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Вплияние олигоэфиров на репродуктивную                          функцию крыс в условиях эксперимента

Аннотация: Изучено влияние двух марок олигоэфиров в условиях подострого токсикологического эксперимента на репродуктивную функцию и обосновано недействующии дозы, безвредные для теплокровных животных при длительном поступлении в организм. Показано, что олигоэфиры марок Л-3603-2-12 и Л-10002-2-80 в дозе 1/100 ДЛ50 подавляют функциональные, морфологические и морфометрические показатели гонад. В данной дозе ксенобиотики осуществляют токсическое воздействие на самок, а именно плаценту и плод, что в комплексе выявленных нарушений указывает на наличие гонадотоксического и эмбриотоксического действия, и угнетение репродуктивной функции. 
Ключевые слова: ксенобиотики, олигоэфиры, теплокровные животные, репродуктивная функция, подострый токсический эксперимент.

Введение. Стремительное развитие химической, нефтеперерабатывающей, фармацевтической, машиностроительной промышленности, интенсивная химизация сельского хозяйства и использование в быту широкого ассортимента химических средств, создают угрозу глобального загрязнения среды обитания человека [1,2]. Полиоксипропиленполиолы марок Л-3603-2-12 и Л-10002-2-80 широко используются в различных отраслях народного хозяйства для получения тормозных, охлаждающих жидкостей, эмульгаторов, флотореагентов, искусственной кожи, пластмасс, эпоксидных смол, лаков, эмалей и др. [3-5]. Профилактическим мероприятием предупреждения вредного воздействия на организм химических соединений является их гигиеническая регламентация в объектах окружающей среды: воде, воздухе, почве. Одним из важных задач прогностической оценки потенциальной безопасности ксенобиотиков является обоснование действующей, пороговой и недействующей дозы на генеративную функцию теплокровных животных в длительном токсикологическом эксперименте [6,7]. В связи с этим целью работы являлось изучение влияния олигоэфиров марок Л-3603-2-12 и Л-10002-2-80 на репродуктивную функцию крыс в условиях подострого токсикологического эксперимента и обоснование максимально недействующей дозы, безвредной для теплокровных животных. 
Материалы и методы
. В подостром эксперименте были использованы полиоксипропиленоксиетилентриол молекулярной массы 3600 (Л-3603-2-12) и полиоксипропиленоксиетилендиол молекулярной массы 10000 (Л-10002-2-80), синтезированные НПО «Синтез ПАВ» (г. Шебекино). Эти химические соединения представляют собой жидкости, с регламентированными физико-химическими свойствами, хорошо растворимые в воде и органических растворителях. В соответствии с программой исследования предполагалось изучение эмбриотоксического и гонадотоксического действия ксенобиотиков. В основу методологического обеспечения работы были положении методические указания [8,9]. На основе предыдущих определений параметров острой токсичности Л-3603-2-12 относится к умереннотоксичным, а Л-10002-2-80 - малотоксичным соединениям, соответственно 3-й и 4-й класс безопасности. Среднелетальные дозы ДЛ50 для белых крыс были установлении на уровнях 3,34 и 38,4 г / кг массы животных, соответственно для Л-3603-2-12 и Л-10002-2-80. Продолжительность исследования эмбриотоксического действия ксенобиотиков соответствовала сроку беременности животных (20 дней), а гонадотоксического действия сроку сперматогенеза (2,5 месяцев). В работе использовались самцы и самки крыс линии WAG. Содержание животных и манипуляции над ними проводились соответственно положений «Общеэтических принципов экспериментов на животных», одобренных Первым Национальным конгрессом по биоэтике (Киев, 2001),"Европейской конвенции о защите позвоночных животных, которые используются для экспериментальных и научных целей" (Страсбург, 1986). Эмбриотоксическое действие полиолов изучалось на половозрелых самках, а гонадотоксическое действие на самцах в возрасте 3,5 месяцев, массой 200-215 г. Химические вещества вводились в желудок в виде водных растворов с помощью металлического зонда в дозах 1/100 и 1/1000 ДЛ50 утром натощак в каждой группе, как опытной, так и контрольной было по 10 животных. В соответствии с методическими указаниями при оценке гонадотоксического действия определялись функциональные показатели: подвижность сперматозоидов (мин.), количество сперматозоидов (млн / мл), осмотическая резистентность (% раствора NaCl), кислотная устойчивость (рН), дегенеративные формы (%); и морфометрические: масса семенников (г), коэффициенты массы семенников, индекс сперматогенеза, число канальцев с отслоеным эпителием (%), число канальцев с двенадцатой стадией мейоза (%), число нормальных сперматогиний (%). Эмбриотоксическое действие изучалось на самках с нормальным эстральным циклом. На стадии эструс и проэструс самок подсаживали к самцам в соотношении 3: 1. Первый день беременности определяли по наличию сперматозоидов в вагинальных мазках. Оплодотворенные самки подвергались ежедневной затравке продолжительностью всего срока беременности. Перед декапитацией крыс обезбаливали путем введения внутрибрюшинно тиопентал натрия в дозе 50 мг/кг массы тела. На 20 день самок вскрывали и учитывая количество живых эмбрионов, их внешний вид, массу плодов, размеры, длину, массу плаценты, количество мест имплантации, гибель зародышей после имплантации, количество желтых тел в яичниках. На основе полученного эмбрионального материала рассчитывали величину доимплантационной, послеимплатационной и общей эмбриональной гибели. Плоды подвергались диагностике возможного тератогенного действия ксенобиотиков. Для этого плоды фиксировали в жидкости Боуэна в течение 10 суток, после чего определяли аномалии органов по методу Вильсона [2-4] в модификации А.П. Дыбань [2]. Полученные результаты обрабатывались методами вариационной статистики и оценкой достоверности по Стьюденту-Фишеру [10].
Результаты исследования.
Показатели функционального состояния сперматозоидов при токсическом действии в дозе 1/1000 ДЛ50 не отличались от данных контрольной группы наблюдения (табл. 1). Так, при токсификации в дозе 1/100 ДЛ50 подвижность сперматозоидов снижалася на 44,55% и 46,44%, осмотическая резистентность сперматозоидов - на 43,59% и 38,47%, кислотная устойчивость - на 43,75% и 50% на фоне увеличение количества мертвых форм в 6,7 и 7,4 раз, соответственно под влиянием Л-3603-2-12 и Л-10002-2-80. Анализ показывает, что доза 1/1000 ДЛ50 является недействующей в подостром эксперименте на показатели функционального состояния сперматозоидов.
Таблица 1

Влияние "Лапролов" на функциональное состояние сперматозоидов белых крыс популяции WAG в условиях подострого эксперимента (M±m; n=10)
	Показатели
	Групы наблюдения, ДЛ50

	
	Л-3603-2-12
	Л-10002-2-80
	Контроль

	
	1/100
	1/1000
	1/100
	1/1000
	

	Подвижность сперматозоидов (мин)
	83,4 ± 7,5 *
	146,7 ± 8,3
	35,6 ± 8,1 *
	149,4 ± 7,6
	150,4 ± 9,5

	Количество сперматозоидов (млн / мл)
	6,9 ± 0,58 *
	11,8 ± 1,1
	7,2 ± 0,65 *
	10,8 ± 1,3
	12,4 ± 1,2

	Мертвые формы сперматозоидов (%)
	28,5 ± 1,7 *
	4,7 ± 0,6 
	31,4 ± 1,5 *
	5,1 ± 0,7
	4,2 ± 0,6

	Осмотическая резистентность (% NaCl)
	2,2 ± 0,35 *
	4,1 ± 0,09
	2,4 ± 0,23 *
	3,8 ± 0,07
	3,9 ± 0,06

	Кислотная стойкость 

(рН: NaCl)
	4,6 ± 0,08 *
	3,3 ± 0,15
	4,8 ± 0,07 *
	3,2 ± 0,2
	3,2 ± 0,1


Примечание: * - разница достоверна с контролем р <0,05

При действии дозой 1/1000 ДЛ50 ксенобиотики не влияли на сперматогенез (табл. 2). Токсификация крыс дозой 1/100 ДЛ50 снижала индекс сперматогенеза на 31,69% и 30,61%, число сперматогоний на 35,67% и 28,77%, относительное число канальцев с двенадцатой стадией мейоза на 43,05% и 40,11% при повышении количества канальцев с отслоеным эпителием на 128,96% и 109,94% соответственно под влиянием Л-3603-2-12 и Л-10002-2-80. У групп животных токсифицированных дозой 1/100 ДЛ50 обнаружили повышение коэффициентов массы семенников по сравнению с контрольными животными на 37,14% и 37,38% соответственно под влиянием Л-3603-2-12 и Л-10002-2-80. Исследования показывают, что "Лапролы" в дозе 1/100 ДЛ50 существенно подавляют функциональные и морфометрические показатели генеративной функции, что указывает на их гонадотоксическое действие в данной дозе.


Таблица 2

Влияние "Лапролов" на сперматогенез крыс 
в условиях подострого эксперимента (M±m; n=10)
	Групы наблюдения
	Доза (ДЛ50)
	Показатели

	
	
	Индекс сперматогенеза
	Число сперматозоидов
	Относительное число канальцев 12-й стадией мейоза
	Количество канальцев с отслоеным эпителием
	Коэффициенты массы семенников

	 Л-3603-2-12
	1/100
	3,17 ± 0,15 *
	47,35 ± 1,88 *
	2,13 ± 0,18 *
	7,6 ± 0,43 *
	1,44 ± 0,13 *

	
	1/1000
	4,53 ± 0,28 
	75, 18 ± 2,66
	3,64 ± 0,25
	3,17 ± 0,24
	1,12 ± 0,10

	Л-10002-2-80
	1/100
	3,22 ± 0,17 *
	52,43 ± 2,14 *
	2,24 ± 0,21 *
	6,97 ± 0,58 *
	1,39 ± 0,14 *

	
	1/1000
	4,49 ± 0,32 
	72,67 ± 2,35
	3,76 ± 0,27
	3,32 ± 0,35
	1,10 ± 0,12

	Контроль
	
	4,64 ± 0,31
	73,6 ± 2,78
	3,74 ± 0,22
	3,25 ± 0,26
	1,05 ± 0,06


Примечание: * - разница достоверна с контролем р <0,05

Изучение эмбриотоксического действия «Лапролов» выявило, что ксенобиотики в дозе 1/100 ДЛ50 снижали количество живых эмбрионов, массы плодов, размер плодов и повышали количество резорбций, массу плацент, доимплантационную, послеимплантационную и общую эмбриональную гибель плодов. На показатель количества желтых тел в яичниках ксенобиотики не влияли (табл. 3). Недействующей была доза 1/1000 ДЛ50.
Таблица  3

Эмбриотоксическое действие «Лапролов» в условиях подострого эксперимента (M±m; n=10)
	Показатели 
	Група наблюдения

	
	Контроль
	Л-3603-2-12
	Л-10002-2-80

	
	
	1/100
	1/1000
	1/100
	1/1000

	Количество живых эмбрионов
	10,7 ± 0,93
	7,2 ± 0,62 *
	10,7 ± 0,87
	7,5 ± 0,58 *
	11,3 ± 1,10

	Количество резорбций
	0,49 ± 0,11
	1,26 ± 0,14 *
	0,52 ± 0,14
	1,13 ± 0,12 *
	0,57 ± 0,13

	Количество желтых тел
	12,4 ± 0,85
	11,38 ±0,76*
	11,7 ± 0,95
	12,10 ±0,94*
	12,7 ± 0,76

	Масса плодов (г)
	3,95 ± 0,07
	2,73 ± 0,07 *
	3,90 ± 0,08
	2,92 ± 0,06 *
	3,92 ± 0,06

	Масса плацент (г)
	0,53 ± 0,05
	0,85 ± 0,06 *
	0,54 ± 0,06
	0,83 ± 0,07 *
	0,55 ± 0,07

	Размер плодов (мм)
	42,8 ± 1,15 
	33,6 ± 1,24 *
	41,93 ± 1,22
	34,8 ± 1,13 *
	40,7 ± 1,25

	Эмбриональная гибель:

доимплатационная
	3,9 ± 0,52
	12,5 ± 1,3 *
	4,10 ± 0,43
	11,8 ± 0,93 *
	4,05 ± 0,37

	Послеимплатационная
	2,3 ± 0,28
	4,2 ± 0,32 *
	2,4 ± 0,13
	4,1 ± 0,35 *
	2,5 ± 0,18

	Общая
	6,2 ± 0,40
	16,7 ± 0,81 *
	6,5 ± 0,28
	15,9 ± 0,64 *
	6,55 ± 0,26


 Примечание: * - разница достоверна с контролем р <0,05
Обсуждение полученных данных. Результаты исследования влияния полиолов на функциональное состояние сперматозоидов обнаружили уменьшение срока подвижности гамет, количества сперматозоидов, осмотической резистентности и кислотной устойчивости на фоне повышенного количества их мертвых форм в суспензии семенников у групп животных, которые были токсификовани 1/100 ДЛ50. 1/1000 ДЛ50 оказалась недействующей.
Исследование влияния "Лапролов" на сперматогенез выявило снижение индекса сперматогенеза, количества (числа) сперматогоний, относительного числа канальцев с двенадцатой стадией мейоза и увеличение количества канальцев с отслоеным эпителием у групп животных, которые были токсифицированы дозой 1/100 ДЛ50.

Исследования показывают, что ксенобиотики в дозе 1/100 ДЛ50 способны оказывать токсическое влияние на организм беременных самок, временную эндокринную железу - плаценту и плоды, подавляя эмбриогенез (уменьшалось количество живих эмбрионов, маса плодов, их размеры). Морфологическое исследование плодов не выявило нарушений в дифференциации органов и тканей, что позволило исключить наличие тератогенного действия у данной группы животных как под влиянием исследуемых ксенобиотиков.
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O.A. Nakonechnaya, A.I. Bezrodnaya
Influence of oligoesters on the generative function of rats under experimental conditions

Abstract: The influence of two brands of oligoesters in a subacute toxicological experiment on reproductive function and not justified acting dose, harmless for warm-blooded animals for prolonged intake. It is shown that the oligoesters L-3603-2-12 and L-10002-2-80 at dose 1/100 DL50 inhibit functional, morphological and morphometric parameters of the gonads. This dose of xenobiotics carry toxic effects on females, namely, the placenta and the fetus, which in a complex of violations indicates a gonadotoxic and embryotoxic action and inhibition of reproductive function.
Keywords: xenobiotics, oligoesters, warm-blooded animals, reproductive function, subacute toxicity experiment.
