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Resumen

En la actualidad los herbicidas a base de glifosato son de los mas utilizados a nivel mundial y
se estima que existen mas de 750 formulaciones, las cuales son utilizadas en diversas practicas
para el control de malezas en cultivos con importancia econdmica y alimenticia. En funcion de
su mecanismo de accidn, por mucho tiempo se considerd que el glifosato era inocuo para los
humanos, sin embargo, evidencia reciente ha mostrado datos discordantes sobre su potencial
citotdxico y genotodxico. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto citotdxico y genotdxico
del glifosato grado técnico (GLYt) y de una formulacién utilizada en el sur de México (GLY¢) en
células HepG2. La citotoxicidad fue evaluada a las 24, 48, 72 y 96 h a través de ensayos
colorimétricos cuantitativos mediante el ensayo de bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) y del ensayo de captacion de rojo neutro. El cambio en la proliferaciéon
celular fue estimado con el kit de conteo celular-8 (CCK-8) y el ensayo de cristal violeta,
mientras que el efecto genotdxico fue evaluado usando el ensayo cometa alcalino. Los
resultados mostraron que la viabilidad y la proliferacién fueron reducidas solamente por la
GLYren forma dependiente de la concentracién y el tiempo. Por otra parte, el GLYrdisminuyé
la proliferacion de las células HepG2 solo a 96 h. Sin embargo ambas presentaciones (la GLYry
el GLYt) fueron genotdxicas. Estos resultados muestran la necesidad de seguir estudiando
diversos mecanismos de toxicidad asociados con la exposicidn al glifosato y sus implicaciones
en la salud humana y ambiental con la finalidad de revalorar el uso y manejo de este herbicida

y asi disminuir los riesgos a la salud.



Abstract.

At present glyphosate-based herbicides are the most widely used worldwide and it is
estimated that there are more than 750 formulations, which are used in various practices for
the control of weeds in crops with economic and food importance. Based on its mechanism of
action for a long time it was considered that glyphosate was harmless for humans, however
recent evidence has shown discordant data on its toxic and genotoxic potential. The objective
of this study was to evaluate the cytotoxic and genotoxic effect of technical grade glyphosate
(GLYT) and a formulation used in southern Mexico (GLY¢) in HepG2 cells. Cytotoxicity was
evaluated at 24, 48, 72 and 96 h through quantitative colorimetric assays using the bromide 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium (MTT) assay and the uptake of neutral red
assay. The change in cell proliferation was estimated using the cell-8 counting kit (CCK-8) and
the violet crystal assay, while the genotoxic effect was evaluated using the alkaline comet
assay. The results showed that viability and proliferation were reduced only by GLYf in a
concentration and time dependent manner. On the other part, the GLYr decreased the
proliferation of HepG2 cells only at 96 h. However, both presentations (GLYr and GLYt) were
genotoxic. These results show the need to continue studying diverse mechanisms of toxicity
associated with exposure to glyphosate and its implications on human and environmental
health in order to reassess the use and management of this herbicide and thus reduce health

risks.

Keywords: glyphosate, cytotoxicity, genotoxicity



1. Introduccién

El glifosato [GLY, N- (fosfonometil) glicina] es el ingrediente activo de la mayoria de
herbicidas considerados como de amplio espectro, cuyas formulaciones son las mas
comercializadas en todo el mundo (Benbrook, 2016; Duke, 2015). Su principal mecanismo de
accion es la inhibicion de la enzima 5-enolpiruvil shiquimato-3-fosfato sintetasa (EPSPS, EC
2.5.1.19) de la via del acido shikimico. Esta enzima es necesaria para la produccidon de
aminodcidos aromaticos y compuestos secundarios, los cuales son esenciales para la
supervivencia de las plantas (Gomes et al., 2014). La ausencia de la via del acido shikimico en
animales ha sido la base para considerar al GLY como un plaguicida seguro para los humanos
(EFSA, 2015; Williams et al., 2012), sin embargo, el uso excesivo y extendido del GLY ha
incrementado la exposicién indirecta de organismos no blanco, en los cuales se han observado
efectos toxicos, generando preocupacién e interrogantes sobre efectos adversos a la salud

humana y al ambiente (Myers et al., 2016; Van Bruggen et al., 2018).

Dentro de los efectos adversos atribuidos al GLY, se encuentra dafio hepatico, renal,
cardiovascular, ocular, malformaciones embrionarias, asi como alteraciones reproductivas y
hormonales (Mesnage et al., 2015; Vandenberg et al., 2017). Recientemente se ha reportado
una asociacion significativa entre la exposicidén al GLY y la incidencia de cancer como linfoma
no Hodgkin, linfoma de células B y leucemia de células pilosas (Schinasi and Leon, 2014). Por
lo cual, la Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer (IARC) en el 2015 reevalué al
GLY, reclasificandolo como probable carcindgeno humano (Grupo 2A) (Guyton et al., 2015;

IARC, 2015).

Los indices de seguridad tales como la ingesta diaria admisible (ADI), nivel de minimo
efecto téxico observable (LOAEL), nivel sin efecto observable (NOEAL) entre otros, son
estimados a partir de pruebas de toxicidad regulatoria, y en éstos se analiza Unicamente el
principio activo de los plaguicidas. Sin embargo, los plaguicidas en el mundo son utilizados en
forma de mezclas, llamadas formulaciones comerciales, las cuales estdn constituidas por el
principio activo y los adyuvantes (ingredientes “inertes”) cuya formulacién generalmente no
es especificada al consumidor en las etiquetas de estos productos (USEPA, 2018). Por lo que,

la toxicologia regulatoria se enfrenta al reto de evaluar las formulaciones comerciales ya que
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cada una podria poseer distintos perfiles toxicoldgicos derivados de las distintos ingredientes

inertes agregados.

Por otro lado, uno de los mecanismos celulares por lo que los plaguicidas ejercen su
genotoxicidad es la alteracidon en la secuencia, estructura y/o funcionalidad del material
genético (Bolognesi, 2003; Turkez et al., 2017). Las lesiones mas frecuentes asociadas con la
exposicidon a plaguicidas son la rotura de cadena sencilla o doble en el ADN, la modificacion de
los nucledtidos y la formacién de aductos de ADN, que de no ser reparadas adecuadamente,
pueden causar cambios cromosdmicos, mutaciones genéticas, carcinogénesis o muerte celular
(Christmann and Kaina, 2013; Nohmi, 2018; Zhang, 2018). Algunos estudios han confirmado la
genotoxicidad del GLY (Alvarez-Moya et al., 2014; Kasuba et al., 2017; Mafias et al., 2009) y de
algunas formulaciones a base de GLY (De Almeida et al., 2018;). Asi, el objetivo de este estudio
fue evaluar el efecto citotéxico y genotdxico del glifosato grado técnico (GLYt) y de una
formulacion (GLYe) utilizada en el sur de México, utilizando un modelo a corto (24 h) y largo
plazo (48, 72 y 96 h) a concentraciones de relevancia biolégica en un modelo celular de células

hepaticas.



2. Materiales y métodos

2.1.  Quimicosy reactivos

La hidroxiurea (HU), rojo neutro, cristal violeta, agarosa de punto de fusion normal
(NMPA), agarosa de bajo punto de fusion (LMPA) y el Cell Counting Kit-8 (# CAS: 96992, CCK-
8) se obtuvieron de la casa comercial Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.). El medio
Dulbecco's Eagle modificado (DMEM), el suero bovino fetal (SFB) y la solucidn
antibidtica/antimicética se adquirieron de Gibco® (Grand Island, NY, EE. UU.). El MTT se

adquirié de la EMD Millipore (Alemania).

2.2.  Lineacelular

Se utilizé la linea celular HepG2 (HB8065™) obtenida de ATCC® y derivada de un
hepatocarcinoma de un hombre caucasico, basandose en el hecho de que el higado es el
principal 6rgano implicado en la biotransformacion de la mayoria de xenobidtico
ambientales. El modelo celular HepG2 es adecuado para evaluar toxicidad y genotoxicidad
de xenobidticos (Boehme et al., 2010; Westerink and Schoonen, 2007). La linea celular se
cultivd en medio DMEM suplementado con 10% de SFB y con 1% de antibidticos/antimicético
(1000 unidades de penicilina, 1 mg de estreptomicina y 2.5 ug de anfotericina B/mL). Las

células se mantuvieron a 37 °C en un ambiente humidificado y con 5% de CO,.

2.3.  Plaguicidas

Se utilizé el glifosato grado técnico (GLYT; # CAS: 1071-83-6, pureza > 98.0%, Pestanal
TM) y la formulacion comercial mexicana Takle Sifatec®, mezcla de glifosato/adyuvantes (Mx,
registro RSCO-HEDE-0230.0657-315-41). Esta mezcla contiene 59.0% de ingredientes inertes
(adyuvantes) y 41.0% de glifosato (sal isopropilamina de glifosato) como ingrediente activo. La
formulacion Takle Sifatec ® (GLYf) y su principio activo (GLY7), fueron diluidos en agua ultra
pura estéril. La cantidad de cada tratamiento fue menor al 1% del volumen total en cada pozo
de la placa de cultivo celular. Las concentraciones probadas fueron 0.05, 0.5, 5, 50 y 100 mg/L

para el tratamiento con ambas presentaciones.



2.4.  Condiciones de tratamiento

Las células HepG2 se cultivaron hasta alcanzar una confluencia del 80%, en placas de
cultivo celular de 24 pozos para el ensayo cometa y en placas de 96 pozos para los ensayos
de citotoxicidad y proliferacion celular. Las células se estabilizaron por 24 h antes del
tratamiento. El medio fue retirado y cambiado por medio fresco completo adicionado con el
GLYT 0 la GLYE. Se probaron concentraciones de relevancia biolégica como 0.5 mg/L, la cual
corresponde a la Ingesta Diaria Admisible (ADI) (KasSuba et al., 2017); 5 mg/L, concentracion
reportada como inductora de dafio genotdxico (Gasnier et al., 2009) y las concentraciones de
50 y 100 mg/L de GLY son las que han sido encontradas en sangre de personas intoxicadas
moderadamente (rango de 0.6 a 150 mg/L) (Zouaoui et al., 2013). Las células fueron
expuestas a los tratamientos por 24 h, 48, 72 y 96 h. El nUmero de pase celular utilizado en
las condiciones experimentales fueron >4 y <9. Para cada ensayo se usaron controles

negativos y positivos descritos en cada ensayo

2.5. Ensayo de citotéxicidad

El efecto citotéxico del GLYr y de la GLYr se determind mediante analisis
colorimétricos cuantitativos, por el ensayo de retencién de rojo neutro, propuesto por
Repetto et al., (2008), y el ensayo de MTT segun el protocolo propuesto por Mosmann,
(1983). Para ambos ensayos se sembraron 5.0x10* células/mL en un volumen final de 200 pL
por pozo en placas de cultivo celular de 96 pozos y se expuso al tratamiento a los tiempos
determinados. Para el ensayo de retencion de rojo neutro, el medio fue eliminado y se
agregaron 100 pL de rojo neutro (40 ug/mL en DMEM) y las células se incubaron durante 3 h
a 37 °Cy 5% de CO,, posteriormente se elimind el colorante y se realizaron tres lavados con
solucidn salina tamponada con fosfato, 0.138 M NaCl, 0.0027 M KCl a pH 7.4. A cada pozo se
afiadio 150 pL de una solucidon solubilizante (10 mL de agua desionizada, 10 mL de EtOH al
96% y 0.2 mL de acido acético glacial al 99.8%). Para el ensayo de MTT, al terminar el tiempo
de exposicion se elimind el medio de cultivo y se reemplazé con 100 pL de MTT (0.5 mg/mL
en DMEM libre de rojo fenol). Las células se incubaron durante 4 h a 37 °C y 5% CO;
protegidas de la luz y, posteriormente se agregaron 100 uL de DMSO a cada pozo para

disolver los cristales de formazan. Para ambos métodos, la absorbancia fue determinada
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usando una doble longitud de onda a 545 nm y una correccién a 630 nm en el lector de placas
Statfax 2100 (Awareness Technology, Palm City, FL). Las concentraciones en las que la
viabilidad fue < 80% con respecto al control negativo, se consideraron como citotdxicas.
Como control negativo se utilizaron células sin tratamiento y como control positivo, células
tratadas con 10% de DMSO (Miret et al., 2006). Se realizaron dos experimentos

independientes por triplicado para cada ensayo.

2.6. Ensayo de proliferacién celular

El efecto del GLYry de la GLY sobre la proliferaciéon de células HepG2 se determind
mediante el Cell Counting Kit-8 (CCK-8) siguiendo las instrucciones del fabricante, y por el
ensayo de cristal violeta propuesto por Feoktistova et al., (2016). Para ambos ensayos, se
sembraron 2.5x10% células/mL en un volumen final de 200 pL por pozo en placas de cultivo
de 96 pozos. Las células fueron expuestas a concentraciones de 0.05, 0.5, 5, 50 o0 100 mg/L
del GLYry 0.05, 0.5, 5 0 50 mg/L de la GLYf a 24, 48, 72 y 96 h. De manera breve, para el
ensayo de CCK-8 al finalizar el tratamiento se retird el medio y se afiadié 100 uL del CCK-8
(diluido 1:10 en medio DMEM) a cada pozo, se incubd durante 1 h a 37°C y 5% CO,,
posteriormente se leyd la absorbancia a 450 nm. El nimero de células fue estimado mediante
una curva patrén estandar. Para el ensayo de cristal violeta después del tratamiento, las
células se fijaron durante 12 horas con formaldehido al 10%, posteriormente se lavaron dos
veces con agua destilada. Una vez secos los pozos, se les agregaron 50 plL de la solucion de
tincidon de cristal violeta al 0.5% (0.5 g cristal violeta, en 80% de agua destilada, 20% de
metanol) durante 10 min. Las células se lavaron dos veces con agua corriente para eliminar
el exceso de tinte y se dejaron secar. El colorante retenido en las células se disolvié utilizando
0.2 mL de 3acido acético al 33% por pozo, y la absorbancia se leyé a 600 nm. La proliferacion
celular inducida por GLYt y la GLYr se calculé con base en la absorbancia de las células del
control negativo de 24 h. Como control negativo se utilizaron células sin tratamiento y como
control positivo, células tratadas con 10% de DMSO (Miret et al., 2006). Se realizaron dos

experimentos independientes por triplicado para cada ensayo.



2.7. Ensayo de cometa alcalino

El dafio al ADN se evalué mediante el ensayo de cometa alcalino, como lo describe
Singh et al. (1988) con algunas modificaciones. Las células HepG2 se sembraron a una
densidad de 4X10° células/mL en un volumen final de 500 uL en placas de 24 pozos y se
expusieron a 0.05, 0.5, 5, 50 u 100 mg/L del GLYty 0.05, 0.5, 5y 50 mg/L de la GLYf por 24,
48, 72 y 96 h, respectivamente. Después del tratamiento las células se tripsinizaron (tripsina,
EDTA al 0,25%) y se centrifugaron a 2500 rpm por 5 min, posteriormente se resuspendieron
en 80 uL de medio DMEM y se mezclaron con 240 pL LMPA al 0.5%. Se colocaron 80 uL de la
mezcla sobre portaobjetos previamente cubiertos con NMPA al 0.5%, esto se hizo para cada
condicién. Los portaobjetos se colocaron a 4 °C por 20 min para la solidificacion de la agarosa,
posteriormente se agregaron otros 85 pL de LMPA al 0.5% y se mantuvieron nuevamente a
4 °C durante 10 min. Los portaobjetos se sumergieron en solucion de lisis (NaCl 2.5 M,
Na2EDTA 100mM, Tris-HCI 10 mM, DMSO 5% y Tritén X-100 0.5%) pH de 10 a 4 °C, durante
toda la noche. El desenrollamiento del DNA se realizé por 20 min, previos a la electroforesis,
la cual se realizé a 300 mA y 25 V durante 20 min a 4 °C en buffer de electroforesis, pH 10
(NaOH 10 My EDTA 200 Mm). Posteriormente se agrego Tris-HCl (0.4 M, pH 7.4) y luego EtOH
al 96% a cada portaobjeto. Se agregd 30 pL bromuro de etidio (20 pg/mL) a cada portaobjeto
y se observaron en un microscopio de fluorescencia (Olympus BX-43) equipado con una
camara digital y un software para captura y analisis de imagenes (Comet Assay IV, version
4.3.1, Perspective Instruments, Suffolk, UK). El nivel de dafio en el ADN se estimé en funcidn
de la intensidad de la cola (TI), que mide el porcentaje de ADN en la cola del cometa y la
longitud de la cola (TL), que mide el tamafio de los fragmentos de ADN, se leyeron 50 células
por cada portaobjeto, para cada condicidén se realizaron cuatro laminillas. Se incluyeron
células sin tratamiento como control negativo y como control positivo a genotoxicidad,
células tratadas con 10 mM de hidroxiurea (Severin et al., 2003) en cada prueba. El

experimento se realizd por cuadruplicado en dos momentos diferentes.



2.8.  Andlisis estadisticos

Para el analisis de los resultados se utilizd el paquete estadistico STATA versiéon 13.0
(College Station, TX). Los resultados se presentan como medias (SE). Se usé un analisis ANOVA
con la prueba post-hoc de Dunnett para determinar el efecto de la GLYf y del principio activo
(GLY7) sobre la viabilidad, la proliferaciéon y el ADN. Se realizé un analisis de regresion lineal
para calcular la concentracion letal cincuenta (ClLsp), la concentracion letal veinte (Clao) vy
evaluar la relacidon concentracién-efecto. Los graficos se realizaron utilizando el programa
GraphPad 5.04 (La Jolla, CA). Los valores de p <0.05 se consideraron estadisticamente

significativos.



3. Resultados

3.1. Efecto del GLYry de la GLYf sobre la viabilidad celular

El GLYT no fue citotdxico para las células HepG2 a las concentraciones probadas, lo cual
fue evaluado por el ensayo de MTT y rojo neutro (Figura 1 A-B). Sin embargo, los resultados
estimados por el ensayo de MTT mostraron que la GLYr ejercid un efecto citotéxico
dependiente de la concentracidn a 24 h (R>=0.8577, p<0.001), 48 h (R?=0.91131, p<0.001), 72
h (R?=0.8107, p<0.001) y 96 h (R?>=0.7855, p<0.001) (Figura 1 C). Resultados similares fueron
observados con el ensayo de retencién de rojo neutro para la GLYr (R?=0.9316, p<0.001;
R2=0.8379, p<0.001, R?=0.8109, p<0.001, R?=0.7308, p<0.001 para 24, 48, 72 y 96 h,
respectivamente) (Figura 1 D). Las ClLyoy Clso a las 24 h estimadas para la formulacién comercial
fueron 89.9 y 55.9 mg/L, respectivamente, como se muestra en la tabla 1 del material

suplementario.
3.2.  Efecto del GLYt y de la GLYf sobre la proliferacién

Las células HepG2 tratadas con el GLYt presentaron disminucién en la proliferacion
celular a 96 h en comparacién con las células del control negativo, en el ensayo de CCK-8
(Figura 2 A). No obstante, mediante el ensayo de cristal violeta, no se observaron cambios
significativos en la proliferacién celular después del tratamiento con el GLYr entre los grupos
de estudio (Figura 2 B). Por otro lado, la GLYf indujo una disminuciéon significativa en la
proliferacién celular a 50 mg/L a 24 h y 48 h de exposicidn, mientras que a 72 h el efecto fue
observado a partir de la 2 5 mg/L. Ademas, a 96 h de exposicidn todas las concentraciones
empleadas indujeron una reducciéon en la proliferacion celular mediante el ensayo de CCK-8
(Figura 2 C), resultados similares fueron observados con el ensayo de cristal violeta (Figura 2

D).
3.3.  Efecto del GLYry de la GLYr sobre el ADN

El potencial genotoxico del GLY7y de la GLYf fue valorado mediante el ensayo cometa
utilizando la intensidad de la cola de cometa (TI) y la longitud de la cola de cometa (TL) como

pardmetros de evaluacion. Los resultados mostraron que tanto el GLYr como la GLYr indujeron
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efecto genotdxico en la células HepG2, en todas las concentraciones y tiempos probados con

respecto al control negativo (p <0.001). El dafio al ADN inducido por el GLYt fue de forma

concentracion-dependiente a 24 h (TI: R?= 0.789, p<0.001 y TL: R?= 0.674, p<0.001), 48 h (TI:

R2= 0.775, p<0.001 y TL: R?= 0.7671, p<0.001), 72 h (TI: R?= 0.738, p<0.001 y TL: R%= 0.620,

p<0.001) y 96 h (TI: R?= 0.715, p<0.001 y TL: R?= 0.609, p<0.001). Tabla 1
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Figura 1. Efecto del GLY grado técnico (GLY7) y de la formulacion de GLY (GLYr) sobre la viabilidad celular en
células HepG2. La viabilidad celular fue valorada por los ensayos de MTT y rojo neutro. * Diferencia significativa
(p<0.001) entre las células expuestas y el control negativo (0 mg/L). Los datos representan la media (SE) de dos
experimentos independientes con tres repeticiones cada uno.
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A) Ensayo de CCK-8 B) Ensayo de cristal violeta

o [2ah M ash H72h Ho6h 28, U24an Hagh B72n Ho%h
20 2.4-
S *
3 z 2 2 4 '_:" 20
b 1.6 5
=) o
o c 1.61
S h=]
g 1.2 g
- - |
2 2 1.2
© 0.8 ©
& & 0.8
0.4 04
0.0 4 v 0.0 | _1 2 | L)
0 0.05 0.5 5 50 100 0 0.05 0.5 5 50 100
GLY; (mg/L) GLY; (mg/L)
Q) D)
2.4 [2an [ ash H72n Ho6h 2.8 O2ah [ ash W7zn [ E
20 24 i
E * E 2.0
= 1.6 * -g
8 L= 16 *
c 1.0°
:5 b=l "
2 1.2- * X =
i i
K R 1.2
= * -
o 0. * i o
o " £ o8 x %
*
04 0.4+ H
0.0 . . : : 0.0 : - .
0 0.05 0.5 5 50 0 0.05 0.5 5 50
GLYg (mg/L) GLY¢ (mg/L)

Figura 2. Efecto del GLY grado técnico (GLYt) y de la formulacién del GLY (GLYF) sobre la proliferacion de células
HepG2. La proliferacion celular fue valorada por los ensayos de CCK-8 y cristal violeta. * Diferencia significativa
(p<0.001) entre las células expuestas y el control negativo (0 mg/L). Los datos representan las medias (SE) de dos
experimentos independientes con tres repeticiones cada uno.
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Tabla 1

Dafio al ADN en células HepG2 expuestas a diferentes concentraciones del GLY7y la GLY¢

GLYt

Tratamiento % ADN en lacola  Longitud de la cola

% ADN en la cola

Longitud de la cola

Media (SE) unidades arbitrarias

24 h

Control 4.44(0.63) 19.23(0.52) 4.44(0.63) 19.23(0.52)
0.05 mg/L 15.66(0.61)* 28.16(0.41)* 20.71(1.05)* 30.09(0.68)*
0.5 mg/L 17.38(0.69)* 28.02(0.43)* 25.70(1.36)* 37.00(0.91)*
5 mg/L 22.69(0.79)* 29.67(0.83)* 28.99(1.38)* 40.92(1.44)*
50 mg/L 27.87(1.03)* 32.78(0.71)* 34.27(0.91)* 49.92(0.79)*
100 mg/L 40.48(1.23)* 37.94(1.05)* ND ND
10 mM HU 32.12(2.11)* 36.84(1.09)* 32.12(2.11)* 36.84(1.09)*
48 h

Control 5.24(0.37) 20.81(0.36) 5.24(0.37) 20.81(0.36)
0.05 mg/L 15.80(0.62)* 25.06(0.52)* 22.99(1.55)* 31.66(0.66)*
0.5 mg/L 19.11(1.23)* 29.92(0.74)* 34.14(1.41)* 37.61(0.96)*
5 mg/L 27.81(1.00)* 35.97(0.78)* 48.84(1.82)* 43.90(0.82)*
50 mg/L 44.01(1.44)* 43.24(1.11)* 56.67(2.18)* 51.83(0.75)*
100 mg/L 48.81(1.21)* 48.29(1.00)* ND ND
10 mM HU 35.94(1.16)* 39.76(0.99)* 35.94(1.16)* 39.76(0.99)*
72 h

Control 9.55(0.65) 24.10(0.53) 9.55(0.65) 24.10(0.53)
0.05 mg/L 24.01(1.13)* 37.99(0.92)* 34.35(1.66)* 51.81(1.48)*
0.5 mg/L 28.98(0.99)* 43.13(0.64)* 43.27(1.36)* 55.41(1.23)*
5 mg/L 33.95(1.10)* 46.33(0.87)* 58.32(1.74)* 61.84(1.04)*
50 mg/L 49.17(1.56)* 50.65(1.52)* ND ND
100 mg/L 54.77(1.18)* 58.84(1.13)* ND ND
10 mM HU 49.50(2.54)* 50.66(1.23)* 49.50(2.54)* 50.66(1.23)*
96 h

Control 12.54(0.72) 23.87(0.53) 12.54(0.72) 23.87(0.53)
0.05 mg/L 27.87(1.26)* 40.60(0.66)* 36.81(1.42)* 47.53(1.28)*
0.5 mg/L 30.95(1.11)* 45.43(0.58)* 48.15(1.98)* 56.89(1.70)*
5 mg/L 39.91(1.51)* 49.19(1.09)* 68.31(1.78)* 70.82(1.43)*
50 mg/L 54.24(1.57)* 54.08(1.09)* ND ND
100 mg/L 58.91(1.77)* 63.15(0.72)* ND ND
10 mM HU 54.81(1.9)* 51.04(1.04)* 54.81(1.9)* 51.04(1.04)*

SE: error estandar; * p<0.001 prueba de Dunnet’s

GLYg: Formulacion de glifosato; GLY+: Glifosato grado técnico
ND: No determinado porque la viabilidad fue menor a 50%
HU: Hidroxiurea
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4. Discusion

El uso de plaguicidas es una forma rentable para controlar y/o erradicar especies que
alteran la produccién, almacenaje y disposicion final de los productos agricolas, su uso se ha
justificado con un incremento tedrico de la produccién agricola (OMS, 1992). Sin embargo su
empleo extensivo ha causado dafio a la salud humana y al ambiente (Mostafalou and
Abdollahi, 2013). Ademas los plaguicidas se comercializan como formulaciones que se
componen de la mezcla del principio activo y coadyuvantes que mejoran la captacion,
penetracién, translocacion y estabilizacidon del plaguicida, sin embargo algunas veces esta
mezcla genera perfiles de toxicidad diferente al observado solo con el ingrediente activo (Li et
al., 2005; Park et al., 2015). De los herbicidas mas utilizados en el mundo se encuentran las
formulaciones a base de GLY, ya que anteriormente se consideraba al GLY como un plaguicida
relativamente seguro, pues se suponia que tenia un mecanismo de accién selectivo (Benbrook,
2016; Williams et al., 2000). Sin embargo, en los ultimos afios la investigacidn sobre nuevos
mecanismos de toxicidad se ha convertido en un tema importante, desde que la IARC
reclasificd al GLY como probablemente carcinégeno para los humanos en el 2015 (Guyton et
al., 2015). La ubicuidad del GLY y sus adyuvantes en alimentos y agua ha aumentado la
preocupacion y la necesidad de comprender sus efectos directos o indirectos para la salud
humana (Renddén-von Osten and Dzul-Caamal, 2017; Rodrigues and de Souza, 2018; Van

Bruggen et al., 2018).

En este trabajo evidenciamos el efecto diferencial citotdxico y sobre la proliferacion en
un modelo celular hepatico causado por el tratamiento con glifosato grado técnico (GLYT) y de
una formulacién (GLYg) utilizadas en el sur de México, con un comportamiento formulacion

concentracion; asi también un efecto genotdxico similar del GLYty de la formulacién GLY¢.

Se observd que la GLYr es capaz de inducir un efecto citotéxico de manera
concentracion dependiente sobre las células HepG2, dicho efecto es observado a
concentraciones > 0.5 mg/L a 96 h, con todos los métodos utilizados. Estos resultados son
consistentes con los datos reportados para otra formulacién de GLY como Roundup® donde se

muestra un efecto citotdxico sobre células HepG2 a partir de 10 ppm (10 mg/L) expuestas por
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24 h (Gasnier et al., 2009). Las diferencias entre las concentraciones a las cuales se observo el
efecto citotdxico asociado con la exposicion a formulaciones a base de GLY pueden ser
atribuidas a la diferencia en la composicién de la formulacién, efecto ampliamente reportado.
Asi, los coadyuvantes afiadidos, generalmente surfactantes, modulan el potencial toxico de las
formulaciones a base de GLY, a través de una alteracion de la integridad de la membrana
celular, de la actividad metabdlica, la sintesis de proteinas totales, asi como causar dafio
mitocondrial, lo que puede generar apoptosis y/o necrosis (Kim et al., 2013; Song et al., 2012).
Dentro de los coadyuvantes mas comunes utilizados en las formulaciones a base de GLY se
encuentran las seboaminas etoxiladas y alquilpoliglicdsido (Mesnage et al., 2012; Myers et al.,
2016), que han demostrado modificar el potencial citotdoxico del ingrediente activo. En este
sentido Mesnage et al. (2012) observaron que una formulacién a base de GLY compuesta con
360 g/L de glifosato grado técnico como ingrediente activo y 18 % POE-15 (surfactante
seboamina polietoxilada, POE-15) mostré mayor citotoxicidad en comparacion con las
formulaciones con la misma concentracién de ingrediente activo pero con menor
concentracion de POE-15, lo que sugiere que los coadyuvantes juegan un papel relevante en
la toxicidad ejercida por las formulaciones a base de GLY. La CLsp de la formulacion con 18% de
POE-15 (59 mg/L) fue parecida a la CLsp estimada para la GLYr en este estudio (55.9 mg/L). Sin
embargo es necesario realizar mas estudios que permitan identificar la composicidn exacta de
las formulaciones comerciales o bien generar instrumentos legales que permitan conocer

todos los ingredientes de las formulaciones comerciales de los plaguicidas.

En este estudio no se encontré dafio citotdxico con el GLYr a ninguna de las
concentraciones utilizadas (0.05-100 mg/L), esto es concordante con lo reportado por
Mesnage et al., (2012) quienes mostraron que el GLY grado técnico no afectd la viabilidad
celular a concentraciones de 1-1000 ppm. Asi mismo Chaufan et al., (2014) demostraron que
el glifosato grado técnico no fue citotéxico hasta 1000 mg/L, mientras que la formulacién
Roundup Ultra Max® mostré un efecto citotéxico concentracién-tiempo dependiente sobre
células HepG2 con una Clso estimada de 41.22 mg/L, 35.19 mg/L, y 34.69 mg/L para 24, 48 y
72 h, respectivamente. Esta concentraciones letales estuvieron cercanas a las determinadas

en este trabajo (55. 9 mg/L, 52.7 mg/L, 40.4 mg/L para 24, 28 y 72 h, respectivamente). Uno
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de los posibles mecanismos de toxicidad es que la formulacidn probada puede estar dafiando
la membrana y alterando las funciones mitocondriales de las células a concentraciones = 5
mg/L después de 72 h de exposicidon, como lo reportado por Koller et al. (2012) en células

epiteliales.

La induccién de proliferacion celular es un mecanismo asociado con la carcinogénesis
guimica, por lo que la evaluacién del efecto proliferativo de cualquier xenobidtico es evidencia
gue podria ser utilizada para valorar el potencial carcinogénico del mismo (Oliveira et al.,
2007). En este estudio se evalud el efecto proliferativo de la GLYr y del GLYt sobre células
HepG2, los resultados mostraron que la GLYr disminuyé la proliferacién celular a partir de 0.05
mg/L a 96 h, ademas, los resultados muestran que a la concentracion de 5 mg/L la formulacion
induce daio a la integridad de la membrana celular a partir de las 72 h y a la concentracién
mas alta probada (50 mg/L) el dafio comienza a las 24 h. Por otra parte el GLYr mostrd
disminucién significativa sobre la proliferacion de las células HepG2 a 96 h de exposicion con
el ensayo de CCK-8, sin embargo este fendmeno no se observd cuando se evalué con el ensayo
de cristal violeta a las mismas condiciones experimentales, dichos resultados sugieren que las
células tratadas con GLYt conservan la integridad de la membrana, pese a la pérdida de la
actividad metabdlica (Aslantiirk, 2018). Los datos obtenidos concuerdan con los reportados
por Kasuba et al. (2017) quienes no observaron un aumento significativo de la proliferacién de
células HepG2 tratadas por 4 y 24 h con GLY grado técnico a 0.5, 2.91 y 3.5 mg/L. Por otra
parte, en el presente estudio no se observd efecto del GLYr sobre la proliferacion celular a
dosis de 100 mg/L lo cual es consistente con lo reportado por Mesnage et al. (2014) quienes
informaron que el GLY grado técnico no tiene efectos proliferativos en células HepG2 a
concentraciones de 1, 10, 100, 1000 y 1000 ppm (equivalente a mg/L), mientras que la
formulacidn a base de GLY Roundup Grands Travaux plus® disminuye la proliferacion celular a
dosis >10 ppm (10 mg/L) después de 24 h de exposicion. Sin embargo, mas estudios son
necesarios para valorar el efecto citostatico de las formulaciones del glifosato asi como evaluar

los posibles efectos de estas sobre el ciclo celular.

Si bien en el presente estudio no observamos un incremento en la proliferacién de las

células HepG2, en otros modelos celulares se ha reportado el potencial proliferativo del GLY
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grado técnico y de formulaciones a base de GLY, principalmente en aquellas estirpes celulares
dependientes de estrogenos (De Almeida et al., 2018; Thongprakaisang et al., 2013)t. Estos
resultados sugieren que formulaciones a base de GLY y su ingrediente activo ejercen
proliferacidn celular en células dependientes de hormonas al inhibir las actividades de la

transcripcidn de los receptores de estrégeno alfa (ERa) y beta (ERB) (Gasnier et al., 2009).

La genotoxicidad es considerada como la capacidad de un xenobidtico para inducir
dano directo o indirecto hacia el DNA y si éste no se repara puede inducir alteraciones
cromosomicas, mutaciones genéticas, cancer o muerte celular (Christmann and Kaina, 2013).
El efecto genotdxico observado en este estudio mostré que el GLYr y la GLYr inducen dafio al
ADN a 24, 48, 72 y 96 h en células HepG2, el cual podria ser por rupturas de cadena sencilla y
sitios dlcalis labis. Estos resultados concuerdan con el efecto genotdxico del GLY grado técnico
observado en células Hep-2 después de 4 h de exposicion a 3 mM - 7.5 mM (equivalentes a
507.2 mg/L-1268.02 mg/L), donde se observd un incremento en el porcentaje de DNA en la
cola de cometa, en la longitud de la cola y en el momento de la cola, (Mainas et al. 2009);
también en células mononucleares de sangre periférica (PBMC) humana expuestas a GLY grado
técnico a concentraciones de 2 0.5 mM (84.5 mg/L) por 24 h (Kwiatkowska et al., 2017) ha sido
reportado. Adicionalmente, nuestros resultados demuestran que el GLYt ejerce un efecto
genotdxico en forma concentracidn-tiempo dependiente, este mismo comportamiento ha sido
reportado en modelos in vivo con Eriocheir sinensis expuesto a 4.4, 9.8, 44 y 98 mg/L de GLY

grado técnico durante 24, 48 y 96 h, respectivamente (Hong et al., 2017).

Por otra parte, también se ha demostrado el potencial genotdxico de las formulaciones
a base de GLY en células HepG2 expuestas por 24 h a Roundup 400 (a concentraciones de GLY
> 5 mg/L) (Gasnier et al. 2009), efectos similares fueron observados en células derivadas de la
mucosa bucal (TR146) después de 20 min de exposicién a Roundup Ultra Max® vy a su
ingrediente activo, en los cuales se observo el efecto genotdxico a concentraciones mayores o

iguales de 20 mg/L (Koller et al., 2012).

El dafio al ADN inducido por la exposicidn a xenobidticos puede ser considerado como

directo cuando el xenobidtico se une a la estructura del DNA generando aductos, o de manera
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indirecta por la reduccion en la capacidad de reparacién del DNA, o por la generacion de
subproductos que tienen un potencial de dafio oxidativo, como las especies reactivas de
oxigeno, que se forman generalmente durante los procesos fisiolégicos o por la
biotransformacién del plaguicida via CYP450 (Basu, 2018; Wang et al., 2016), estos radicales
pueden modificar las bases nitrogenadas, crear sitios apuricos o apirimidicos, rupturas de las
hebras o enlaces cruzados (Jena, 2012). El GLY ha sido reportado como un agente capaz de
inducir estrés oxidativo en diferentes modelos celulares (Chaufan et al., 2014; Coalova et al.,
2014; Wozniak et al., 2018), generando la oxidacién de purinas y pirimidinas, con la
subsecuente induccion de roturas de cadena sencilla y doble al ADN (Wozniak et al., 2018). Los
resultados derivados de este estudio indican que el GLYt no indujo efectos citotdxicos, ni sobre
la proliferacién, pero si un efecto genotdxico, el cual podria ser un mecanismo asociado con el
desarrollo de toxicidad no organotrépica como carcinogénesis, teratogénesis entre otras. Sin
embargo es necesario realizar estudios que evallien el efecto del GLY sobre los mecanismos
moleculares que pueden verse afectados por la exposicidon a GLY como blancos moleculares
de la via de p53, el estrés oxidativo y los blancos moleculares que activa lo cual permitira

dilucidar los mecanismos asociados a su potencial genotoéxico.
5. Conclusion

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran un efecto citotdxico y sobre
la proliferacidn celular, diferencial entre la GLYry el GLYt en células HepG2, ademds se observo
gue tanto el GLYtcomo la GLYrinducen dafio genotdxico en células HepG2. Estos resultados
sugieren un potencial citotdxico mayor de la GLYr en comparacion con GLYT, lo que conlleva a
la necesidad de realizar la evaluacidn del riesgo utilizando las formulaciones comerciales,
ademas de llevar a cabo otros estudios sobre la caracterizacidon de los adyuvantes que se
utilizan en las formulaciones comerciales, asi como también evaluar las interacciones

toxicoldgicas de los mismos.
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7. Material suplementario

Tabla 1. Material suplementario
Concentracion letal 20y 50 de la formulacién del GLYr en células HepG2.

Ensayo MTT Ensayo RN
Time LC2o LCso LC2o LCso
(h) mg/L mg/L
24 89.85 55.91 (y=-0.84x+99.44, R?=0.87) 85.40 52.42 (y=-0.91x+97.68, R?=0.93)
48 84.34 52.78 (y=-0.95x+100.18, R?=0.91) 72.40 45.63  (y=-1.12x+101.13, R?=0.84)
72 70.65 40.45 (y=-0.99x+90.18, R?=0.81) 70.06 44.00 (y=-1.15x+100.64, R?=0.81)
9% 67.23 36.60 (y=-0.98x+85.85, R?=0.79) 70.70 37.86  (y=-0.92x+84.79, R?=0.73)

LC: Concentracidn letal en mg/L; RN: retencién de rojo neutro; R%: r cuadrada.
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