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Resumen  

En la actualidad los herbicidas a base de glifosato son de los más utilizados a nivel mundial y 

se estima que existen más de 750 formulaciones, las cuales son utilizadas en diversas prácticas 

para el control de malezas en cultivos con importancia económica y alimenticia. En función de 

su mecanismo de acción, por mucho tiempo se consideró que el glifosato era inocuo para los 

humanos, sin embargo, evidencia reciente ha mostrado datos discordantes sobre su potencial 

citotóxico y genotóxico. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto citotóxico y genotóxico 

del glifosato grado técnico (GLYT) y de una formulación utilizada en el sur de México (GLYF) 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 captación de rojo neutro. El cambio en la proliferación 

celular fue estimado con el kit de conteo celular-8 (CCK-8) y el ensayo de cristal violeta, 

mientras que el efecto genotóxico fue evaluado usando el ensayo cometa alcalino. Los 

resultados mostraron que la viabilidad y la proliferación fueron reducidas solamente por la 

GLYF en forma dependiente de la concentración y el tiempo. Por otra parte, el GLYT disminuyó 

la proliferación de las células HepG2 solo a 96 h. Sin embargo ambas presentaciones (la GLYF y 

el GLYT) fueron genotóxicas. Estos resultados muestran la necesidad de seguir estudiando 

diversos mecanismos de toxicidad asociados con la exposición al glifosato y sus implicaciones 

en la salud humana y ambiental con la finalidad de revalorar el uso y manejo de este herbicida 

y así disminuir los riesgos a la salud. 
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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 (GLYF) 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 GLYT decreased the 

proliferation of HepG2 cells only at 96 h. However, both presentations (GLYF 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 
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1. Introducción 

El glifosato [GLY, N- (fosfonometil) glicina] es el ingrediente activo de la mayoría de 

herbicidas considerados como de amplio espectro, cuyas formulaciones son las más 

comercializadas en todo el mundo (Benbrook, 2016; Duke, 2015). Su principal mecanismo de 

acción es la inhibición de la enzima 5-enolpiruvil shiquimato-3-fosfato sintetasa (EPSPS, EC 

2.5.1.19) de la vía del ácido shikímico. Esta enzima es necesaria para la producción de 

aminoácidos aromáticos y compuestos secundarios, los cuales son esenciales para la 

supervivencia de las plantas (Gomes et al., 2014). La ausencia de la vía del ácido shikímico 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 exposición indirecta de organismos no blanco, en los cuales se han observado 

efectos tóxicos, generando preocupación 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 daño hepático, renal, 

cardiovascular, ocular, malformaciones embrionarias, así como alteraciones reproductivas y 

hormonales (Mesnage et al., 2015; Vandenberg et al., 2017). Recientemente se ha reportado 

una asociación significativa entre la exposición al GLY y la incidencia de cáncer como linfoma 

no Hodgkin, linfoma de células B y leucemia de células pilosas (Schinasi and Leon, 2014). Por 

lo cual, la Agencia Internacional de Investigación sobre el Cáncer (IARC) en el 2015 reevaluó al 

GLY, reclasificándolo como probable carcinógeno humano (Grupo 2A) (Guyton et al., 2015; 

IARC, 2015).  

Los índices de seguridad tales como la ingesta diaria admisible (ADI), nivel de mínimo 

efecto tóxico observable (LOAEL), nivel sin efecto observable (NOEAL) entre otros, son 

estimados a partir de pruebas de toxicidad regulatoria, y en éstos se analiza únicamente el 

principio activo de los plaguicidas. Sin embargo, los plaguicidas en el mundo son utilizados en 

forma de mezclas, llamadas formulaciones comerciales, las cuales están constituidas por el 

principio activo y los adyuvantes (ingredientes “inertes”) cuya formulación generalmente no 

es especificada al consumidor en las etiquetas de estos productos (USEPA, 2018). Por lo que, 

la toxicología regulatoria se enfrenta al reto de evaluar las formulaciones comerciales ya que 
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cada una podría poseer distintos perfiles toxicológicos 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 alteración en la secuencia, estructura y/o funcionalidad del material 

genético (Bolognesi, 2003; Turkez et al., 2017). Las lesiones más frecuentes asociadas con la 

exposición a plaguicidas son la rotura de cadena sencilla o doble en el ADN, la modificación de 

los nucleótidos y la formación de aductos de ADN, que de no ser reparadas adecuadamente, 

pueden causar cambios cromosómicos, 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; Kašuba et al., 2017; Mañas et al., 2009) y de 

algunas formulaciones a base de GLY (De Almeida et al., 2018;). Así, el objetivo de este estudio 

fue evaluar el efecto citotóxico y genotóxico del glifosato grado técnico (GLYT) y de una 

formulación (GLYF) 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 biológica en un modelo celular de células 

hepáticas.  
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2. Materiales y métodos  

2.1. Químicos y reactivos  

La hidroxiurea (HU), rojo neutro, cristal violeta, agarosa de punto de fusión normal 

(NMPA), agarosa de bajo punto de fusión (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 solución 

antibiótica/antimicótica se adquirieron de Gibco® (Grand Island, NY, EE. UU.). El MTT se 

adquirió de la EMD Millipore (Alemania).  

2.2. Línea celular   

Se utilizó la línea celular HepG2 (HB8065™) obtenida de ATCC® y derivada de un 

hepatocarcinoma de un hombre caucásico, basándose en el hecho de que el hígado es el 

principal órgano implicado en la biotransformación de la mayoría de xenobiótico 

ambientales. El modelo celular HepG2 es adecuado para evaluar toxicidad y genotoxicidad 

de xenobióticos (Boehme et al., 2010; Westerink and Schoonen, 2007). La línea celular se 

cultivó en medio DMEM suplementado con 10% de SFB y con 1% de antibióticos/antimicótico 

(1000 unidades de penicilina, 1 mg de estreptomicina y 2.5 µg de anfotericina B/mL). Las 

células se mantuvieron a 37 °C en un ambiente humidificado y con 5% de CO2. 

2.3. Plaguicidas    

Se utilizó el glifosato grado técnico (GLYT; # CAS: 1071-83-6, pureza ≥ 98.0%, Pestanal 

TM) y la formulación 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 

formulación Takle Sifatec ® (GLYF) y su principio activo (GLYT), 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.   
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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 proliferación 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 o la GLYF. Se probaron concentraciones de relevancia biológica como 0.5 mg/L, la cual 

corresponde a la Ingesta Diaria Admisible (ADI) (Kašuba et al., 2017); 5 mg/L, concentración 

reportada como inductora de daño genotóxico (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 número 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 citotóxicidad   

El efecto citotóxico del GLYT y de la GLYF se determinó mediante análisis 

colorimétricos cuantitativos, por el ensayo de retención de rojo neutro, propuesto por 

Repetto et al., (2008), y el ensayo de MTT según el protocolo propuesto por Mosmann, 

(1983). Para ambos ensayos se sembraron 5.0x104 células/mL en un volumen final de 200 µL 

por pozo en placas de cultivo celular de 96 pozos y se expuso al tratamiento a los tiempos  

determinados. Para el ensayo de retención de rojo neutro, el medio fue eliminado y se 

agregaron 100 μL de rojo neutro (40 μg/mL en DMEM) y las células se incubaron durante 3 h 

a 37 °C y 5% de CO2, posteriormente se eliminó el colorante y se realizaron tres lavados con 

solución salina tamponada con fosfato, 0.138 M NaCl, 0.0027 M KCl a pH 7.4.  A cada pozo se 

añadió 150 µL de una solución solubilizante (10 mL de agua desionizada, 10 mL de EtOH al 

96% y 0.2 mL de ácido acético glacial al 99.8%). Para el ensayo de MTT, al terminar el tiempo 

de exposición se eliminó el medio de cultivo y se reemplazó con 100 µL de MTT (0.5 mg/mL 

en DMEM libre de rojo fenol). Las células se incubaron durante 4 h a 37 °C y 5% CO2 

protegidas de la luz y, posteriormente se agregaron 100 μL de DMSO a cada pozo para 

disolver los cristales de formazán. Para ambos métodos, la absorbancia fue determinada 
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usando una doble longitud de onda a 545 nm y una corrección 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 citotóxicas. 

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 proliferación celular 

El efecto del GLYT y de la GLYF sobre la proliferación de células HepG2 se determinó 

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 2.5x104 células/mL en un volumen final de 200 µL por pozo en placas de cultivo 

de 96 pozos. Las células fueron expuestas a concentraciones de 0.05, 0.5, 5, 50 o 100  mg/L  

del GLYT y 0.05, 0.5, 5 o 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 retiró el medio y se añadió 100 μL del CCK-8 

(diluido 1:10 en medio DMEM) a cada pozo, se incubó durante 1 h a 37°C y 5% CO2, 

posteriormente se leyó la absorbancia a 450 nm. El número de células fue estimado mediante 

una curva patrón estándar. Para el ensayo de cristal violeta después del tratamiento, las 

células se fijaron durante 12 horas con formaldehído al 10%, posteriormente se lavaron dos 

veces con agua destilada. Una vez secos los pozos, se les agregaron 50 μL de la solución de 

tinción 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 disolvió utilizando 

0.2 mL de ácido acético al 33% por pozo, y la absorbancia se leyó a 600 nm. La proliferación 

celular inducida por GLYT y la GLYF se calculó 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.  
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2.7. Ensayo de cometa alcalino 

El daño al ADN se evaluó 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 4X105 células/mL en un volumen final de 500 μL en placas de 24 pozos y se 

expusieron a 0.05, 0.5, 5, 50 u 100 mg/L del GLYT y 0.05, 0.5, 5 y 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 µL de medio DMEM y se mezclaron con 240 μL LMPA al 0.5%. Se colocaron 80 µL de la 

mezcla sobre portaobjetos previamente cubiertos con NMPA al 0.5%, esto se hizo para cada 

condición. Los portaobjetos se colocaron a 4 °C por 20 min para la solidificación de la agarosa, 

posteriormente se agregaron otros 85 μL de LMPA al 0.5% y se mantuvieron nuevamente a 

4 °C durante 10 min. Los portaobjetos se sumergieron en solución de lisis (NaCl 2.5 M, 

Na2EDTA 100mM, Tris-HCl 10 mM, DMSO 5% y Tritón X-100 0.5%) pH de 10 a 4 °C, durante 

toda la noche. El desenrollamiento del DNA se realizó por 20 min, previos a la electroforesis, 

la cual se realizó a 300 mA y 25 V durante 20 min a 4 °C en buffer de electroforesis, pH 10 

(NaOH 10 M y EDTA 200 Mm). Posteriormente se agregó Tris-HCl (0.4 M, pH 7.4) y luego EtOH 

al 96% a cada portaobjeto. Se agregó 30 µL bromuro de etidio (20 µg/mL) a cada portaobjeto 

y se observaron en un microscopio de fluorescencia (Olympus BX-43) equipado con una 

cámara digital y un software para captura y análisis de imágenes (Comet Assay IV, version 

4.3.1, Perspective Instruments, Suffolk, UK). El nivel de daño en el ADN se estimó en función 

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 tamaño de los fragmentos de ADN, se leyeron 50 células 

por cada portaobjeto, para cada condición 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 realizó por cuadruplicado en dos momentos diferentes.    
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2.8. Análisis estadísticos 

Para el análisis de los resultados se utilizó el paquete estadístico STATA versión 13.0 

(College Station, TX). Los resultados se presentan como medias (SE). Se usó un análisis ANOVA 

con la prueba post-hoc de Dunnett para determinar el efecto de la GLYF y del principio activo 

(GLYT) sobre la viabilidad, la proliferación y el ADN. Se realizó un análisis de regresión lineal 

para calcular la concentración letal cincuenta (CL50), la concentración letal veinte (CL20) y 

evaluar la relación concentración-efecto. Los gráficos se realizaron utilizando el programa 

GraphPad 5.04 (La Jolla, CA). Los valores de p <0.05 se consideraron estadísticamente 

significativos. 
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3. Resultados 

3.1.  Efecto del GLYT y de la GLYF sobre la viabilidad celular  

El GLYT no fue citotóxico 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 GLYF ejerció un efecto citotóxico 

dependiente de la concentración a 24 h (R2=0.8577, p0.001), 48 h (R2=0.91131, p0.001), 72 

h (R2=0.8107, p0.001) y 96 h (R2=0.7855, p0.001) (Figura 1 C). Resultados similares fueron 

observados con el ensayo de retención de rojo neutro para la GLYF (R2=0.9316, p0.001; 

R2=0.8379, p0.001, R2=0.8109, p0.001, R2=0.7308, p0.001 para 24, 48, 72 y 96 h, 

respectivamente) (Figura 1 D). Las CL20 y CL50 a las 24 h estimadas para la formulación 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 proliferación 

Las células HepG2 tratadas con el GLYT presentaron disminución en la proliferación 

celular a 96 h en comparación 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 proliferación celular después del tratamiento con el GLYT entre los grupos 

de estudio (Figura 2 B). Por otro lado, la GLYF indujo una disminución significativa en la 

proliferación celular a 50 mg/L a 24 h y 48 h de exposición, mientras que a 72 h el efecto fue 

observado a partir de la ≥ 5 mg/L. Además, a 96 h de exposición todas las concentraciones 

empleadas indujeron una reducción en la proliferación 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 GLYT y de la GLYF sobre el ADN 

El potencial genotóxico del GLYT y 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 

parámetros de evaluación. Los resultados mostraron que tanto el GLYT como la GLYF indujeron 
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efecto genotóxico en la células HepG2, en todas las concentraciones y tiempos probados con 

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

concentración-dependiente a 24 h (TI: R2= 0.789, p<0.001 y TL: R2= 0.674, p<0.001), 48 h (TI: 

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

p<0.001) y 96 h (TI: R2= 0.715, p<0.001 y TL: R2= 0.609, p<0.001). Tabla 1 

 

 

Figura 1. Efecto del GLY grado técnico (GLYT) y de la formulación de GLY (GLYF) 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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Figura 2. Efecto del GLY grado técnico (GLYT) y de la formulación del GLY (GLYF) sobre la proliferación de células 
HepG2. La proliferación 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 

Daño al ADN en células  HepG2 expuestas a diferentes concentraciones del GLYT y la GLYF 

SE: error estándar; * p<0.001 prueba de Dunnet´s  
GLYF: Formulación de glifosato; GLYT: Glifosato grado técnico   
ND: No determinado porque la viabilidad fue menor a 50%   
HU: Hidroxiurea 

 

                            GLYT                             GYLF 

Tratamiento  % ADN en la cola  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)* 
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4. Discusión  

El uso de plaguicidas es una forma rentable para controlar y/o erradicar especies que 

alteran la producción, almacenaje y disposición final de los productos agrícolas, su uso se ha 

justificado con un incremento teórico de la producción agrícola (OMS, 1992). Sin embargo su 

empleo extensivo ha causado daño a la salud humana y al ambiente (Mostafalou and 

Abdollahi, 2013). Además los plaguicidas se comercializan como formulaciones que se 

componen de la mezcla del principio activo y coadyuvantes que mejoran la captación, 

penetración, translocación y estabilización 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 más 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 suponía que tenía un mecanismo de acción selectivo (Benbrook, 

2016; Williams et al., 2000). Sin embargo, en los últimos años la investigación sobre nuevos 

mecanismos de toxicidad se ha convertido en un tema importante, desde que la IARC 

reclasificó al GLY como probablemente carcinógeno para los humanos en el 2015 (Guyton et 

al., 2015). La ubicuidad del GLY y sus adyuvantes en alimentos y agua ha aumentado la 

preocupación y la necesidad de comprender sus efectos directos o indirectos para la salud 

humana (Rendón-von Osten and Dzul-Caamal, 2017; Rodrigues and de Souza, 2018; Van 

Bruggen et al., 2018). 

En este trabajo evidenciamos el efecto diferencial citotóxico y sobre la proliferación en 

un modelo celular hepático causado por el tratamiento con  glifosato grado técnico (GLYT) y de 

una formulación (GLYF) utilizadas en el sur de México, con un comportamiento formulación 

concentración; así también un efecto genotóxico similar del GLYT y de la formulación GLYF. 

Se observó que la GLYF es capaz de inducir un efecto citotóxico de manera 

concentración 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 formulación de GLY como Roundup® donde se 

muestra un efecto citotóxico 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 observó el 

efecto citotóxico asociado con la exposición a formulaciones a base de GLY pueden ser 

atribuidas a la diferencia en la composición de la formulación, efecto ampliamente reportado. 

Así, los coadyuvantes añadidos, generalmente surfactantes, modulan el potencial tóxico de las 

formulaciones a base de GLY, a través de una alteración de la integridad de la membrana 

celular, de la actividad metabólica, la síntesis de proteínas totales, así como causar daño 

mitocondrial, lo que puede generar apoptosis y/o necrosis (Kim et al., 2013; Song et al., 2012). 

Dentro de los coadyuvantes más comunes utilizados en las formulaciones a base de GLY se 

encuentran las seboaminas etoxiladas y alquilpoliglicósido (Mesnage et al., 2012; Myers et al., 

2016), que han demostrado modificar el potencial citotóxico del ingrediente activo. En este 

sentido Mesnage et al. (2012) observaron que una formulación 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) mostró mayor citotoxicidad en comparación con las 

formulaciones con la misma concentración de ingrediente activo pero con menor 

concentración 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 CL50 de la formulación con 18% de 

POE-15 (59 mg/L) fue parecida a la CL50 estimada para la GLYF en este estudio (55.9 mg/L). Sin 

embargo es necesario realizar más estudios que permitan identificar la composición 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 encontró daño citotóxico con el GLYT 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 afectó la viabilidad 

celular a concentraciones de 1-1000 ppm. Así mismo Chaufan et al., (2014) demostraron que 

el glifosato grado técnico no fue citotóxico hasta 1000 mg/L, mientras que la formulación 

Roundup Ultra Max® mostró un efecto citotóxico concentración-tiempo dependiente sobre 

células HepG2 con una CL50 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 formulación probada puede estar dañando 

la membrana y alterando las funciones mitocondriales de las células a concentraciones ≥ 5 

mg/L después de 72 h de exposición, como lo reportado por Koller et al. (2012) en células 

epiteliales. 

La inducción de proliferación celular es un mecanismo asociado con la carcinogénesis 

química, por lo que la evaluación del efecto proliferativo de cualquier xenobiótico es evidencia 

que podría ser utilizada para valorar el potencial carcinogénico del mismo (Oliveira et al., 

2007). En este estudio se evaluó el efecto proliferativo de la GLYF y del GLYT sobre células 

HepG2, los resultados mostraron que la GLYF disminuyó la proliferación celular a partir de 0.05 

mg/L a 96 h, además, los resultados muestran que a la concentración de 5 mg/L la formulación 

induce daño a la integridad de la membrana celular a partir de las 72 h y a la concentración 

más alta probada (50 mg/L) el daño comienza a las 24 h. Por otra parte el GLYT mostró 

disminución significativa sobre la proliferación de las células HepG2 a 96 h de exposición con 

el ensayo de CCK-8, sin embargo este fenómeno no se observó cuando se evaluó 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 metabólica (Aslantürk, 2018). Los datos obtenidos concuerdan con los reportados 

por Kašuba et al. (2017) quienes no observaron un aumento significativo de la proliferación 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 observó efecto del GLYT sobre la proliferación 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 

formulación a base de GLY Roundup Grands Travaux plus® disminuye la proliferación celular a 

dosis >10 ppm (10 mg/L) después de 24 h de exposición. Sin embargo, más estudios son 

necesarios para valorar el efecto citostático de las formulaciones del glifosato así como evaluar 

los posibles efectos de estas sobre el ciclo celular.  

Si bien en el presente estudio no observamos un incremento en la proliferación 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 estrógenos (De Almeida et al., 2018; Thongprakaisang et al., 2013)t. Estos 

resultados sugieren que formulaciones a base de GLY y su ingrediente activo ejercen 

proliferación celular en células dependientes de hormonas al inhibir las actividades de la 

transcripción de los receptores de estrógeno alfa (ERα) y beta (ERβ) (Gasnier et al., 2009).  

La genotoxicidad es considerada como la capacidad de un xenobiótico para inducir 

daño directo o indirecto hacia el DNA y si éste no se repara puede inducir alteraciones 

cromosómicas, mutaciones genéticas, cáncer o muerte celular (Christmann and Kaina, 2013). 

El efecto genotóxico observado en este estudio mostró que el GLYT y la GLYF inducen daño al 

ADN a 24, 48, 72 y 96 h en células HepG2, el cual podría ser por rupturas de cadena sencilla  y 

sitios álcalis labis. Estos resultados concuerdan con el efecto genotóxico del GLY grado técnico 

observado en células Hep-2 después de 4 h de exposición a 3 mM - 7.5 mM (equivalentes a 

507.2 mg/L-1268.02 mg/L), donde se observó 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, (Mañas et al. 2009); 

también en células mononucleares de sangre periférica (PBMC) humana expuestas a GLY grado 

técnico a concentraciones de ≥ 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 

genotóxico en forma concentración-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 genotóxico 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 exposición a Roundup Ultra Max®  y a su 

ingrediente activo, en los cuales se observó el efecto genotóxico a concentraciones mayores o 

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

El daño al ADN inducido por la exposición a xenobióticos puede ser considerado como 

directo cuando el xenobiótico se une a la estructura del DNA generando aductos, o de manera 
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indirecta por la reducción en la capacidad de reparación del DNA, o por la generación de 

subproductos que tienen un potencial de daño oxidativo, como las especies reactivas de 

oxígeno, que se forman generalmente durante los procesos fisiológicos o por la 

biotransformación del plaguicida vía 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; Woźniak et al., 2018), generando la oxidación de purinas y pirimidinas, con la 

subsecuente inducción de roturas de cadena sencilla y doble al ADN (Woźniak et al., 2018). Los 

resultados derivados de este estudio indican que el GLYT no indujo efectos citotóxicos, ni sobre 

la proliferación, pero sí un efecto genotóxico, el cual podría ser un mecanismo asociado con el 

desarrollo de toxicidad no organotrópica como carcinogénesis, teratogénesis entre otras. Sin 

embargo es necesario realizar estudios que evalúen el efecto del GLY sobre los mecanismos 

moleculares que pueden verse afectados por la exposición a GLY como blancos moleculares 

de la vía de p53, el estrés oxidativo y los blancos moleculares que activa lo cual permitirá 

dilucidar los mecanismos asociados a su potencial genotóxico. 

5. Conclusión  

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran un efecto citotóxico y sobre 

la proliferación celular, diferencial entre la GLYF y el GLYT en células HepG2, además se observó 

que tanto el GLYT como la GLYF inducen daño genotóxico en células HepG2. Estos resultados 

sugieren un potencial citotóxico mayor de la GLYF en comparación con GLYT, lo que conlleva a 

la necesidad de realizar la evaluación del riesgo utilizando las formulaciones comerciales, 

además de llevar a cabo otros estudios sobre la caracterización de los adyuvantes que se 

utilizan en las formulaciones comerciales, así como también evaluar las interacciones 

toxicológicas de los mismos. 
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7. Material suplementario 

 

Tabla 1. Material suplementario   

Concentración letal  20 y 50 de la formulación del GLYF en células HepG2. 

 LC: Concentración letal en mg/L; RN: retención de rojo neutro; R2: r cuadrada.  

 

 

     Ensayo  MTT      Ensayo  RN 

Time 
(h) 

LC20  LC50  LC20    LC50    

          mg/L           mg/L                  

24 89.85 55.91 (y=-0.84x+99.44, R2=0.87) 85.40 52.42 (y=-0.91x+97.68, R2=0.93) 

48 84.34 52.78 (y=-0.95x+100.18, R2=0.91) 72.40 45.63 (y=-1.12x+101.13, R2=0.84) 

72 70.65 40.45 (y=-0.99x+90.18, R2=0.81) 70.06 44.00 (y=-1.15x+100.64, R2=0.81) 

96 67.23 36.60 (y=-0.98x+85.85, R2=0.79) 70.70 37.86 (y=-0.92x+84.79, R2=0.73) 


