Rev. Int. Contam. Ambie. 33 (3) 403-410, 2017
DOI: 10.20937/RICA.2017.33.03.04

EVALUACION DE DANO AL ADN EN LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA HUMANA
EXPUESTOS AL HERBICIDA GLIFOSATO

Maria Carolina BARBOSA!, Delia AIASSA”* y Fernando MANAS?

!'Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas, Universidad Nacional de Cuyo. Avenida Cham-
pagnat 5500, Mendoza, Argentina,

2 Departamento de Ciencias Naturales, Universidad Nacional de Rio Cuarto. Ruta 6, kilémetro 601, Rio Cuarto,
Cordoba, Argentina

3 Farmacologia, Facultad de Agronomia y Veterinaria, Universidad Nacional de Rio Cuarto. Ruta 6, kilémetro
601, Rio Cuarto, Coérdoba, Argentina

* Autor para correspondencia: delia.aiassa@gmail.com

(Recibido junio 2016, aceptado diciembre 2016)

Palabras clave: genotoxicidad, plaguicidas, ensayos in vitro

RESUMEN

Argentina es el principal exportador mundial de aceite y harina de soja, y el tercer
proveedor mundial de la oleaginosa en grano. La superficie total cultivada con soja
creci6 alrededor del 50 % en los ultimos 30 afios, ocupando la mitad del area sem-
brada del pais y con esto el uso de numerosos plaguicidas. Uno de los problemas del
empleo de plaguicidas es el posible impacto sobre las poblaciones humanas expuestas
directa o indirectamente. De aqui la importancia de evaluar el potencial genotdxico de
estas sustancias a través de biomarcadores como aberraciones cromosomicas, micro-
nucleos, intercambio de cromatidas hermanas o el ensayo cometa. En este estudio se
evaluo el potencial genotoxico de una formulacion comercial de glifosato (glifosato
[I-Atanor®, glifosato 43.8 %) por medio del ensayo cometa y se determiné la con-
centracion de especies reactivas al acido tiobarbitrico (TBARS), para cuantificar la
peroxidacion lipidica, proceso que ocurre bajo condiciones de estrés oxidante. Todas
las concentraciones de glifosato en formulacion comercial produjeron un aumento
estadisticamente significativo del momento de la cola respecto al testigo negativo. Se
hall6 una correlacion entre el aumento de la lipoperoxidacion y la fragmentacion de
ADN medida como el momento de la cola, por lo que se estima que el estrés oxidante
podria ser uno de los principales factores que estarian alterando el funcionamiento
normal de las células, entendiéndose a este proceso como la principal consecuencia
de una exposicion a glifosato.
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ABSTRACT

Argentina is the world’s largest exporter of oil and soybean flour, and the third larg-
est supplier of the oleaginous grain. The total area planted with soybean grew about
50% in the past 30 years, occupying half the planted area in the country and thus the
use of many pesticides. One of the problems of pesticide use is the possible impact on
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human populations exposed directly or indirectly. Hence the importance of assessing
the genotoxic potential of these substances through biomarkers as chromosomal aberra-
tions, micronuclei, sister chromatid exchange or comet assay. This study evaluated the
genotoxic potential of a glyphosate commercial formulation (glyphosate II-Atanor®,
glyphosate 43.8 %) by the comet assay and the concentration of thiobarbituric acid
reactive species (TBARS) was determined to quantify the lipid peroxidation process
that occurs under oxidative stress. All concentrations of glyphosate in commercial for-
mulation produced a statistically significant increase in tail moment relative to negative
control. A correlation between increased lipid peroxidation and DNA fragmentation
measured as the tail moment was found, so it is estimated that oxidative stress might
be one of the main factors that would disrupt the normal functioning of cells, being

understood this process as the main consequence of exposure to glyphosate.

INTRODUCCION

Argentina es el principal exportador mundial de
aceite y harina de soja y el tercer proveedor mundial
de la oleaginosa en grano (FAO 2013). La superficie
total cultivada con soja crecid alrededor del 50 %
en los ultimos 30 anos, ocupando la mitad del area
sembrada del pais (GEA 2013).

Sumado a este incremento de las superficies culti-
vadas de soja en detrimento de otros cultivos y de la
produccion lactea, en las ultimas décadas se ha pro-
vocado un crecimiento notable de los volimenes de
plaguicidas empleados, especialmente del herbicida
glifosato (Vila-Aiub et al. 2008, Di Fiori et al. 2012).

Uno de los problemas del uso de plaguicidas es
el posible impacto sobre las poblaciones humanas
expuestas directa o indirectamente a la accion de
estos agentes toxicos. Los plaguicidas, al igual que
muchas otras sustancias quimicas, son potenciales ge-
neradores de dafio genético. En esa direccion, existe
suficiente evidencia basada en consideraciones me-
canisticas para afirmar que los agentes genotoxicos
son potencialmente cancerigenos, y se ha establecido
una correlacion positiva entre individuos expuestos
a estas sustancias, ya sea de forma ocupacional o
accidental, y el incremento del riesgo de padecer
cancer (De Marini et al. 1989, IARC 1991, Solans y
Hernandez 2000, Bolognesi 2003).

Todas las poblaciones tienen, en mayor o menor
grado, riesgo de exposicion a plaguicidas, ya sean los
de uso agricola, los que se utilizan en otro ambito e
incluso mediante residuos quimicos en los alimen-
tos (Sailaja et al. 2006). De aqui la importancia de
evaluar el potencial genotoxico de estas sustancias a
través de biomarcadores como aberraciones cromo-
somicas, micronucleos, intercambio de cromatidas
hermanas o el ensayo cometa (Aiassa et al. 2012).

El ensayo cometa es un método sencillo, rapido
y de alta sensibilidad para detectar niveles bajos de

dafio al ADN en células individuales. En la tltima
década ha sido un método para evaluar a nivel de
ADN, con aplicaciones en epidemiologia molecular y
monitoreo humano, comprobacion de genotoxicidad,
ecotoxicologia, asi como en la investigacion basica
de dafio y reparacion del ADN (Collins et al. 2004).

Asimismo, el efecto toxico en la mayoria de
los plaguicidas es causado mediante mecanismos
de estrés oxidante, produciéndose la alteracion del
estado de reduccion oxidacion (redox), segun Astiz
et al. (2009).

El glifosato es el principio activo de Roundup®,
el herbicida de amplio espectro post-emergencia
mas empleado en todo el mundo. En la Argenti-
na se utilizan casi 200 millones de L de distintas
formulaciones de glifosato sobre unas 19 millones
de hectareas por afio, principalmente asociadas al
cultivo de soja transgénica (Paganelli et al. 2010).
La preocupacion en gran parte de la comunidad
cientifica en la actualidad, se centra en los efectos
que la exposicion al glifosato, y fundamentalmente a
cualquiera de sus formulaciones comerciales pudie-
ra tener en la salud animal y humana a largo plazo,
incluyendo el potencial genotoxico de este plagui-
cida. En este sentido, los resultados obtenidos por el
grupo de Robert Bell¢, demuestran que Roundup®
y otras formulaciones comerciales conteniendo gli-
fosato podrian representar un riesgo a largo plazo
debido a su capacidad de producir una disfuncion
de Ia divisién celular, retrasando la activacion del
complejo ciclina B/CDK1. Los autores sostienen
que estas alteraciones en el control del ciclo celu-
lar llevan a una inestabilidad genémica que podria
resultar en el desarrollo de una neoplasia a partir de
la célula afectada (Marc et al. 2002, 2003 y 2004).
Asimismo, la capacidad del herbicida glifosato de
interactuar con el material genético ha sido reporta-
da por una gran cantidad de investigadores en todo el
mundo en diversos disefios experimentales, in vivo
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e in vitro (Rank et al. 1993, Bolognesi et al. 1997,
Benachour et al. 2007, Lioi et al. 1998, Monroy
et al. 2005, Maiias et al. 2006, Paz-y-Mifio et al.
2007, Manas et al. 2009a, Maiias et al. 2009b). Es
importante resaltar que el potencial de una sustancia
para inducir el desarrollo neoplasico podria relacio-
narse a la capacidad de la misma para actuar sobre
el material genético en forma adversa, es decir a su
genotoxicidad (Albertini et al. 2008).

Si bien algunos autores reportan alteraciones
en el balance oxidante causadas por la exposi-
cion a glifosato o alguna de sus formulaciones
comerciales (Astiz et al. 2009, Beuret et al. 2005,
El-Shenawy 2009), existen pocas investigaciones
sobre la relacidon entre exposicion a glifosato y
generacion de estrés oxidante, y mucho menos la
participacion de la injuria oxidante en la génesis
del dafio genético.

En este estudio se evaluo el potencial genotoxico
de una formulacién comercial de glifosato (glifosato
II-Atanor®, glifosato 43.8 %) por medio del ensayo
cometa, y se determino la concentracion de especies
reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS), para cuan-
tificar la peroxidacion lipidica, proceso que ocurre
bajo condiciones de estrés oxidante.

MATERIALES Y METODOS

Ensayo cometa en leucocitos humanos
Obtencion de las muestras de sangre

Se obtuvo sangre periférica de tres donadores sa-
nos de 24, 27 y 30 afios, no fumadores, sin exposicion
laboral a agroquimicos, sin tratamiento médico, ni
exposicion arayos X en los ultimos nueve meses, pre-
vio consentimiento informado, el cual fue aprobado
por el Comité de Etica del Instituto Multidisciplinario
de Biologia Celular de la ciudad de La Plata y de la
Universidad Nacional de Rio Cuarto (Exp. 03/13),
en el marco del proyecto Codigo 18/ C377, Resol
Rec. 852/ 11. La extraccion la realizé un profesional
habilitado (bioquimica), mediante puncién venosa
con una jeringa estéril heparinizada.

Exposicion de la sangre a glifosato Il (Atanor®)
Con base en las concentraciones utilizadas por
Manas et al. (2009a, b) para glifosato puro, se realiza-
ron ensayos previos para determinar la citotoxicidad
y viabilidad de los leucocitos. Se decidi6 utilizar tres
concentraciones finales de glifosato en formulacion co-
mercial (glifosato Il Atanor®): 37.5, 75y 112.5 ng/mL
en amortiguador de fosfato salino (PBS, por sus siglas
en inglés) como disolvente. En dichas formulaciones

comerciales la viabilidad determinada mediante colo-
racion con azul tripano (Freshney 2000), fue mayor
a 95 %. Las concentraciones varian entre 56 y 170
veces menos que las recomendadas para pulverizacio-
nes aéreas por la empresa que produce el herbicida.

Cada muestra de sangre se fracciond en cinco
tubos estériles de vidrio en un volumen de 2 mL.
Posteriormente, a cada tubo se afiadieron las concen-
traciones seleccionadas: 37.5, 75y 112.5 pg/mL de la
formulacion comercial en PBS. Se utilizo PBS como
testigo negativo. Como testigo positivo se empled
una solucién de perdxido de hidrogeno 20 uM. Los
tubos se incubaron en estufa a 37 °C durante 4 horas
con agitador orbital.

Aislamiento de leucocitos de sangre periférica
humana

Transcurrida la incubacion, se separd el plasma
mediante centrifugacidén para realizar el ensayo
de TBARS, y se procedid a aislar leucocitos del
paquete globular mediante la lisis de los eritrocitos
segun Brendler-Shwaab et al. (1994) con algunas
modificaciones. Una vez logrado el aislamiento de
los leucocitos se cuantifico la viabilidad celular me-
diante el ensayo de coloracion con Azul de Tripano
(Freshney, 2000).

Ensayo cometa

El ensayo fue realizado siguiendo el protocolo
descripto por Singh et al. (1988) con algunas mo-
dificaciones. Se mezclaron 250 puL de agarosa de
bajo punto de fusiéon (Promega) con 50 pL de la
solucion de leucocitos, cuya concentracion fue de
3x10% células/mL aproximadamente. De esa mezcla
se colocaron 65 uL en un portaobjetos previamente
embebido con 200 pL de agarosa de punto de fusion
normal (Biodynamics). Los portaobjetos se colocaron
cuidadosamente en jarras Coplin conteniendo solu-
cion de lisis y se llevaron a 4 °C en heladera al menos
durante una hora. Posteriormente se procedio a trans-
ferir los portaobjetos a una cubeta de electroforesis,
que contenia una solucion alcalina fria a pH 13 y se
los dej6 20 min aproximadamente. A continuacion, se
llevo a cabo la corrida electroforética durante 30 min
a 30 Vy 250 mA utilizando la misma solucién. Lue-
g0, se neutralizaron los portaobjetos, procedimiento
realizado tres veces con intervalos de 5 min. Por
ultimo, los portaobjetos se colorearon con 40 pL de
bromuro de etidio a una concentracion de 20 ug/mL
y de inmediato se analizaron al microscopio 6ptico
de fluorescencia. Todas las muestras se procesaron
por duplicado, preparando por lo tanto dos réplicas
por cada tratamiento.
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Andlisis de imdgenes

Un total de 100 células se observaron al microsco-
pio Optico de fluorescencia con un aumento de 400x.
En oscuridad, se tomaron fotografias de cada una de
las células y las imagenes obtenidas fueron analizadas
mediante el programa Comet Score 1.5®. El parametro
elegido para evaluar el dafio al ADN fue el momento
de la cola. Los cometas sin nicleo detectable o “nubes”
no fueron considerados en el andlisis. Los resultados
se transfirieron automaticamente a una planilla Excel
con el parametro seleccionado (Mafias et al. 2009a, b).

Evaluacion del estrés oxidante mediante la cuan-
tificacion de sustancias reactivas al acido tiobar-
bitirico (TBARS)

Se procedio a determinar las sustancias reactivas
al acido tiobarbitirico mediante el método descrito
por Buege y Aust (1978), modificado por Marcin¢ak
et al. (2003) en plasma de sangre periférica humana.
Este se obtuvo luego de la primera centrifugacion de
la sangre expuesta a los distintos tratamientos para la
realizacion del ensayo cometa (previo al aislamiento
de linfocitos) y se conservo a —20 °C hasta la cuan-
tificacion de TBARS.

Se utilizé malondialdehido (MDA) como sustan-
cia de referencia, obtenida a partir de la hidrdlisis
de 400 pL de 1,2,3,3-tetrametoxipropano (TMP,
Cicarelli), luego de su incubacion con 216 uL. de HCI1
(1 M, Merck) en un tubo a bafio Maria durante 30 min a
37°C. Apartir de esa mezcla se realizaron las diluciones
apropiadas hasta obtener las concentraciones de 1.83,
3.66,7.32,14.63,29.67 y 58.54 nmol/mL, adecuadas
para realizar la curva de calibracion necesaria para
efectuar los calculos de las concentraciones de MDA
de cada uno de los plasmas.

Se colocaron 500 pL de acido tricloroacético
(TCA, Cicarelli) al 15 % en 15 tubos, cinco para cada
donador. A continuacion, se anadio 20 uL de agua
destilada y 500 pL de acido tiobarbiturico (TBA,

Cicarelli) al 0.375 %. Luego, se mezclaron 250 uL. de
plasma con 250 pL de agua destilada y se los coloco
en la solucién anteriormente preparada. Se incubo6 a
90 °C durante 30 min y se acomodaron en un con-
gelador a —20 °C durante 10 min. Posteriormente, se
agregaron 1800 pL de butanol bajo una campana de
extraccion de gases e inmediatamente se centrifugd
durante 10 min a 3500 rpm. Finalmente se realizaron
las lecturas por triplicado en el espectrofotdmetro a
510, 532 y 560 nm. Se aplicé la siguiente formula
con objeto de disminuir la interferencia provocada
por diversos hemopigmentos como la hemoglobina
(de Sousa Sa et al. 2013): MDAS32 = 1.22 [(A532)
— (0.56)(A510) + (0.44)(A560)]. Los niveles de
lipoperoxidacion se expresan como nmol de MDA/
mL de plasma.

Analisis estadistico

El supuesto de normalidad fue evaluado mediante
la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Para los datos
que siguieran una distribucion normal, se realizd
un analisis de la varianza con el fin de evaluar las
diferencias entre los distintos tratamientos, seguido
de la prueba de comparaciones multiples de Dun-
nett. En el caso de que los datos no siguieran una
distribucidon normal, se procedié a realizar la prueba
de Kruskal-Wallis y la prueba a posteriori de Dunn
para comparaciones multiples no paramétricas. El
coeficiente de Pearson se utiliz6 para determinar la
relacion existente entre los distintos parametros anali-
zados. Se emplearon los programas Prism 3.0 (Prism
1997) y Statgraphics Plus 5.1 (Statgraphics 1992).

RESULTADOS

En la cuadro I se resumen los valores obtenidos
mediante el ensayo cometa para el parametro selec-
cionado (momento de la cola) como medida de dafio

CUADRO I. ENSAYO COMETA: MOMENTO DE LA COLA PARA TRES CONCENTRACIONES DE
LA FORMULACION COMERCIAL GLIFOSATO II (ATANOR®)

Tratamiento Donador 1 Donador 2 Donador 3 Media por p
ug/mL tratamiento

Testigo negativo 9214+ 93.82 2067 + 211.3 519.5+ 84.6 1169.3 +129.90
Glifosato 37.5 1870 +169.3 2152 £ 151.4 1333 +£106.2 1785 +£1423 HHE
Glifosato 75 2207 +230.8 2190 +231.6 1453 +127.8 1950  +£196.73  ***
Glifosato 112.5 2558 +195.8 2480 + 424.5 1410 +188.6 2149.33+£269.63  ***
Testigo positivo 1968 =+ 193.8 1216 + 138.5 2350 +149.1 1844.66+ 160.46  ***

Valores expresados como promedio =+ error estandar. *** = p <(0.001. Prueba de Dunn luego de realizar

una prueba de Kruskal-Wallis para datos no paramétricos



DANO AL ADN POR GLIFOSATO 407

inducido en el ADN. Todas las concentraciones de
glifosato en formulacion comercial produjeron un
aumento estadisticamente significativo del momento
de la cola respecto al testigo negativo (Fig. 1).
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Fig. 1. Niveles alcanzados de dafio al ADN en células sangui-
neas humanas expuestas a distintas concentraciones de
glifosato. TN = testigo negativo, G1= 37.5 pg/mL de
glifosato, G2 =75 pg/mL de glifosato, G3 =112.5 pg/ mL
de glifosato II (Atanor®). TP = testigo positivo (20 uM
de H,0,), *** = p < 0.001, Prueba de Dunn, luego de
realizar una prueba de Kruskal-Wallis

Se observd una correlacion positiva entre el
momento de la cola y las distintas concentraciones
de glifosato, con un r = 0.9342 y p = 0.043 para el
coeficiente de correlacion de Pearson (Fig. 2).

En la figura 3 se presentan los valores correspon-
dientes a la determinacion de sustancias reactivas al
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Fig. 2. Relacion concentracion unidades arbitrarias de dafio al
ADN tras exposicion a distintas concentraciones (pug/mL)
de la formulacion comercial de glifosato II (Atanor®).
Coeficiente de correlacion r=0.9342, p=0.0329, prueba
de Pearson.

acido tiobarbitarico (TBARS) en plasma de sangre
periférica humana expuesta a glifosato.
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Fig. 3. Niveles de malondialdehido/mL en plasma de sangre
periférica humana expuesta a glifosato II (Atanor®)
durante 4 horas. TN = Testigo negativo, G1 = 37.5 ug/
mL, G2=75 pg/mLy G3=112.5 ug/ mL de la formula-
cion comercial. TP = testigo positivo (20 uM de H,O5).
Prueba de Dunnett luego de realizar un analisis de la
varianza (p > 0.05)

Las diferencias halladas no fueron estadistica-
mente significativas acorde al resultado obtenido
mediante un analisis de la varianza. Sin embargo,
hay una tendencia al incremento de los valores en
correspondencia con el aumento de la concentracion
de glifosato II (Atanor®) (r = 0.99), p < 0.001;
prueba de Pearson), como puede observarse en la
figura 4.

Niveles de malondialdehido
(nmol/mL de plasma)
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Fig. 4. Relacion entre las concentraciones de malondialdehido
cuantificadas mediante el ensayo de sustancias reactivas
al acido tiobarbiturico y las concentraciones de glifosato
II (Atanor®). Coeficiente de correlacion r = 0.99 (p <
0.001, Prueba de Pearson)
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Por ultimo, se encontrd una correlacion r=0.9590
entre el dafio al ADN cuantificado mediante el ensayo
cometa y la evaluacion del estado redox mediante
TBARS (Pearson, p < 0.05; Fig. 5).
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Fig. 5. Relacion entre los niveles de malondialdehido cuanti-
ficadas mediante el ensayo de sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico y el dafio al ADN expresado como
el momento de la cola por el ensayo cometa en sangre
periférica humana tras la exposicion a tres concentracio-
nes de glifosato II (Atanor®). Coeficiente de correlacion
r=0.9590, p <0.05, prueba de Pearson

DISCUSION

La relevancia del estudio de las formulaciones
comerciales radica en que el ingrediente activo
puede tener un efecto aditivo e incluso sinérgico al
interactuar con coadyuvantes y demads sustancias
quimicas que forman parte de la solucidén que se
comercializa (Marc et al. 2002, 2004, Dimitrov et
al. 2006, Sivikova y Dianovsky 2006).

Son pocos los trabajos publicados en los que
se han realizado ensayos de genotoxicidad in vitro
en leucocitos de sangre periférica humana. Lioi et
al. (1998) evaluaron el efecto de varios pesticidas
incluyendo el glifosato como principio activo, me-
diante los ensayos de aberraciones cromosomicas
e intercambio de cromatidas hermanas. Estos auto-
res encontraron que concentraciones de 8, 5, 17 y
51 uM son capaces de aumentar significativamente
el porcentaje de aberraciones y la frecuencia de
intercambios. A su vez, estudiaron la actividad de
la enzima G6PD, que se observo aumentada tras
la aplicacion de las concentraciones de glifosato
anteriormente mencionadas. Mladinic et al. (2009)

realizaron estudios de genotoxicidad y estrés
oxidante del glifosato puro en concentraciones
que oscilaron entre 0.5 y 580 pg/mL, tanto con la
adicion de activacién metabolica como sin ésta.
Cuantificaron la lipoperoxidacion mediante TBARS
y la capacidad total antioxidante (TAC). Ademas
utilizaron el ensayo cometa y analizaron la ines-
tabilidad nuclear y cromosémica mediante FISH.
Hallaron que sélo la dosis mas alta fue capaz de
incrementar estadisticamente todos los parametros
estudiados en las distintas técnicas. A diferencia de
lo encontrado por estos autores, en este trabajo se
observé un aumento en la fragmentacion del ADN
(mediante el ensayo cometa) y un incremento de
la lipoperoxidacidn, con concentraciones entre 5y
15 veces menores, lo que demuestra nuevamente la
controversia de los resultados en torno a la geno-
toxicidad de este plaguicida y en la determinacion
del estado anterior al oxidante.

Monroy et al. (2005) evaluaron el potencial
genotoxico del glifosato puro en lineas celulares hu-
manas (HT1080 y GM38) mediante el ensayo come-
ta y hallaron que concentraciones de 4.5 a 6.5 mM
incrementan significativamente el dafio en el ADN,
mientras que una solucion 4 mM de este compuesto
no provoc6d aumento significativo respecto al tes-
tigo negativo. Los resultados encontrados en este
trabajo difieren con el anterior ya que se observo
que concentraciones aproximadamente 10 veces
menores a la mas baja (0.22, 0.44 y 0.66 mM)
produjeron dafios significativos en el ADN. Maifias
et al. (2009 a, b) utilizaron una linea celular de
laringocarcinoma humano (Hep-2) para estudiar
la genotoxicidad del glifosato puro y su principal
metabolito, el &cido amino metil fosfonico (AMPA)
aconcentracionesde 3a7.5mMyde2.5a7.5mM,
respectivamente, y encontraron evidencia para
afirmar que todas las concentraciones evaluadas
mediante el ensayo cometa produjeron un aumento
significativo del dafio en el material genético (ex-
cepto 2.5 mM de AMPA, cuyo incremento no fue
significativo respecto al testigo negativo). En este
trabajo se utilizaron concentraciones de hasta 10
veces inferiores, lo que concuerda con lo realizado
previamente por estos autores.

La empresa Atanor® recomienda el uso de su
formulacién comercial glifosato II en voliumenes
que oscilan entre 2 y 6 L/ha, de acuerdo con el
tipo de maleza que el agricultor desee combatir. La
concentracion de glifosato del producto comercial
que se utilizé en este trabajo es de 210 mM, apro-
ximadamente. La dilucion que se debe realizar de
este compuesto depende del tipo de aplicacion que
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se lleve a cabo. En caso de que estas sean aéreas, la
empresa recomienda el uso de 15 a 30 L finales, por
lo que la concentracion de glifosato I1 Atanor® que es
pulverizado ronda los 37.33 mM, una concentracion
que es entre 56 y 170 veces superior a las distintas
dosis evaluadas en este trabajo.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se halld
una correlacion entre el aumento de la lipoperoxi-
dacion y la fragmentacion de ADN medida como
el momento de la cola, por lo que estimamos que
el estrés oxidante podria ser uno de los principales
factores que estarian alterando el funcionamiento
normal de las células, entendiéndose a este proceso
como la principal consecuencia de una exposicion
a glifosato.

Marc et al. (2002, 2004) llevaron a cabo estudios
en embriones de erizo de mar (Sphaerechinus gra-
nularis) que determinaron que Roundup® es capaz
de provocar una disfuncion en el ciclo celular al
retrasar la unién ciclina B/CDKI1 e incluso inhibir
la sintesis de esta ciclina, resaltando la importancia
de las formulaciones comerciales al concluir que los
ingredientes activos y los coadyuvantes actuarian
de manera sinérgica. A su vez, cabe resaltar que
los reguladores del ciclo celular son universales, lo
que aumenta la relevancia del estudio realizado por
estos autores. Una posible explicacion a lo que se
observo en la investigacién que aqui se reporta es
que la formulacion comercial que se estudio podria
estar actuando del mismo modo que Roundup® en
embriones de erizo de mar, es decir, inhibiendo la
union ciclina B/CDK1 necesaria para el progreso
del ciclo celular. Una desregulacion de las proteinas
involucradas en este proceso podria llevar a una
inestabilidad gendmica que a su vez, podria provocar
los efectos observados mediante el ensayo cometa en
el presente trabajo.

Si bien hasta hace algunos afios se cuestiond
la genotoxicidad potencial del herbicida glifosato,
fundamentalmente desde sectores involucrados con
la produccion de alimentos, o por supuesto desde la
propia industria, en la actualidad existe suficiente
evidencia que demuestra que este herbicida no es
tan inocuo como inicialmente se sefiald. De hecho, a
comienzos del afio 2015, la IARC clasifico al glifo-
sato en la categoria 2A (“probablemente carcinégeno
para el ser humano”), reconociendo que existe una
“fuerte” evidencia de la capacidad genotoxica del
herbicida glifosato. Si bien atn no esta completa-
mente dilucidado, una de las posibles causas del
dafio genético causado por la exposicion a glifosato,
podria ser el estrés oxidante, tal y como lo sugieren
los resultados hallados en el presente trabajo.
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