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RESUMEN

El glifosato es un herbicida de amplio espectro que se
utiliza para el control de malezas en cultivos de interés agri-
cola; genera la muerte del organismo blanco afectando su
capacidad de sintetizar proteinas esenciales para la supervi-
vencia. El glifosato inhibe la enzima 5-enolpiruvilshikimato-
3-fosfato sintasa que forma parte de la via metabdlica de
produccion de aminoacidos aromaticos, ya que se comporta
como un analogo de un sustrato de dicha enzima. Se han
presentado evidencias que indican que el glifosato y sus
formulaciones comerciales generan situaciones de estrés
oxidativo en cianobacterias, microalgas y plantas superiores
no blanco de este herbicida. Sin embargo, la verdadera di-
mensién de la magnitud del efecto oxidativo generado por
la exposicién al herbicida, ain es materia de deliberacién.
El objetivo del presente trabajo es resumir la informacién
disponible sobre el metabolismoy la participacion del estrés
oxidativo en la toxicidad del glifosato en sistemas biolégicos.
El conocimiento de los riesgos ambientales generados por el
uso del glifosato ayudard a evitar dafos irrecuperables tanto
en plantas como en animales al emplear el herbicida.
Palabras clave: estrés oxidativo, glifosato, sistemas biolégi-
cos, toxicidad.

ABSTRACT

Glyphosate is a broad-spectrum herbicide used for
weed control in crops of agricultural interest. This herbicide
causes the death of the target by affecting their ability to
synthesize proteins essential for survival. The activity of
the 5-enolpiruvilshikimato-3-phosphate synthase enzyme,
which is part of the metabolic pathway for production of
aromatic amino acids, is inhibited by the glyphosate that be-
haves as an analogue of the second substrate (phosphoenol-
pyruvate). There is evidence that indicate glyphosate (and
its formulations) produce oxidative stress in cyanobacteria,
microalgae and no-target higher plants. However, the true di-
mension of the magnitude of the oxidative effect generated
by the exposure is still a matter of discussion. The objective of
the present study is to summarize the available information
on the metabolism and the involvement of oxidative stress in
the toxicity of glyphosate on biological systems. Increasing
the awareness of the environmental risks generated by the
use of glyphosate will help to avoid unrecoverable damage
to both, plants and animals during herbicide handling.
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INTRODUCCION

El glifosato (N-(fosfonometil) glicina) es un herbicida
de amplio espectro que se utiliza principalmente para el
control de malezas en cultivos de interés agricola. Original-
mente patentado por la empresa estadounidense Monsanto
en la década del 1970, su uso se ha ido incrementando con
el correr de los aios, especialmente a partir de la aparicion
de semillas de soja transgénica resistentes a dicho herbicida
en el aio 1996. En la actualidad, existen multiples variedades
de cultivos entre los que se encuentran el trigo, el maiz, el
algoddn y la alfalfa que muestran resistencia a la accion de
este herbicida (Dill, 2008; Green, 2009; Dun et al., 2014). El
glifosato genera la muerte del organismo blanco afectando
su capacidad de sintetizar proteinas esenciales para la super-
vivencia. La actividad de la enzima 5-enolpiruvilshikimato-
3-fosfato sintasa (EPSPS), que forma parte de la via metabé-
lica de producciéon de aminoacidos aromaticos, es inhibida
por el glifosato que se comporta como un anélogo del se-
gundo sustrato (fosfoenolpiruvato) (Steinrlicken y Amrhein,
1980). Ademas, Eker et al. (2006) y Cakmak et al. (2009) han
informado que el glifosato puede unirse a diferentes metales
esenciales presentes en el suelo, generando una disminucién
de su biodisponibilidad para la planta y, de este modo, pro-
vocando una deficiencia de nutrientes que podria contribuir
al dafo generado en dicho organismo. Esta facultad del gli-
fosato de unirse a metales ha sido ampliamente estudiada y
se han descripto casos de malnutricion de plantas resistentes
al herbicida (Ozturk et al., 2008; Bellaloui et al., 2009; Saes
Zobiole et al., 2010; Zobiole et al., 2010; Zobiole et al., 2011)
Sin embargo, Duke et al. (2012) han sefalado que la literatura
cientifica que apoya estas afirmaciones ha resultado contra-
dictoria, dado que muchos de esos estudios no han tenido en
cuenta otras variables que pueden afectar la nutricién de las
plantas, tales como las caracteristicas del suelo y presencia
de quelantes de metales en el mismo. Ademas, estos autores
recopilaron evidencia cientifica que permite clasificar al gli-
fosato como un quelante débil de metales, en comparacién
con los quelantes biolégicos presentes en las plantas vivas.
Las formulaciones comerciales de este herbicida contienen
en su mayoria uno o mas compuestos quimicos conocidos
como surfactantes, cuya funcién es facilitar el ingreso del
herbicida a los tejidos de la planta. Se han realizado nume-
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rosos estudios in vivo e in vitro en diversos tipos de células y
organismos donde se ha observado que la toxicidad de los
formulados comerciales del glifosato suele ser mayor que la
observada al exponer distintos organismos (bacterias, mi-
croalgas, protozoos, crustaceos, ratones) al principio activo
en estado puro (Bolognesi et al., 1997; Tsui y Chu, 2003; Lipok
etal.,2010). Si bien la normativa internacional ha aprobado el
uso del glifosato, cambios recientes en la politica de algunas
organizaciones internacionales tales como la International
Agency for Research on Cancer (I.A.R.C.) han indicado la si-
tuacion del glifosato como herbicida potencialmente téxico
para el ser humano y otros organismos no blanco (I.A.R.C.
Monographs 112, 2015).

Estudios realizados durante la Ultima década en varie-
dad de modelos biolégicos, han demostrado que el glifosato
y sus formulaciones comerciales provocan distintos grados
de toxicidad. En este sentido, Marc et al. (2004) estudiaron
la accion de un formulado particular de glifosato (Roundup
3plus) como disruptor del ciclo celular en células de erizo
de mar ya que este efecto es una de las caracteristicas mas
comunes que presentan las células cancerigenas. Mafas et al.
(2009) demostraron los efectos genotdxicos que el metaboli-
to activo del glifosato, el 4cido aminometilfosfénico (AMPA),
ejerce sobre células humanas Hep-2 mediante ensayos de
dano al ADN. Estudios realizados por Mesnage et al. (2012)
determinaron el nivel de exposicién de agricultores que uti-
lizan herbicidas basados en glifosato mediante la medicion
del principio activo en muestras de orina. Estos experimentos
demostraron no sélo que los fumigadores estaban expuestos
a estos herbicidas, sino que se verific una correlacion entre
el uso apropiado de equipos de proteccién personal y los
niveles del compuesto hallados en las muestras bioldgicas.
Por otro lado, se concluyé que las familias de los fumigadores
pueden estar también expuestas a estos herbicidas debido a
la presencia dentro del hogar de las ropas de trabajo conta-
minadas o por contacto dérmico con el aplicador. En la misma
linea, Acquavella et al. (2004) obtuvieron resultados similares
a los observados anteriormente, y lograron identificar aque-
llos factores que incrementan el riesgo de exposicion a estos
herbicidas durante su preparacion y aplicacion, a saber: falta
de elementos de proteccion personal, reparacion del equipo
de fumigacion durante la aplicacion, utilizacion de tractores
abiertos, y derrames ocurridos durante la preparacion del
herbicida. Curwin (2007) informé que el uso peridoméstico
de herbicidas basados en glifosato agravaba la exposicion
por parte de las familias de los fumigadores. Previamente,
De Roos et al. (2005) realizaron un analisis epidemioldgico
extenso utilizando datos obtenidos durante varios afios con
voluntarios de un programa de estudio de salud implemen-
tado en Estados Unidos. En este estudio se evalud la posible
correlacion entre la exposicion de fumigadores al glifosato
comercial y el desarrollo de distintos tipos de cancer por
ejemplo, mieloma multiple. Los autores sugieren una corre-
lacion entre la aparicion de casos de mieloma multiple y la
aplicacién de glifosato, lo que no se pudo apreciar para el
resto de los tipos de cancer analizados. Sin embargo, aclaran
que esta relacién solo fue observada en unos pocos casos
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y concluyen que es necesario continuar con el seguimiento
de los individuos enrolados en el programa en cuestién para
poder confirmar esta suposicion.

Enelafo 2015 la lLA.R.C. incluy¢ al glifosato dentro del
grupo 2 A, que comprende aquellas sustancias que se reco-
nocen como “probables carcinégenos para los seres huma-
nos”. Esta organizacion fundamenté su decision en el andlisis
de estudios realizados en Estados Unidos, Suecia y Canada
con trabajadores de la agricultura; y en la revision de publi-
caciones cientificas que analizaron los efectos del glifosato
y sus formulados comerciales en animales de laboratorio y
en otros organismos no mamiferos (I.A.R.C. Monographs 112,
2015). A partir de la publicacion de este informe, el German
Federal Institute for Risk Assesment de Alemania realizé un
analisis de riesgo concerniente al uso del glifosato y sugirié a
la E.F.S.A. (European Food Safety Administration) considerar
el informe de la .LA.R.C. en el proceso de reevaluacion de la
regulacion del herbicida llevada a cabo en el ano 2015 (B.F.R,,
2015). El informe de la E.F.S.A. concluy6 que el glifosato y sus
formulaciones no presentan riesgo de carcinogenicidad en
seres humanos si son utilizados de forma apropiada (EFSA
Journal, 2015). En la misma linea se expresé la Health Canada
Pest Management Regulatory Agency (PM.R.A.) de Canadg,
y la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos
(US.E.PA) (PM.R.A, 2015; US.E.PA., 2015).

El objetivo del presente trabajo es resumir la mas
reciente informacién disponible sobre el metabolismo y la
participacion del estrés oxidativo en la toxicidad del glifosato
en sistemas bioldgicos fotosintéticos y animales, a los efectos
de incrementar el conocimiento de los riesgos ambientales
generados por su uso y fomentar el disefio adecuado de
protocolos de prevencion.

Metabolismo del glifosato

El glifosato es degradado a AMPA por multiples
bacterias del suelo, seglin los mecanismos que se muestran
en la Figura 1. Se han descripto en bacterias tres vias metabo-
licas principales. Tanto en la via dependiente de la actividad
de la enzima glifosato oxido-reductasa como aquella de la
enzima glicina oxidasa, AMPA y glioxilato son los productos
finales. La tercera via involucra la actividad de la enzima
carbono-fésforo liasa que cataliza la escision de la molécula
de glifosato en el enlace carbono-fésforo dando como pro-
ductos de reaccion fosfato inorgénico y sarcosina. Algunos
de los microorganismos que poseen estas enzimas capaces
de metabolizar al glifosato han permitido la identificacion de
los genes codificantes para las mismas, los cuales son actual-
mente utilizados en la produccién de cultivos transgénicos
(Pollegionietal., 2011).

Las plantas genéticamente modificadas que pueden
resistir la accion de este herbicida, lo hacen mediante meca-
nismos distintos: i) por la accién de un gen bacteriano que
codifica para unaforma de la ESPSP no sensible ala accion del
herbicida, ii) por presencia de un gen bacteriano mutado que
codifica para una forma de la enzima no sensible al glifosato,
iii) por accion de un gen bacteriano que codifica para una en-
zima capaz de metabolizar al glifosato, o iv) por combinacién
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Figura 1. Diagrama indicando las principales vias de metabolizacién del glifosato
en sistemas bioldgicos. AMPA: 4cido aminometilfosfénico. Tomado y modificado de

Pollegioni et al. (2011).

Figure 1. Main pathways for metabolization of glyphosate in biological systems.
AMPA: aminomethylphosphonic acid. Taken and modified from Pollegioni et al.

(2011).

de las posibilidades anteriores (Dun et al., 2014). En los dos
primeros casos, la planta no metaboliza al glifosato sino que
la presencia de la forma no susceptible de la EPSPS le per-
mite evitar la interrupcién de la via metabdlica sobre la que
actua el herbicida. En el tercer caso, el gen exdégeno codifica
para una enzima denominada glifosato-N-acetiltransferasa
(GAT) que cataliza una reaccién de acetilacion del glifosato,
dando como producto N-acetil-glifosato, compuesto que
no presenta actividad herbicida y puede ser posteriormente
metabolizado y eliminado (Siehl et al., 2007; Pollegioni et al.,
2011). En el ultimo caso se combinan ambas opciones, es
decir, la planta ha sido transformada utilizando dos de estos
genes, con lo cual no sélo su enzima EPSPS no es susceptible
a la accion del herbicida, sino que también posee actividad
de la enzima GAT que le permite metabolizar al glifosato que
ingresa a la planta (Dun et al., 2014).

Con respecto al metabolismo in vivo del glifosato,
Anadon et al. (2009) midieron los niveles de glifosato y AMPA
en plasma de ratas Wistar luego de la administracién del her-
bicida en forma oral e intravenosa (400 mg/kg de pesoy 100
mg/kg de peso, respectivamente). En ambos casos se obser-
v6 una metabolizacién muy baja del herbicida. Los niveles de
AMPA en plasma fueron menores al 10% del total de glifosato
administrado, y se adjudicé su presencia al metabolismo por
microorganismos intestinales.

Radicales libres y estrés oxidativo en sistemas biolégicos

Un radical libre se puede definir como una molécula
o0 un atomo de existencia independiente con un electréon
desapareado en el orbital externo (Yu, 1994). Existen distin-
tos tipos de radicales libres de interés bioldgico: i) radicales
libres del oxigeno (Oz°, anion superoxido;®OH, radical hidro-
xilo), ii) radicales libres centrados en carbono (radical alquilo,
R®), iii) radicales libres del nitrégeno (NO, éxido nitrico), y iv)

radicales libres donde el electron desapareado se encuentra
deslocalizado sobre varios atomos (A®, radical ascorbilo). El
oxigeno molecular (O, es un biradical, es decir que posee
dos electrones (e”) desapareados ubicados cada uno en un
orbital w. Teniendo el mismo ndimero cudntico de espin, los
dos e se localizan en configuracién de espin antiparalelo.
Cuando el O, oxida a otra molécula aceptando un par de
e, ese par de e” puede ser alineado con espin paralelo. Esta
situacién desfavorable, fuerza la transferencia de e a otras
moléculas o dtomos para recuperar su espin antiparalelo.
Esta restriccion de espin parece ser ventajosa para los orga-
nismos aerdbicos por su bajo contenido de O, reactivo, sin
embargo se crea una situacion en la cual la transferencia de
un e puede conducir a la formacién de una molécula o un
dtomo con un e desapareado y un radical libre (Fridovich,
1978).

Fisioldgicamente, en las células aerobias se producen
radicales libres. Entre el 2y el 4% del O, consumido por las
células vivas genera especies reactivas del 0, (ROS). Esto se
debe a que diversas organelas (como las mitocondrias, el re-
ticulo endoplasmatico y los peroxisomas) y enzimas citoplas-
maticas como la xantina oxidasa (XO) son capaces de reducir
parcialmente el O,. El O, se puede reducir hasta formar agua
(Figura 2). Los intermediarios de reduccién del 0,que inclu-
yen especies radicales y no radicales, son especies quimicas
derivadas de las reducciones univalentes secuenciales del O,
molecular: el Oz°, el peréxido de hidréogeno (H,0,)y el®OH. El
0,° es el primer intermediario de la secuencia de reduccién
univalente del O, a agua y puede conducir a la formacion de
otras especies reactivas tales como *OH y el H,O,, ambas con
mayor poder oxidante que el O,°®. También puede reaccionar
con el H,0, para generar O, singulete ('0,). El H,0, por de-
finicién no es un radical libre, sin embargo, es una especie
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Figura 2. Reduccion univalente del O, a H,0 indicando la generacién de ROS.
Figure 2. Univalent reduction of O, to H,0, indicating the generation of ROS.

altamente reactiva por la presencia de un enlace O-O muy
labil. La principal fuente de generacion de H,0, es la dismu-
tacion del O,* catalizada por la actividad de la enzima supe-
roxido dismutasa (SOD). El ®OH es generado, i) a partir de la
descomposicion de H,O, a través de la reaccién de Fenton'y
i) a partir de la reaccién de O,* y H,O, mediante la reaccién
de Haber-Weiss, catalizada por hierro (Fe) (Boveris, 1998). Por
otro lado, un aumento en la generacién de NO puede dar
lugar a un aumento de la generacién de las especies reacti-
vas del N, (RNS), como el peroxinitrito (ONOO") produciendo
dano celular por nitraciéon, nitrosilacién y lipoperoxidacion
(Ducrocq et al., 1999).

Para mantener bajas concentraciones en estado
estacionario de las ROS y las RNS dentro de las células, se
requieren sistemas de eliminacion. Un antioxidante se define
como cualquier sustancia que a concentraciones muy bajas
comparadas con la de un sustrato oxidable, significativamen-
te retrasa o inhibe la oxidacién de éste. Comprende com-
puestos tanto de naturaleza enzimatica como no enzimatica
(Halliwell y Gutteridge, 1984). Los antioxidantes enzimaticos
incluyen las actividades de las enzimas SOD, catalasa (CAT),
glutation peroxidasa (GPx), ascorbato peroxidasa (APx) y
otras involucradas en la sintesis y regeneracidon de antioxi-
dantes de bajo peso molecular (Sies, 1993). La SOD es una
familia de metalo-enzimas que cataliza la dismutacion de O..
La CAT y las peroxidasas (Pxs) son los principales sistemas
enzimaticos que detoxifican H,0, (Asada, 1992). La enzima
CAT es una hemoproteina que presenta una funcién doble: i)
descomposicion de H,0, (actividad catalitica) y ii) oxidacion
de dadores de hidrégeno (DH,), como metanol, etanol, feno-
les y 4cido férmico, con el consumo de un mol de peréxido
(actividad peroxidatica) (Aebi, 1984). La mayor parte de las
Pxs son hemoproteinas que catalizan la oxidaciéon por un
e del dador de electrones (XH,) formando como producto
primario un radical libre (Jones et al., 1998). Los antioxidan-
tes no enzimaticos son generalmente moléculas pequeias,
que pueden ser: i) hidrofilicas, como el glutation (GSH,
L-y-glutamil-L-cisteinilglicina) y el acido ascérbico (AH), ii)
lipofilicas, como el a-tocoferol (a-T) y el B-caroteno (B-C). Se
incluyen también en este grupo compuestos fendélicos, como
flavonoides y moléculas complejas, como el acido fitico, la
fitoferritina y los fitoquelatos (Foyer y Harbinson, 1994).

La concentracion en estado estacionario de las espe-
cies activas es aquella en la cual la velocidad de utilizacion
o desaparicion de la especie es igual a su velocidad de pro-
duccion (Boveris, 1998). El estrés oxidativo se produce por
un desequilibrio, ya sea por un aumento en la produccién de
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las especies oxidantes o por una disminucion de la actividad
de las especies antioxidantes. Bajo estas condiciones, tanto
las ROS como las RNS pueden reaccionar con biomoléculas
y modificar la estructura y funcion de las mismas, para dar
lugar a alteraciones por dafio oxidativo y nitrosativo. Esto
puede promover la muerte celular y dar lugar a estados
fisiopatoldgicos, como la neurodegeneracion, el cancer, la
mutagénesis, diversas enfermedades cardiovasculares, y al
envejecimiento, entre otros (Sagara et al., 1998)

El dafio a macromoléculas involucra la reaccién de las
mismas con proteinas, acidos nucleicos y lipidos (Halliwell y
Gutteridge, 1984) (Figura 3). Los aminoacidos, eslabones de
las proteinas y péptidos, son blanco para el ataque de radi-
cales libres. Estudios sobre el dafio oxidativo a aminoacidos
ha provisto suficiente informacidn sobre cambios en la ma-
croestructura de las proteinas. Estas alteraciones conducen a
cambios fisicos en las proteinas, tales como la fragmentacion,
la agregacion y la susceptibilidad a la digestion proteolitica.
Finalmente, este dafo puede llevar a cambios conformacio-
nales y en la estructura terciaria de las proteinas (Yu, 1994).
El dafno al ADN estaria fundamentalmente mediado por
®OH e incluiria alteracién de las bases y ruptura de cadenas
(Mitchell, 1995). La peroxidacién de lipidos se define como el
deterioro oxidativo de lipidos insaturados. Se trata de una re-
accion en cadena que consta de tres etapas fundamentales:
lainiciacion, la propagacién y la terminacién. Se define como
iniciacion aquella etapa en la que se generan especies radi-
cales. Se considera que en esta etapa de la cadena, participan
compuestos de alta capacidad oxidante derivados del Fe (fe-
rrilo y perferrilo). Las reacciones de propagacién son aquellas
en la que se mantienen constante el nimero de especies
activas y las reacciones de terminacion son aquellas donde
se consumen especies activas. La peroxidacion lipidica pro-
voca efectos citotoxicos a nivel molecular, que incluyen una
alteracién estructural de la membrana con alteraciones de la
fluidez, permeabilidad incrementada de los constituyentes
celulares y la inactivaciéon de enzimas intrinsecas y transpor-
tadoras (Halliwell y Gutteridge, 1999).

Glifosato y estrés oxidativo en sistemas biolégicos

El glifosato y sus formulaciones comerciales pueden
alcanzar los cuerpos de agua cercanos a las zonas de aplica-
cion de herbicidas principalmente mediante escorrentia. Es
critico adquirir conocimiento sobre el efecto que puedan
tener estos herbicidas sobre la supervivencia y composicién
de las comunidades fitoplancténicas, ya que se trata pro-
ductores primarios que forman parte de numerosas redes
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Figura 3. Diagrama resumiendo los efectos de la generacion de ROS y/o
RNS que conducen al dafio celular.

Figure 3. Diagram summarizing the effects caused by the generation of
ROS and/or RNS that lead to cell injury.

troficas en los ecosistemas acuaticos. Se han presentado
evidencias que indican que el glifosato y sus formulaciones
comerciales generan situaciones de estrés oxidativo en
cianobacterias (Chen et al., 2012), microalgas (Vendrell et al.,
2009; Lipok et al., 2010; Romero et al., 2011) y plantas supe-
riores no blanco de este herbicida (Sergiev et al., 2006; Ahsan
etal., 2008). Se cree que la generacion de estrés oxidativo es
uno de los mecanismos por los cuales el glifosato presenta
toxicidad en organismos no blanco, que no deberian verse
afectados por la accion principal del principio activo. En el
caso de las microalgas y las plantas superiores no blanco, el
dano oxidativo se suma al provocado por la inhibicién de
la enzima EPSPS. Romero et al. (2011) estudiaron el dano
asociado al estrés oxidativo generado por la exposicién a un
formulado comercial con agregado de surfactante sobre una
cepa extremofila autoctona de la microalga Chlorella kessleri.
Esta cepa se caracteriza por resistir altas concentraciones de
metales pesados y ciertos funguicidas como el hexacloro-
benceno. Los autores expusieron esta alga a concentraciones
crecientes de formulado correspondientes a 40, 50, 60 y 70
mg/L de glifosato puro en el medio de cultivo, y midieron el
dano oxidativo, los niveles de antioxidantes no enzimaticos
y la actividad de enzimas antioxidantes. En todos los casos
observaron un incremento en la actividad de las enzimas
antioxidantes, asi como también una disminucién en los
contenidos de antioxidantes no enzimaticos. También ob-
servaron alteraciones morfolégicas en aquellos cultivos
expuestos a las concentraciones mas elevadas del herbicida.
En invertebrados acuéaticos y terrestres se ha sugerido que
el glifosato presenta toxicidad asociada a la generacién de
estrés oxidativo en base a la medicion de la peroxidacion
lipidica y la determinacién de las actividades de las enzimas
CAT, SODYy glutatién S- transferasa (GST) (Contardo-Jara et al.,
2009; lummato et al., 2013).

Los peces han sido definidos como uno de los organis-
mos mas sensibles al glifosato, si bien no poseen la enzima
principalmente afectada por este herbicida. Guilherme et
al. (2012), Nwani et al. (2013) y Samanta et al. (2014) han
presentado evidencias de dafo oxidativo a lipidos y ADN
como consecuencia de los efectos téxicos del glifosato y sus
formulados en distintas especies de peces de agua dulce. En
la misma linea, Samanta et al. (2014) evaluaron también la ac-
tividad de las enzimas CAT y GST en peces de agua dulce ex-
puestos durante 30 dias a una concentracion subletal (17,20
mg/L) de un formulado comercial del glifosato, observando
patrones de peroxidacion lipidica similares a los previamente
publicados, asi como también incrementos en la actividad
de dichas enzimas, relacionadas con el control de los desba-
lances oxidativos en estos organismos. Por otro lado, Heu et
al. (2012) mostraron que la exposicion a glifosato, afecta a la
integridad de la membrana mitocondrial de células epidér-
micas humanas (linea HaCaT), aumentando la concentracion
de ROS y activando la apoptosis celular que conduce a la
muerte celular programada en forma dependiente de la
dosis y del tiempo de exposicidn empleado. Previamente,
Manas et al. (2009) expusieron células Hep-2 a diferentes
concentraciones del metabolito AMPA, observando efectos
genotdxicos tanto en cultivos celulares como en eritrocitos
de ratones. Si bien los autores no enuncian una hipétesis
referida al mecanismo por el cual el AMPA genera estos efec-
tos, es sabido que los ROS pueden danar el ADN, generando
efectos genotoxicos en las células y organismos expuestos
al mismo. Este resultado es muy relevante ya que la amplia
distribucion de los metabolitos del glifosato en el ambiente,
sumado a una posible alta toxicidad del AMPA expondria a la
comunidad bioldgica a un proceso de bioactivacion.

Beuret et al. (2005) estudiaron el efecto que genera la
exposicion por via oral a una solucion 1% (P/V) de glifosato
puro en agua de bebida sobre la peroxidacion lipidica en
higado de ratas prefadas y sus fetos de 21 dias de gestacion.
Los resultados obtenidos mostraron una pronunciada dis-
minucion de la actividad antioxidante de las enzimas SOD,
GPx y CAT, asi como también un aumento en la peroxidacion
lipidica (evaluada como el contenido de malondialdehido).
Se ha propuesto que los altos niveles de peroxidacién lipidica
se deben al colapso del sistema antioxidante. Posteriormen-
te, Astiz et al. (2009) estudiaron los efectos provocados por el
glifosato y otros dos pesticidas (por separado y combinados)
sobre el estado oxidativo y nitrosativo, asi como la actividad
de los sistemas antioxidantes en distintos 6rganos de ratas
Wistar. En este estudio se simulé un modelo de exposicion
ambiental crénica a estos agroquimicos inyectando a los
animales con los compuestos de interés, tres dias a la sema-
na durante cinco semanas, analizando el dafo oxidativo y la
respuesta de los sistemas antioxidantes en cerebro, rifiones
e higado. En general, los efectos producidos por la combi-
nacion de pesticidas fueron mayores que los generados por
los agroquimicos por separado. Respecto al glifosato, los
resultados mostraron un aumento en los niveles de peroxi-
dacion lipidica en los tres drganos evaluados en los animales
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expuestos tanto al glifosato puro como a las combinaciones
de este herbicida con los otros pesticidas. En este modelo, ni
el dafo oxidativo a proteinas (medido como contenido de
proteinas carboniladas), ni la presencia de RNS (estimadas
por el contenido de nitratos y nitritos totales), ni la relacién
GSH/GSSG (glutation reducido/oxidado) se modificaron por
la administracion de glifosato. Sin embargo, el nivel de a-T
se redujo en todos los érganos, y la actividad de las enzimas
antioxidantes sélo se vio afectada en el cerebro de los ani-
males tratados con glifosato por si mismo o en combinacién.
Recientemente, Larsen et al. (2012) expusieron ratas Wistar
durante 30 y 90 dias, a concentraciones de glifosato iguales
y por encima de los limites maximos permitidos por la EPA
(US.E.PA., 2011) en agua de bebida, evaluando el contenido
de GSH, la actividad de GST y GPx, asi como la peroxidacién
lipidica en higado, rindn e intestino delgado de los animales.
Los resultados mostraron un aumento en la cantidad de
GSH en higado a los 30 dias y una disminucién a los 90 dias.
Sin embargo, ni la peroxidacion lipidica ni la actividad de la
enzima GST mostraron cambios frente a ningun tratamiento.
Por otro lado, la actividad de la enzima GPx aumentd con
la extension temporal de los tratamientos. A pesar de que
se ha sugerido que estos resultados pueden deberse a una
resistencia especifica de estos animales al herbicida, no hay
evidencias concluyentes al respecto.

Actualmente, es necesario clarificar si el glifosato puro
y el compuesto comercial Roundup, tienen efectos equiva-
lentes a nivel bioldgico. Esta importante interrogante surge a
raiz de numerosos estudios realizados en forma comparativa.
Bolognesi et al. (1997) evaluaron los efectos genotoxicos de
ambos productos sobre un cultivo de linfocitos humanos in
vitro y observaron un aumento equivalente en el dafio acro-
mosomal en cultivos expuestos a concentraciones similares
de ambos compuestos. Por otro lado, Gasnier et al. (2009)
expusieron cultivos de la linea celular hepética HepG2 a dife-
rentes formulaciones comerciales de glifosato y al herbicida
puro, en concentraciones por debajo de las utilizadas a nivel
agricola, observando efectos de disrupcién enddcrina y de
dano a ADN en todas las formulaciones testeadas, por enci-
ma de los niveles generados por el herbicida de grado anali-
tico puro. En la misma linea, Chaufan et al. (2014) expusieron
cultivos de la linea celular HepG2 a AMPA, glifosato puroy a
un formulado a base de este herbicida y determinaron una
activaciéon de la via apoptotica frente al tratamiento con el
formulado, pero no asi frente al AMPA vy al glifosato puro.
Ademds, los parametros relacionados con el estrés oxidativo
y los sistemas antioxidantes fueron afectados en mayor grado
por el formulado que por el metabolito o el herbicida puro.

En vertebrados, Peixoto (2005) observd efectos
toxicos diferenciales del glifosato y su formulado comercial
RoundUp, en la fosforilacién oxidativa de mitocondrias aisla-
das de células hepaticas de ratas Wistar. Dicho autor propone
una posible accidon de los surfactantes y otros compuestos
“inertes”de las formulaciones comerciales del glifosato, como
agentes con una toxicidad mayor comparada con la del gli-
fosato puro. Tsui y Chu (2003) y Romero et al. (2011) también
han propuesto que los efectos téxicos de las formulaciones
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comerciales podrian ser mayores que la del compuesto
puro. Ademads, EI-Shenawy (2009) estudid el efecto sobre el
estado oxidativo hepatico de ratas albinas de la exposicion a
distintas concentraciones subletales de glifosato y Roundup.
Las ratas recibieron un tratamiento sub-crénico con la admi-
nistracion del glifosato puro o su formulacién Roundup en
forma intraperitoneal. Se inocularon dosis repetidas dia por
medio con una duracion total del experimento de una y dos
semanas. Los resultados mostraron una mayor disminucion
del GSH en los grupos tratados con Roundup comparados
con la exposicion a glifosato, en forma dependiente de la du-
racion del tratamiento. El nivel de NO (medido como conteni-
do de nitratos y nitritos) en higado aumenté en los animales
tratados con Roundup. Sin embargo, la exposicidn a glifosato
por si mismo mostré diferencias sélo en los tratamientos
mas prolongados. La peroxidacion lipidica resulté superior a
la determinada en los animales controles sélo en el caso de
los tratamientos prolongados con ambos compuestos. En es-
tudios realizados con lineas celulares humanas epidérmicas
(HaCaT), Gehin et al. (2006) mostraron que la exposicion de
dichas células al glifosato puro o en formulados comerciales
(RoundUp 3plus) genera una disminucion en los niveles de
GSH. Los experimentos realizados en estas lineas celulares
epidérmicas tienen una gran importancia dado que la piel es
una de las vias de absorcion de los plaguicidas y herbicidas
de uso agricola. Los resultados obtenidos en lineas celulares
epidérmicas pueden aportar informacion acerca de los dafos
producidos por estos agroquimicos sobre una de las barreras
de proteccion del cuerpo humano frente a la exposicién a
estos productos téxicos.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Si bien la evidencia publicada hasta el momento no
alcanza para definir al glifosato como perjudicial para el
ser humano, el uso indiscriminado de este producto y sus
formulaciones comerciales a largo plazo, puede tener con-
secuencias aun no dilucidadas para la salud. Es claro que el
glifosato y, especialmente sus formulados, generan efectos
toxicos en organismos no blanco. Los estudios realizados en
diferentes organismos no blanco donde se observa dafo oxi-
dativo asociado a la exposicién al glifosato podrian estar in-
dicando la presencia de un mecanismo alternativo de accion
relacionado con la generacion de ROS y/o RNS. Sin embargo,
aunque los resultados presentados sugieren una relacion
con la generacién de estrés oxidativo, auin son necesarios
estudios mas especificos al respecto para poder llegar a con-
clusiones mecanisticas. Las investigaciones que se realicen
para dilucidar estos mecanismos seguramente permitiran
caracterizar el dano generado por estos herbicidas sobre
especies no blanco y quizas proveer la informacion necesaria
para prevenir dichos efectos. Por otro lado, aun persiste la
duda basica sobre el papel que juegan los adyuvantes pre-
sentes en las formulaciones, cuya participacién podria ser
desde complementaria hasta critica, pudiendo actuar como
agentes fundamentales en la desestabilizacion de las mem-
branas bioldgicas conduciendo a una severa disfuncion de
las mismas por lipoperoxidacién. Otro aspecto no dilucidado



Ostera et al: Actualizacion sobre aspectos oxidativos del efecto del glifosato / XVIII (2): 3-10 (2016)

de los efectos oxidativos del glifosato (ya sea por si mismo o
en combinacién con los coadyuvantes) es si la aparicién de
alteraciones en el balance oxidativo celular de los 6rganos no
blancos actia como un fenémeno iniciador del dafio celular
o si se trata de un efecto secundario que amplifica el dafno
primario.

Este conjunto de interrogantes no resueltos hace
que la bioquimica de los procesos celulares en los que
participa el glifosato deba ser descripta a fin de establecer
con caracter realista el grado de toxicidad del compuesto y
ajustar las precauciones que se deban tomar para su uso a
los efectos de evitar dafios innecesarios en las personas y el
medio ambiente.
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