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EFECTO DEL SUERO OZONIZADO SOBRE EMBRIONES EN CULTIVO
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RESUMEN. Se estudia la capacidad del ozono para provocar alteraciones en la
morfogénesis, embrioletal idady retardo del crecimiento enun sistemade cul-
tivo de embriones. En estos experimentos fueron cultivados embriones de rata
explantadas a los diez dias de desarrollo y expuestos a dosis de ozono de 50 a
100 veces superiores a las terapéuticas por autohemoterapia, dosificando 40y
80 g de ozono/mL de suero, como medio de cultivo. EI crecimiento embrionario

fue evaluado por parametros morfoldégicos y bioquimicos.

INTRODUCCION
En afosrecientes se han estado desarrol lando métodos de prueba in vitro

como alternativa o complementaGidon a los estudios toxicolégicos convenciona-
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les. Entre estas pruebas se hal lael cultivo de embriones post-implantacion
uti l izado para detectar teratogenos.

Varios factores favorecen el uso de esta técnica, entre otros, los embrio-
nes soncult-ivados durante estadias criticos de laorganogénesis en loscuales
son altamente sensitivos a lasalteraciones por teratdgenos. Ademas, se puede
conocer el efecto directo del agente sobre <" emb i6n en desarrol lo, sin in-
terferencia con el organismo materno.

El ozono posee dos propiedades importantes que lo hacen util en el campo
de lamedicina, sugran poder germiciday su efecto estimulante sobre los pro-
cesos de metabol izaci6n del oxigeno y la circulacién sanguinea.’

Se han publ icado trabajos acerca de los efectos embriotdoxicos de la inha-
lacion de ozono en la ratay el ratén. 2-s Otros investigadores tampoco han
encontrado estos efectos al emplear las vias rectal, intramuscular u oral.7_9

Los efectos toxicos del ozono son atribuidos asucapacidad oxidativa que
provoca la formacion de lipl'dos peroxl dados.to | g peroxidacion lipidica en
las células esta asociada con dafio serio a componentes estructurales esencia-
les. 11 En este trabajo se aprovecharon las facil idades que brinda el cultivo
de embriones post-implantacién para observar el efecto de la ozonizacion del
suero sobre el desarrol 1o del embridn.

MATERIALES Y METODOS

Los embriones se obtuvieron de ratas Sprague-Dawley. Se consideré como
dia cero, el décimo a partir de la gestacion, es decir, el momento a partir
del cual se detectaron espermatozoides enel exudadovaginal.

Las ratas prefiadas fueron sacrificadas por dislocacion cervical y el Ote-
ro transferido aunaplacapetri consolucién sal ina Hank.

Los embriones fueron explantados y cultivados segun el método descrito por
New . 12 Los embriones tenian aproximadamente 10 semitas cuando comenzé el cul-
tivo. Ladeciduay lamembrana de Reichert fueron retiradas sin dafar el saco
vitel ino, el cono ectoplacental yel amnios.

Se empled como medio de cultivo, suero homélogo preparado segun Steele vy
New.l3

Los frascos conteniendo los embriones fueron colocados en una incubadora a
37 °Cy rotaron a 30 r/min durante 24h . Antes de afadir los embriones el
medio fue gasificado con 20% 02, 5% CO2y 75 % N2. A la mafiana siguiente,
el medio fue regasificado con 40% 02, 5% CO2y 55 % N2. Una vez concluido el
periodo de cultivo, los embriones se colocaron en solucion salinay se revisa-
ron bajo un microscopio de diseccidén. Se tom6 como criterio de viabilidad la
presencia de una activa circulacion en el saco vitel ino. Se observaron para-
metros de crecimiento y desarrol 1o que incluyeron longitud craneo-caudal, nd-

mero de somitas, proteinas totales y morfogénesis.
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El ozono fue administrado en concentraciones de 40y 80g/mL (para dosis
de ozono de 200y 400g respectivamente) de suero de cultivo. Se hicieron dos
controles. Un grupo de embriones fue cultivado en suero gasificado con oxige-
noy el otrogrupo se cultivé en suero sin tratar.

La determinacion de proteinas se real iz6 segun Lowry y col . ' en embriones
disueltosenhidroxido de sodio.

Los resultados fueron analizados mediante laprueba t de Student.

Para la detlesrminaci()n de peroxidosenel suero se cuantifico el contenido
de malonaldehido vy se us6 el test no paramétrico de Sidak y Vondraek'!® para
comparar losvaloresde este parametro.

Las muestrasde sacosvitelinosque iban aser estudiadas por microscopia
electrénica se fijaronen glutaraldehido al 32%y tetroxido de osmio al 2%
en buffer cacodi lato. Después que lasmuest<-asse deshidrataron con

7
Los

aJ coholes en concentrac ion creciente. fueron ocluidas en resina Spurr.1
blogues se cortaron enun Ultrotomec 111 (LKB)y los cortes se contrastaron
con urani I acetato y posteriormente en nitrato de plomo18 y se examiharon en

un microscopio electrénico JEOL modelo JEM 100S.

RESIll.TADOS

Los ef ectos produc i dos por el ozono sobre 1 os embr i one.s se pueden observar

en la Tabla |
Tabla 1

Indices de crecimiento y desarrollo de embriones de rata de 10 d cultivados
en suero ozonizado

Muestras Somitas Longi tud Viabi lidad Proteinas
(cant idad) craneo/caudal (%) (9)
(mm)
Control oxigeno 23 24,9+ 1,3 3,6+ 0,4 100 301 + 68
Control normal 18 24,6 + 1,8 3,6+ 0,4 100 334 + 70
Ozono (40 g/mL) 21 25,0+ 1,6 3,6+ 0,4 100 293 + 56
Ozono (80 g/mL) 28 24,7+ 1,6 3,5+ 0,5 100 338 + 55

Los embri ones trat ados con ozono, en general , crecieron yse desarro I laron
normalmente. EI nimero de semitas, la longitud craneo-caudal y el contenido
de proteinas mostraronvalores comparables a los obtenidos por los controles.

No fueron detectadas malformaciones en ninguno de los embriones de control
examinados ni en el grupo tratado con o0zono, a la concentracién de 40 g/mL.
En el grupo cultivado en suero a 80 g/mL, un embrion presenté falta de cierre
del tubo neural anivel del romboencéfalo.

Se encontrd un aumento significativo de los lipidos peroxidados en rela-
cion con la dosis de ozono administrada (Tabla I1).
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Tabla 11

Lipoperoxidos en el suero de cultivo

N X + OS (mmol/L)
Control oxi geno 5 0,95 + 0,17
Contra1 normal 5 1,11 £+ 0,24
Ozono (40 g/mL) 5 2,18+1,0il
Ozono (80 g/mL) 5 4,18 + 2,4

a
p < 0,05 respecto a ambos controles.

La ul traestructura de las células del saco vitel ino se observé normal , con
las caracteristicas propias de células de intensa sintesis.

DISCUSION

La peroxidacién lipidica produce cambios en la permeabi I idad de las célu-
las, pérdida de enzimas intracelulares esenciales e inhibicidon de cadenas me-
tabdl icas mi tocondriales o microsomales e incluso si el dafio es severo la cé-
lula puede morir. v

La apl icacion de ozono provoco una elevacion significativa, dosis depen-
diente, de los Il ipidos peroéxidados del suero. Este alto nivel de lipoperoéxi-
dos en el suero, sin embargo, no alterd las funciones del saco vitelino. EI
buen desarrol 1o morfogenét ico alcanzado por los embriones evidencia que no hu-
bo alteracion de la funcidén histiotrofica del saco vitel ino. Por otra parte,
la microscopia electroénica no revel6 alteraciones ultraestructurales de este
tejido.

La aparicion de un embridn con falta de cierre del tubo neural en uno de
los grupos tratados con ozono se atribuyd a la incidencia espontanea de esta
malformacién en esta | Tnea de ratas segun se ha observado en los experimentos
in vivo.

Las células cuentan con eficientes mecanismos de defensa contra el estrés
oxidat ivo. El glutation juega un importante papel en la detoxificacion de
metabol i tos electrofilicos de los xenobiéticos19 y pudiera haber sido de
importancia critica en la proteccidon de las células del saco vitelino. Tam-

bién debe tenerse en cuenta que otros mecanismos defensivos del organismo don-

de participan enzimas responsables de la degradacioéon de los perdéxidos tales

62tar 1AV dARGos nSHRBY Ot i BAE R S A SF.BE?;“?” peroxidasa pudieran
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