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RESUMEN. Se  empleó la administración intratesticular, aunque constituye una 

situación extre111a que no se reproduce en la práctica médica, con el objetivo 

de conocer el efecto directo del 03 , sobre un proceso de morfodiferenclaci6n 

in vivo, que además tomará en cuenta la expresión de un dalio genotóxico. Se 

administró por vía intratesticular en volúmenes de 1,0; 0,7 y 0,5 mL de ozono 

en oxigeno a una concentración de 70 µg/mL (dosis de 100 a 200 veces 111ayores a 

las empleadas por inyección intramuscular). Se  recogió cada semana la relación 

de pesos P(testículo)/P(corporal ), no viéndose ésta afectada por  ninguno de 
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los tratamientos. Se detectó disminución del conteo a todas las dosis en la 

segunda semana, lo que desaparece a las dosis menores en las semanas subsi- 

guientes. En cuanto a la morfología sólo hay expresión a las dosis mayores en 

las primeras 2 semanas post-tratamiento. El ensayo de síntesis no programada 

de ADN no arrojó resultados positivos. 

INTRODUCCI ON 

Aunque el ozono intratesticular constituye una situación extrema, que no 

se reproduce en la práctica médica, se consideró interesante conocer el efecto 

directo del ozono sobre un proceso de morfodiferenciación celular in vivo, que 

además tomara en cuenta la posibil idad de expresión de un daño genotóxico . 

MATERI ALES Y METODOS 

Los animales son  anestesiados l igeramente para l levar a cabo la inyección 

í ntraLesL icul ar. Se uti lizaron volúmenes de 1,0; 0,7 y 0,5 mL de gas (70 µg/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 test ículo. 

El oxígeno fue empleado como control , ut i lizándose además controles no 

tratados, por las impl icaciones del trauma de la aplicación. 

Los grupos originales  de animal es contaban con  20 ratones, de manera que 

pudi eran extraerse 4 semanal mente, e ir muestreando los diferentes estadios de 

la espermatogénesls a través del  anál sis de la morfología  de la cabeza  del 

espermatozoide y el conteo de éstos, además de recoger el peso de los test ícu- 

los. En el caso de los animales que serían empleados en la detección de sinte- 

sis no programada de ADN, ambos testículos fueron inyectados el mismo día pero 

sólo se emplearon dosis de 1,0 y 0,5 mL,  además de los controles con 02. Con 

este sistema de ensayo también se empleó un control positi vo tratado con Nito- 

mici na C (8 mg/kg p.c.)por vía intraperitoneal ,  acompañado de los correspon- 

ientes controles que recibieron por la misma vía suero fisiológico. 

Para el anál isis de la morfología del espermatozoide se obtuvo la muestra 

por disl ocación cervical de los anímales, procesamiento de los epidídlmos y 

montaje de dos láminas por animal, analizándose 5 000 espermatozoides por gru- 

po de dosis, y clasificándose según el criterio de Wyrobek y Bruce.1
 

El resto de la suspensión celular sirvió para realizar el conteo de los 

espermatozoides por un contador electrónico de células. 

En el caso de la síntesis no programada de ADN, los animales fueron trata- 

dos con t!midina trltiada (36 Ci/testiculo) por inyección intratestlcular, es- 

perándose 16 d para el sacrificio de ellos. Se extrajeron los epidídimos y se 
2 

procesaron, para ser leidas las muestras en un contador de centel leo liquido. 

Los valores del número de espermatozoides afectados se transformaron según 

x
1 

y
1

 para real izar posteriormente el anál isis de varianza. Al conteo tam- 

bién se le real izó un análisis de varianza. 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

Recoger la relación peso testículo/peso corporal podría dar un índíce de 

la afectación del órgano entre otras cosas por la intervención traumática del 

método. Como se ve en la Tabla l, este índice ponderal no se afecta, ni entre 

los grupos de dosis para un estadio de maduración, ni tampoco entre los diver- 

sos estadios. Sin embargo, cuando se analiza la morfología de estos espermato- 

zoides, se detecta en la primera semana (espermatozoides en epidídimo) un au- 

mento de cabezas (%) anómalas, a predominio de amorfos. Si bi en se ha dicho 

que los traumas test iculares son capaces de afectar la espermatogénesis, los 

resul tados con el oxígeno o con la dosis menor de ozono no son compat ibl es con 

esta posibilidad, siendo la afectación más notable a la dosis máxi ma. En la 

segunda semana (espermatozoide en testículo y espermátida tardía) aún se man- 

t iene est e efect o a la dosis mayor,  pero es menos marcado que sobre el  esper- 

matozoide en epidídimo. 
 

El   sacr i f ic i o  de   l os   ani mal es   eri     tercera   semana   después     de l   t ratam i ento , 

en el cual se encont ró a los  gametos mascul inos  en est ad ios de  espermát idas 

tempranas no afectó la morfología del espermatozoide, no así el conteo de los 

espermatozo ides, el que se encuentra d ismi nui do en los trat ados con ozono (las 

3 dosis) con respecto a los animales inyectados con oxígeno.  En l a cuarta se- 

mana, sobre e l espermatoci to secundar io (recién conc lui da la meo isis)  tratado 

con ozono intratesticular, no se muestra efecto en lo absoluto sobre la morfo- 

logía, pero los conteos a las dosis de 1,0 y 0,7 mL fueron inferiores de forma 

significativa. En la quinta semana no se detectó ningún efecto, ni morfológico 

ni de sobrevivencia. 

El proceso de la espermatogénesis en el ratón toma aprcxi madamente 14,4 d, 

desde que se completa la meiosis hasta la producción del espermat'.)z oide en 

testículo, que posteriormente progresa a través del epidídimo. En el último 

momento que pudi era esperarse un cambio genét ico sería 6 d ant es de  completar- 
3 

se la espermatogénes is, cuando cesa la sínt esis de ARN.  Los cambios morfoló- 

gicos inducidos por el ozono fueron detectables después de este evento, o sea, 

cuando la célula germinal se encontraba en estadio de espermátida tardía, es- 

permatozoide en testículo y en epidídimo. Los efectos observados en la primera 

semana del muestreo, parecen por tanto corresponderse a una interferencia con 

fases sensibles del proceso morfodiferen ciativo, que forma el espermatozoide. 

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

 

El ensayo de síntesis no programada de ADN no arrojó resultados positi vos, 

como se observa en la Tabla II. 

Es posi ble que tras este período de tratamiento el efecto expresado esté 

enmascarado por la disminución en la sobrevivencia. 
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TABLA I 

Efecto del ozono intratesticular 

 
 
 c SGC 

Dosis Pt/Pcª Conteob Normal e Amorfoc Banana 
(mL ) 

Anormal 

 

 
 

03 1,O 0,005 2 

1 
d 

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 0,005 4 93,03 4,733 0,033 2,2 6,96 

02 1,0 .o , 005 6 91,466 5,7 0,566 3,6 9,66 
 

 

2 
03 1,O 0, 005 6 0,589 86,85• 

03 0,7 0,006 1 0,528 90,40• 
10, 475• 
7,675• 

º· 150 2,55• 
0,325 1,6• 

13,51• 
9,6• 

03 0,5 0,006 4 0,659 96,30 2,775 0,075 0,6 3,45 

02 1,O 0,005 8 0, 598 96,90 2,525 º· 125 0, 45 3. 
 

3 
02 1,O 0,005 o 0,87 93,025 5,45 º· 100 1.425 6,97 

03 0, 7 0,004 9 0,688• 
02 0,5 0,005 3 0,803• 

93,55 5,45 0,25 0,75 6,45 

95,25 4,325 0,025 0,40 4,75 

02 1,O 0,006 2 1,355 95,375 3,65 º· 15 0,65 4,45 
 

4 
 
 
 

 

  02 1,o 0,005 6 1,62 95,975 3,55 º·ºº 0,475 4,025 

5 
 

03  1,o 0,005 1 1,711 97,133 1,833 0,766 0,266 2,866 

03 0,7 0,007 o 1,525 95,825 2,85 0,325 1,0 4, 175 

03 0, 5 0,005 6 1,62 95,625 3,00 0,625 0,75 4,375 

03 1,o 0,006 6 1,322 93,025 5,75 0,875 0,35 6,975 

Control 0,005 8 1,567 94,57 5,00 º·130 0,400 5,43 

a relación de pesos (t = testículos /e = corporal ) 
6 

b 10 
e % 

/mL 

d no se pudo real izar el conteo 

*p < 0,05 
5 

Estadios muestreados: 1: Espermatozoides 

 
 
 
sg: 

 
 
 
si n gancho 

2: Espermátida tardía 
3: Espermátida temprana 
4: Espermatocito secundario 
5: Espermatocito primario 
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02 1,O 0,006 o 1,033• 97,0 2,95 0,00 0,20 3,15 

03 0,7 0,005 3 1,257• 96,3 3,025 º·ºº 0,675 3,7 

03 0,5 0,006 O 1 ,651 95,875 3,575 0,25 0,30 4, 125 



TABLA II 

Efectodelozono intratesticular(SNP) 
 

 

Dosis CPMª 
( m L ) 

 
 

 

03 1,O 303 (6)b 

03 0,5 234 (4) 

02  1,0 200 (5) 

-------·· 
 
 
 
 

 

a se expresan los valores en cpm por no contar con la curva de canales para H3 

b numero de animales por grupo experimental 

La segunda parte de la Tabla son los resultados d¿ los controles positivos y 
negativos por via intraperitoneal 

SNP s\ntesis no programada de ADN 
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Mitomicin e 675 (3) 

NaCl (0,9 %) 175 (4) 


