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RESUMEN. Se estudi a la capacidad del ozono para provocar alteraciones en la 

morfogénesis, embrioletal idad y retardo del crecimiento en un sistema de cul- 

tivo de embriones. En estos experi mentos fueron cultivados embriones de rata 

explantadas a los diez días de desarrollo y expuestos a dosis de ozono de 50 a 

100 veces superiores a las terapéuticas por autohemoterapia, dosificando 40 y 

80 g de ozono/mL de suero, como medio de cultivo. El crecimiento embrionario 

fue evaluado por parámetros morfológicos y bioquí micos . 

INTRODUCCION 

En años recientes se han estado desarrol lando métodos de prueba in vitro 

como alternativa o complementaGión a los estudios toxicológicos convenciona- 
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les. Entre estas pruebas se hal la el cultivo de embriones post-i mplantación 

uti l izado para detectar teratógenos. 

Varios factores favorecen el uso de esta técnica, entre otros, los embrio- 

nes son cult-i vados durante estadías críticos de la organogénesis en los cuales 

son altamente sensitivos a las alteraciones por teratógenos. Además, se puede 

conocer el efecto di rect o del agent e sobre •' emb i ón en desarrol lo, sin i n- 

t erferenc i a con el organi smo mat erno. 

El ozono posee dos propiedades importantes que lo hacen úti l en el campo 

de la medici na, su gran poder germicida y su efecto estimulante sobre los pro- 

cesos de met abol izaci ón del oxí geno y  la c i rculación sanguínea .1
 

Se han publ icado trabajos acerca de los efectos embriotóxicos de la inha- 

l ac ión de ozono en l a rata y  el rat ón. 
2-s Ot ros i nvest i gadores tampoco han 

encont rado est os efect os al empl ear las v í as rect al, intramuscul ar u oral. 
7-9

 

Los efect os t óxi cos de l ozono son at r i bui dos a su capacidad oxidativa que 

provoca l a formac i ón de 11, p1'dos perox1" dados. to La peroxi dación l ipídica en 

las cé l ul as est á asoc i ada con daño ser io a component es est ruct ural es esenc ia- 

les. 
11 

En este trabajo se aprovecharon las faci l idades que brinda el cultivo 

de embriones post-i mpl antación para observar el efecto de la ozonización del 

suero sobre el desarro l l o de l embr i ón. 

MATERI ALES Y METODOS 

Los embriones se obtuvieron de ratas Sprague-Dawley . Se consideró como 

día cero, el décimo a partir de la gestación, es decir, el momento a partir 

del cual se detectaron espermatozoides en el exudado vaginal. 

Las ratas preñadas fueron sacrificadas por dislocación cervical y el úte- 

ro transferido a una placa petri con solución sal ina Hank. 

Los embriones fueron explantados y cultivados según el método descrito por 

New. 
12 

Los embriones tenían aproximadamente 10 semitas cuando comenzó el cul- 

tivo. La decidua y la membrana de Reichert fueron retiradas sin dañar el saco 

vitel ino, el cono ectoplacental y el amnios . 

Se empleó como medio de cultivo, suero homólogo preparado según Steele y 
13 

New. 

Los frascos conteniendo los embriones fueron colocados en una incubadora a 

37 °C y rotaron a 30 r/min durante 24 h . Antes de añadir los embriones el 

medio fue gasificado con 20 % 02, 5 % C02 y 75 % N2. A la mañana siguiente, 

el medio fue regasificado con 40 % 02, 5 % C02 y 55 % N2. Una vez concluido el 

periodo de cultivo, los embriones se colocaron en solución salina y se revisa- 

ron bajo un microscopio de disección . Se tomó como criterio de viabi l idad la 

presenci a de una act i va c ircul ac ión en el saco vi tel ino. Se observaron pará- 

metros de crecimi ento y desarrol lo que incluyeron longitud cráneo-caudal, nú- 

mero de somi tas, prot eí nas t otal es y morfogénesis. 
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El ozono fue administrado en concentraciones de 40 y 80 g/mL (para dosis 

de ozono de 200 y 400 g respecti vamente) de suero de cultivo. Se hicieron dos 

controles. Un grupo de embriones fue cultivado en suero gasificado con oxíge- 

no y el otro grupo se cultivó en suero sin tratar. 

La determinación de proteínas se real izó según Lowry y col. 14  en embriones 

disuel tos en hidróxido de sodio. 

Los resultados fueron analizados mediante la prueba t de Student. 

Para la determinación de peróxidos en el suero se cuantificó el contenido 
15 

de malonaldehído y se usó el test no paramétrico de Sidak y Vondraek16 para 

comparar los valores de este parámetro. 

Las muestras de sacos vitel inos que iban a ser estudiadas por microscopia 

electrónica se fijaron en glutaraldehído al 32 % y tetróxi do de osmio al 2 % 

en buffer cacodi lato. Después que las muest<·as se deshidrataron 

aJ coholes en concentrac ión crec ient e. fueron oc l ui das en resi na 

con 

Spurr. 

 

Los 

bloques se cortaron en un Ul trotomec III (LKB) y los cortes se contrastaron 

con urani l acetato y  post eri orment e en ni t rato de pl omo 18
 

un microscopio electrónico JEOL modelo JEM 100 S. 

y  se exami naron en 

 

RESill.TADOS 
 

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

en la Tabla I 
Tabla I 

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

 
 

Muestras 
(cant idad) 

Somitas  Longi tud 
craneo/caudal 

(mm) 

Viabi l idad 
( % ) 

Proteí nas 
( g) 

 

Control oxí geno 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 y se desarro l laron 

normal mente . El número de semitas, la longitud cráneo-caudal y el contenido 

de proteínas mostraron valores comparables a los obteni dos por los controles . 

No fueron detectadas malformaciones en ninguno de los embriones de control 

examinados ni en el grupo tratado con ozono, a la concentración de 40 g/mL . 

En el grupo cultivado en suero a 80 g/mL, un embrión presentó falta de cierre 

del tubo neural a nivel del romboencéfalo. 

Se encontró un aumento significativo de los l ípidos peroxidados en rela- 

ción con la dosis de ozono administrada (Tabla II). 

17
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Tabla II 

Lipoperóxidos en el suero de cultivo 

N x ±  os (mmol/L) 
 

 

Control ox í geno 5 0,95 ±  O, 17 

Contra 1  norma l 5 1, 11 ±   0, 24 

Ozono (40 g/mL) 5 2, 18 ± 1,oíl 
Ozono     (80 g/mL) 5 4, 18 ± 2, 4 

 
 

a 
p  < 0,05 respecto a ambos control es. 

 
La ul traestructura de las células del saco vitel ino se observó normal , con 

l as característ icas propi as de células de intensa síntesis. 

DISCUSION 

La peroxi dación l ipídica produce cambios en la permeabi l idad de las célu- 

las, pérdi da de enzimas intracelulares esenciales e inhibición de cadenas me- 

taból icas mi tocondri ales o microsomales e incluso si el daño es  severo la cé- 
10 

lul a puede morir. 

La apl icación de ozono provocó una elevación significat iva, dosis depen- 

diente, de los l ípidos peróxi dados del suero. Este alto nivel de l ipoperóxi- 

dos en el suero, sin embargo, no alteró las funciones del saco vi tel ino. El 

buen desarrol lo morfogenét ico alcanzado por los embriones evidenci a que no hu- 

bo alteración de la función histiotrófica del saco vitel ino. Por otra parte, 

la microscopia electrónica no reveló alteraciones ultraestructurales de este 

tejido. 

La aparición de un embrión con falta de cierre del tubo neural en uno de 

los grupos tratados con ozono se atribuyó a la incidencia espontánea de esta 

malformación en esta l ínea de ratas según se ha observado en los experi mentos 

in    v ivo. 

Las células cuentan con eficientes mecanismos de defensa contra el estrés 

oxidat ivo. El glutatión juega un importante papel en la detoxificación  de 
19 

metabol i tos electrofí l icos de los xenobióticos y pudiera haber sido de 

i mpor t anc i a  cr í t ica  en   l a  protecc ión    de   las  cé lu las    del   saco  v i te l ino.  Tam- 

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

de partici pan enzimas responsables de la degradación de los peróxidos tales 

como, la catal asa, la superóxido dismutasa y la glutatión peroxidasa pudieran estar involucrados en la protección de los embriones. ' º 
1 2 
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