los animales inyectados con oxigeno. En la cuarta se-
mana, sobre el espermatoci to secundario (recién concluida la meo isis) tratado
con ozono intratesticular, no se muestra efecto en lo absoluto sobre la morfo-
logia, pero los conteos a lasdosis de 1,0y 0,7 mL fueron inferiores de forma
significativa. En la quinta semanano se detectdé ningun efecto, ni morfoldgico
ni de sobrevivencia.

El proceso de la espermatogénesis en el raton toma aprcximadamente 14,4d,
desde que se completa lameiosis hasta la producciéndel espermat”.)zoide en
testiculo, que posteriormente progresa através del epididimo. Enel ultimo
momento que pudi era esperarse un cambio genét ico seria 6 d ant es de completar-
se la espermatogénes is, cuando cesa la sintesis de ARN.3 Los cambios morfolo6-
gicos inducidos por el ozono fueron detectables después de este evento, o sea,
cuando lacélula germinal se encontraba en estadio de espermatida tardia, es-
permatozoide en testiculoyenepididimo. Los efectos observados en laprimera
semana del muestreo, parecen por tanto corresponderse auna interferenciacon
fasessensiblesdel procesomorfodiferenciativo, que formael espermatozoide.

Estos efectos a nivel de membrana han sido descritos también para los glébulos
rojos tratados con este gas. °

El ensayo de sintesis no programada de ADN no arrojo resultados positivos,
como se observa en la Tabla I1.

Esposible que tras este periodo de tratamiento el efectoexpresado esté
enmascarado por ladisminucion en lasobrevivencia.
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TABLA 1

Efectodel ozono intratesticular
C

[alaYal

(& W )
Dosis Pt/Pc® Conteo® Normale Amorfoc Banana Anormal
(mL)
1
d . . ° . °
031,0 0,005 2 72.275 17,525 0,925 6,20° 24,75
03 0,7 0,006 1 84,666  9,333° 0,300 5,7 15,33°
03 0,5 0,0054 93,03 4,733 0,033 2,2 6,96
021,0 .0,0056 91,466 5,7 0,566 3,6 9,66
2
° ° (0] ° °
™ 1,0 000B6 0,58 8,8 10, 475 ‘150 2,55 13,51
03 0,7 0,0061 0,528 90,40 7.675 0,325 1,6° 9,6
030,5 0,006 4 0,659 96,30 2,775 0,075 0,6 3,45
0
@ 1,0 0,006 8 0,508 9,90 2,525 ‘125 0,45 3.
3 0
02 1,0 0,005 0 0,87° 93,025 5,45 ‘100  1.425 6,97
[ ]
@ 0,7 0,049 0,68 g3 55 5,45 0,25 0,75 6,45
[ J
02 0,5 0,005 3 0,803 95,25 4,325 0,025 0,40 4,75
021,0 0,006 2 1,355 95,375 3,65 0. 15 0,65 4,45
4
[ ]
@ 1,0 0,006 0 1,083 g7,0 2,95 0,00 0,20 3,15
™ 0,7 0,0063 1,257 9,3 3,025 0.0 0,675 3,7
™ 0,5 0,0060 1,651 95,875 3,575 0,25 0,30 4,125
02 1,0 0,005 6 1,62 95,975 3,55 0,00 0,475 4,025
5
03 1,0 0,005 1 1,711 97,133 1,833 0,766 0,266 2,866
030,7 0,007 O 1,525 95,825 2,85 0,325 1,0 4,175
® 0,5 0,0056 1,62 95,625 3,00 0,625 0,75 4,375
03 1,0 0,0066 1,322 93,025 5,75 0,875 0,35 6,975
Control 0,0058 1,567 94,57 5,00 %55 0,400 5,43
a relaciénde pesos (t=testiculos/e=corporal)
6
b 10 /mL
e %
d no se pudo real izar el conteo
*p < 0,05

5
Estadios muestreados: 1: Espermatozoides

sg: singancho
2: Espermatida tardia

3: Espermatida temprana

4: Espermatocito secundario

5: Espermatocito primario
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TABLA 11
Efectodelozono intratesticular(SNP)

Dosis CPM&
(mL)
03 1,0 303 (G)v
030,5 234 (D
02 1,0 200 (5)
Mitomicin ¢ 675 Q@)
NaCl @©,9 %) 175 @)

a se expresan los valores en cpm por no contar con la curva de canales paraH’
b numero de animales por grupo experimental

La segunda parte de laTablason losresultadosd¢ los controles positivosy
negativos por via intraperitoneal

SNP s\ntesis no programada de ADN
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