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ARTICULO ORIGINAL

Citotoxicidad y genotoxicidad en células humanas
expuestas in vitro a glifosato

Claudia Milena Monroy, Andrea Carolina Cortés, Diana Mercedes Sicard,
Helena Groot de Restrepo

Laboratorio de Genética Humana, Universidad de los Andes, Bogota, D. C., Colombia.

Introduccion. El glifosato es un herbicida de amplio espectro, no selectivo, utilizado para
eliminar malezas indeseables en ambientes agricolas y forestales. La accién herbicida
corresponde a la inhibicion de la biosintesis de amino&cidos aroméaticos en las plantas. Al no
ser este mecanismo compartido por los seres humanos es considerado como de bajo riesgo
para la salud de los mismos. Sin embargo, investigaciones recientes indican que puede alterar
otros procesos celulares en animales lo que puede presentar un factor de riesgo a nivel
ambiental y de salud en las zonas donde se emplea este herbicida.

Objetivo. EIl objetivo del presente estudio fue evaluar la citotoxicidad y la genotoxicidad del
glifosato en células humanas normales (GM38) y en células humanas de fibrosarcoma (HT1080).
Materiales y métodos. La citotoxicidad aguda y cronica se determin6 al exponer las células
en cultivo a diferentes concentraciones de glifosato, y se analizé la viabilidad celular con
cristal violeta y colorante de exclusion azul de tripano, respectivamente. La genotoxicidad se
determind por medio del ensayo del cometa y los datos se analizaron usando la prueba de
Dunnet.

Resultados. En la citotoxicidad crénica las células GM38 y las HT1080 presentaron un efecto
dependiente de la dosis después del tratamiento con glifosato en concentraciones de 5,2 a 8,5
mMy 0,9 a 3,0 mM, respectivamente. En la citotoxicidad aguda, las células GM38 y las HT1080
expuestas a un rango de concentraciones de 4,0 a 7,0 mM, 45a 575 mMy 4,0 a 7,0 mM,
respectivamente, presentaron una viabilidad mayor al 80%. Se evidenci6 dafio en el ADN
después del tratamiento con glifosato en concentraciones de 4,0 a 6,5 mM para las células
GM38y de 4,75 a 5,75 mM para las células HT1080.

Conclusiones. Se sugiere que el mecanismo de accion del glifosato no se limita Unicamente
a las plantas sino que puede alterar la estructura del ADN en otros tipos de células como son
las de los mamiferos.

Palabras clave: herbicidas, citotoxicidad, genotoxicidad, ensayo cometa.
Cytotoxicity and genotoxicity of human cells exposed in vitro to glyphosate

Introduction. Glyphosate is a broad-spectrum non-selective herbicide, used to eliminate
unwanted weeds in agricultural and forest settings. Herbicide action is achieved through inhibition
of aromatic amino acid biosynthesis in plant cells. Since this is not a conserved mechanism
between human and plant cells, glyphosate is considered to be a low health risk substance for
humans. However, the occurrence of possible harmful side effects of glyphosate use is not well
documented and controversial. Toxicity and genotoxicity studies indicate that glyphosate is not
harmful, although several investigations suggest that it can alter various cellular processes in
animals. Therfore this has potential as a health and environmental risk factor in areas where
glyphosate is widely used.

Objectives. The present study evaluated glyphosate cytotoxic and genotoxic effects in normal
human cells (GM38) and human fibrosarcoma (HT1080) cells.

Materials and methods. Acute and chronic cytotoxicity were determined through the exposure
of cultured cells to graded concentrations of glyphosate, and cell viability analysis was performed
with crystal violet and Trypan blue staining. Genotoxicity was determined using the comet
assay and data significance was evaluated with Dunnet’s test.
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Results. For chronic cytotoxicity a dose-dependent effect was observed in both GM38 and
HT1080 cells after treatment with 5.2-8.5 mM and 0.9-3.0 mM glyphosate, respectively. In the
acute cytotoxicity study, GM38 cells exposed to 4.0-7.0 mM glyphosate and HT1080 cells
exposed to 4.5-5.8 mM glyphosate, had cell viability counts higher than 80%. Genotoxic effects
were evidenced in GM38 cells at glyphosate concentrations of 4.0-6.5 mM and in HT1080 cells

at glyphosate concentrations of 4.75 -5.75 mM.

Conclusions. The levels of cytotoxicity and genotoxicity of glyphosate occurring in mammalian
cells suggested that its mechanism of action is not limited to plant cells.

Keywords: herbicides, cytotoxicity, genotoxicity, comet assay

El glifosato, un acido organico débil cuya molécula
esta formada por una fraccién de glicinay otra de
fosfonometil (N- fosfonometilglicina), C,H,NO, es
un herbicida de amplio espectro, no selectivo,
utilizado para eliminar malezas indeseables en
ambientes agricolas y forestales, especialmente
en cultivos de maiz, soyay arroz (1). La aplicacion
de este herbicida produce la inhibicion de
aminoacidos aromaticos en la planta por
inactivacion de la enzima 5-enolpiruvilchiquimato-
3-fosfato sintasa (2-3). Esta enzima no existe en
animales y, en consecuencia, la citotoxicidad del
glifosato es considerada relativamente baja o
inexistente en humanos. De acuerdo con la
clasificacién de la Agencia de Proteccion
Ambiental (EPA) de los Estados Unidos, el
glifosato se encuentra incluido en el grupo D, es
decir, “el agente probablemente no es
carcinogénico para el ser humano”; esto, basado
en la evidencia de oncogenicidad en animales (4).
En algunos estudios el glifosato no present6
mutagenicidad en células CHO (Chinese Hamster
Ovary), Salmonellasp.y Escherichia coli; mostré
resultados negativos en ensayos de reparacién
en Bacillus subtilis y en cultivos primarios de
hepatocitos (5). Asi mismo, un estudio sobre la
evaluacion del riesgo del Roundup®, formulacién
comercial cuyo principal componente es el
glifosato, concluyé que este herbicida no
constituye un riesgo en la salud de las personas
expuestas a este quimico. En este estudio se
analizé la genotoxicidad, el potencial tumorogénico
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y los efectos en la fertilidad en modelos animales
(6). No obstante, investigaciones recientes
muestran otro panorama, un estudio cuyo modelo
eran roedores en estado de gestacion y sus fetos,
mostré una induccién de anormalidades
funcionales en enzimas citosélicas como la
isocitrato deshidrogenasa, la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa en los animales que fueron
expuestos a diferentes concentraciones de
glifosato (7). En otras investigaciones se
evidenciaron cambios morfolégicos en el
citoesqueleto y retardo en el desarrollo de roedores
(8). En otro estudio, en el cual se expusieron
renacuajos a diferentes concentraciones de
Roundup®, la prueba del cometa mostré dafio en
el ADN directamente proporcional a la dosis
utilizada (9).

La balanza parece inclinarse hacia el lado de
calificar al glifosato como un herbicida de riesgo
potencial bajo para la salud de los animales y de
los seres humanos; sin embargo, la controversia
persiste y, especialmente, en algunos paises
como Colombia, donde este herbicida es
ampliamente utilizado en regiones forestales en
la erradicacion de cultivos ilicitos como parte del
proceso antidrogas y como desecante de los
cultivos de cafia de azUcar. A este respecto, es
importante avanzar en el conocimiento sobre la
genotoxicidad y la citotoxicidad de este herbicida
para aportar informacion que ayude a esclarecer
la discusién en torno a sus efectos.

Una metodologia que ha sido ampliamente
utilizada por diversos laboratorios para evaluar el
potencial genotéxico de los agentes quimicos, los
compuestos industriales y las nuevas drogas (10-
14) es el ensayo del cometa alcalino o
electroforesis de células individuales (pH>13).
Esta es una técnica sensible que detecta
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rompimientos de cadena sencilla, sitios alcali-
labiles y sitios de reparacion por escision de bases
incompleta (15). Ademas de esta técnica, se
implemento el cultivo celular en microplacas, lo
cual permite la evaluacién simultanea de varias
réplicas por tratamiento (16-18). El objetivo del
presente estudio fue evaluar la citotoxicidad y la
genotoxicidad del glifosato en células humanas
normales (GM38) y en células humanas de
fibrosarcoma (HT1080) por medio del ensayo del
cometa en microplacas de 96 pozos.

Materiales y métodos
Lineas celulares

HT1080: fibrosarcoma humano (ATCC No: CCL-
121); linea celular normal y eficiente en el sistema
de reparacion por escision de nucleétidos.

GM38: fibroblastos humanos primarios (NIGMS
Human Genetic Cell Repository, Coriell Institute
for Medical Research, NJ, USA); linea celular
normal y eficiente en el sistema de reparacion
por escision de nucleétidos.

Condiciones del cultivo

Las lineas celulares humanas de fibrosarcoma
HT1080 y de fibroblastos normales GM38 se
cultivaron en medio DMEM (Dulbeco’s Modified
Eagle’s Medium, Sigma), con suplemento de 5%
de suero bovino fetal (Gibco), 1% de penicilina/
estreptomicina (Gibco), 2% de glutamina (Gibco)
y 2,2% de bicarbonato de sodio. Las células se
mantienen a 37°C en una atmésfera himeda con
5% CO2.

Glifosato

El glifosato que se empled en este estudio es de
grado técnico (Sigma Chemical Co., CAS
1071836). La solucién de trabajo tuvo una
concentracién de 25 mM (1 g de glifosato/236,4
mL de agua destilada estéril) y se mantuvo a una
temperatura de 4°C.

Concentraciones de glifosato-
ensayos preliminares

Para encontrar el rango de concentraciones de
glifosato por utilizar se llevé a cabo un ensayo
preliminar, en el que se expusieron células CHO
a diferentes concentraciones de glifosato,
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incrementando las concentraciones 0,1 mM en
un rango de 0,1-3,7 mM. Se realizaron varios
ensayos para determinar el rango de exposicion
en las células HT1080 y se observé un efecto
dosis-respuesta en un rango de concentraciones
de 0,9 a3,3mM (19). De lamisma forma, para la
linea celular GM38 se parti6 de la primera
concentracion de 0,9 mM, pero a diferencia de
las células HT1080, se encontrd que el efecto
dosis respuesta se presenté en unrango de 5,0 a
8,5 mM. Los resultados de estos ensayos fueron
los mismos en las 8 réplicas realizadas para cada
concentracion.

Citotoxicidad crénica y aguda

Para las pruebas de citotoxicidad cronica y aguda
se utilizé la metodologia establecida por otros
autores en microplacas de 96 pozos (16-18) en la
evaluacioén de diferentes agentes quimicos.

Citotoxicidad cronica

Las microplacas de 96 pozos estan divididas en
12 columnas y 8 filas; cada columna representa
un tratamiento y cada una de las filas, las réplicas
de ese tratamiento. La columna 1 se emple6
como blanco y contenia 200 yul de DMEM
suplementado. La columna 2 se emple6 como
control negativo y contenia 100 pl de suspension
de células (3x103 células /ml) més 100 ul DMEM
de suplemento. Los pozos de las columnas
restantes contenian 100 pl de una suspension
celular de 3x10® células/ml a las cuales se les
adiciond el glifosato en concentraciones
crecientes, 0,9 a 8,5 mM para las células GM38
y de 0,6 a 3,3 mM para las células HT1080, el
volumen se completé a 200 ul con medio
suplementado en cada pozo. Posteriormente se
sometié la microplaca a agitacion orbital durante
15 minutos a 37°C para garantizar la distribucion
homogénea de las células y del glifosato en cada
pozo. Luego, se incubd a 37°C en atmdsfera
humeda con 5% de CO, durante 72 horas.
Después de las 72 horas de incubacion, se retiro
el medio de cada pozo y se adicionaron 20 pl de
metanol al 100% por 15 minutos y 15 pl de cristal
violeta (solucién al 1% de cristal violeta en 50%
de metanol) por 30 minutos. Posteriormente, las
placas fueron lavadas con agua destilada y se
les adicioné en cada pozo 50 pl de dimetilsulféxido
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(DMSO) por 30 minutos. La densidad celular
(viabilidad celular) se determiné en un lector de
micro placas (BIORAD) y con una longitud de onda
de 595 nm.

Citotoxicidad aguda

En la microplaca de 96 pozos se sembraron 100
pl de suspensién de células en una concentracion
de 3x10° células/mly 100 pl de medio DMEM con
5% de SBF en cada pozo; posteriormente, se
incub6 durante 24 horas a 37°C en atmésfera
himeda con 5% de CO, En el presente analisis
se utilizé un titulo mas alto que en el ensayo
anterior (3x10% células/ml), para garantizar una
concentracion adecuada de células en un tiempo
mas corto de incubacion antes de la exposicién
al glifosato (citotoxicidad cronica, 72 horas; aguda,
24 horas).

Luego de la incubacidn se aspir6 el medio y se
lavé cada pozo con 50 pL de solucion salina
tampén (PBS- 1X). Posteriormente, se adiciond
el medio con suplemento (libre de suero bovino
fetal) mas las concentraciones de glifosato en un
rango entre 4,0 y 6,5 mM para las dos lineas
celulares, para un total de 25 ul en cada pozo. El
control positivo fueron células expuestas a una
concentracion de 50 ug/ml de etopésido VP 16
(Sigma) y el control negativo fueron células
tratadas con DMEM con suplemento, sin
exposicion al quimico. Se incub6 la microplaca
durante 4 horas a 37°C de acuerdo con el
protocolo establecido (11,12) en agitacién orbital
y, posteriormente, se le adicionaron 50 ul de
tripsina (solucién 1:10 - 0,1% tripsina: PBS 1X) a
cada pozo para desprender las células, se incubé
nuevamente por 5 minutos a 37°Cy se adicionaron
100 pl de DMEM con suplemento. A continuacién
se realiz6 el conteo de las células vivas y muertas
por exclusién con azul de tripano en una camara
de Newbauer para determinar el porcentaje de
viabilidad celular. En esta prueba se realizaron
varios ensayos para establecer el rango de
concentraciones en el cual la viabilidad celular
fuera mayor al 80% y, con base en estos rangos,
desarrollar los estudios de genotoxicidad.

Ensayo del cometa

Luego de la exposicién de las células a diferentes
concentraciones de glifosato durante 4 horas en
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microplacas de 96 pozos, se tomaron 100 pl de la
suspension celular de cada pozo, se le adicionaron
900 pl de agarosa de bajo punto de fusién (0,5%)
y se colocaron 100 ul de la mezcla sobre una
lamina portaobjetos que contenia una capa de
agarosa de punto de fusién normal (1%).
Posteriormente, las laminas se expusieron durante
24 horas a una solucién de lisis (NaCl 0,23 M,
EDTA 9 mM, tris 0,9 mM, tritén X-100 al 1% y
DMSO al 10%) a 4°C. Antes de la electroforesis
alcalina las ldminas se ubicaron en la camara de
electroforesis horizontal, se les adicion6 el tampén
de electroforesis (NaOH 300 mM y EDTA 1mM -
pH>13) y se dejaron en reposo, aproximadamente,
25 minutos a 4°C. Luego, se corrio la
electroforesis a 290 mAy 25 V durante 35 minutos.
Posteriormente, se adicion6 el tampédn
neutralizante (400 mM Tris HCI - pH 7,5) y las
laminas se tifieron con 65 pl de bromuro de etidio
(2 pg/ml). Las laminas se analizaron usando el
microscopio de fluorescencia Zeiss con un filtro
de excitacion BP 546/10 nmy un filtro de barrido
de 590 nm. Se leyeron 25 células por lamina,
tomando en cuenta la longitud de migracién del
ADN -se inicia la medicion en el centro del ntcleo
hasta el Gltimo punto de migracion- y la morfologia
de los nucleos al clasificarlos en una de cinco
categorias: a) no dafio en el ADN, b) dafio bajo,
¢) dafio medio, d) dafio alto y e) dafio total (20).
En la figura 1 se sefala la medida de la longitud
de migracion del ADN en micras y en la figura 2,
las diferentes categorias de clasificacion.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron usando la prueba de
correlacién de Pearson para determinar la

Figura 1. Longitud de la cola del cometa o migracién del
ADN medida en micras. Longitud de la migracién del ADN
en micras (um), desde el centro del nicleo hasta el ltimo
punto de fluorescencia, en 25 células/lamina.
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Figura 2. Clasificacion de la morfologia de los nicleos en el ensayo del cometa. Morfologia de los nucleos al clasificarlos
en una de cinco categorias: a) sin dafio en el ADN, b) dafio bajo, ¢) dafio medio, d) dafio alto y e) dafio total (20) en 25

células/lamina.

correlacion entre la viabilidad celular y las 16
réplicas de cada concentracién de glifosato
evaluadas. La prueba de Shapiro-Wilk (SPSS,
version 10.0) se utilizd para determinar si los
resultados presentaban distribucion normal y
ANOVA one way-Dunnet’s test (Sigma Stat 2.0)
para determinar sila morfologia y el promedio de
longitud presentaban diferencias significativas
entre el control negativo y las concentraciones
de glifosato evaluadas.

Resultados

En la figura 3 se muestran las curvas entre las
concentraciones de glifosato y el promedio del
porcentaje de viabilidad celular después de 72
horas de exposicion en 16 réplicas por tratamiento.
El analisis de Pearson mostr6 una correlacién
negativa significativa en las dos lineas celulares
evaluadas entre las concentraciones de glifosato
y la viabilidad celular en un tiempo prolongado de
exposicién (72 horas). En las células GM38 se
presenta la correlacién en un rango de

concentraciones de 5,2 a 8,5 mM (r=-0,906,
P<0,05) y en las células HT1080, en un rango de
concentraciones de 0,6 a 3,3 mM (r=-0,994,
P<0,05). Asi mismo, la viabilidad celular en las
células GM38 se reduce al 80% cuando las
células se exponen a dosis de 5,5 MMy al 50% a
una concentracion de 6,9 mM de glifosato, lo que
indica que al aumentar la concentracion de
glifosato la viabilidad celular se ve afectada de
manera negativa. De igual forma, en las células
HT21080 la viabilidad celular se reduce al 80%
cuando las células se exponen a dosis de 0,6
mM y al 50% a una concentracion de 1,7 mM de
glifosato. El coeficiente de determinacion, basado
en la correlacién de Pearson, en las células GM38
(r>=0,82) y en las células HT1080 (r>=0,99) es del
82% y del 99%, respectivamente.

En la figura 4 se muestran las curvas entre las
concentraciones de glifosato y la viabilidad celular
después de 4 horas de exposicion, en 16 réplicas
por tratamiento. La correlacion entre la viabilidad

339



MONROY C.M., CORTES A.C., SICARD D.M. et al.
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Figura 3. Citotoxicidad crénica en células GM38 (a) y
células HT1080 (b). Porcentaje de viabilidad celular a las
72 horas de exposicion al herbicida, en GM38 (28
concentraciones, 16 réplicas por concentracion) y en
HT1080 (11 concentraciones, 16 réplicas por
concentracion); (a) células GM38, (b) células HT1080.

celular y la dosis de glifosato es significativa
cuando las células se exponen a concentraciones
altas de glifosato en un periodo corto de exposicion
(4 horas). En las células GM38 se presenta la
correlacién en un rango de concentraciones de
4,0a6,5mM (r=-0,924, P<0,05) y en las células
HT1080 en un rango de concentraciones de 4,5 a
6,5 mM (r=-0,945, P<0,05). En las células GM38
se presenta una viabilidad celular mayor al 80%
en un rango de concentraciones de 4,0 a 6,5 mM,
y en las células HT1080, en un rango de
concentraciones de 4,5a 5,75 mM.

En los cuadros 1 y 2 se muestra el dafio en el
ADN (longitud de la cola) inducido por glifosato
en las dos lineas celulares. Se evidencia un dafio
significativo en el ADN, con respecto al control
negativo, tanto en las células GM38 (F,,,,=102,34,

8’71
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Figura 4. Citotoxicidad aguda en células GM38 (a) y células
HT1080 (b). Porcentaje de viabilidad celular a las 4 horas
de exposicién al herbicida, en GM38 (6 concentraciones,
16 réplicas por concentraciéon) y en HT1080 (8
concentraciones, 16 réplicas por concentracion); (a)
células GM38, (b) células HT1080.

P<0,001) como en las células HT1080
(Fg:,4,=91,26, P<0,001), cuando se exponen en
un periodo de tiempo corto (4 horas) a
concentraciones altas de glifosato. En las células
GM38 en concentraciones de 4,0a6,5mMyen
las células HT1080 en concentraciones de 4,75
a 5,75 mM. En lafigura5 se muestra el dafio en
el ADN (morfologia del cometa) inducido por
glifosato en las dos lineas celulares. Al igual que
en la medicion del dafio en el ADN con la longitud
de la cola, se presentan diferencias significativas
(P<0,001) con respecto al control negativo en la
morfologia del cometa.

Discusion
Multiples estudios in vivo e in vitro desarrollados
para esclarecer el potencial toxico o genotdxico
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Cuadro 1. Prueba de Dunnet. Migracién del ADN (um) en células GM38 expuestas a glifosato.

Concentracién de

glifosato (mM) mediana (+DE)

Migracion del ADN (um)

Migracion del ADN (um)
promedio (xDE)

0 12,50 + 0,92
4 12,75+ 1,48
4,5 17,12 + 3,68 * **

4,75 36,37 + 3,54 * **

5 42,00 + 2,61 * **
5,5 42,00 + 1,51 * **
6,5 80,75+ 13,64 * **
Control positivo (VP 16) 89,33 + 8,86 * **
Valor estadistico, prueba de Dunnet F8, 71 = 53,47

15,79 +1,05
19,47 + 1,80 * **
21,20 + 1,55 * **
38,23 £2,27 * **
48,26 + 2,39 * **
47,20 £ 2,94 * **
87,97 + 14,10 * **
96,38 + 8,85 * **
F8, 71 = 102,34

P<0,001*
P<0,05 **

Los datos corresponden a la mediana y el promedio de la migracion del ADN o longitud de la cola + desviacién estandar

(DE) mediante el ANOVA (one way-Dunnet’s test).

Cuadro 2. Prueba de Dunnet. Migraciéon del ADN (um) en células HT1080 expuestas a glifosato.

Concentracién de

glifosato (mM) mediana (+DE)

Migraciéon del ADN (pum)

Migracion del ADN (um)
promedio (+DE)

27,18 + 2,409
29,16 £ 1,92 * **
29,11 + 3,19 * **
27,81 £ 2,07 * **
31,28 £2,96 * **
35,87 £ 3,88 * **
49,38 £ 11,24 * **
65,84 + 11,00 * **
110,72 £ 5,88

F8, 142 = 91,26

4,5 24,25 + 2,75
4,75 25,75+ 1,43

5 26,62 +2,78
5,25 24,25 + 1,37 * **
5,5 27,50 = 3,37 * **
5,75 31,12 £ 2,62 * **
6 44,12 + 9,40 * **
6,5 58,00+ 13,26 * **
Control positivo (VP 16) 109,50 + 6
Valor estadistico, prueba de Dunnet F8, 142 = 39,17
P<0,001*

P<0,05 **

Los datos corresponden a la mediana y al promedio de la migracion del ADN o longitud de la cola + desviacion estandar

(DE) mediante el ANOVA (one way-Dunnet’s test).

del glifosato, tan ampliamente utilizado a nivel
mundial, han clasificado este herbicida como de
riesgo bajo en la salud de los animales y de los
seres humanos; sin embargo, algunos autores han
reportado resultados contradictorios. A este
respecto, algunas agencias de regulacién
ambiental y algunas organizaciones o instituciones
cientificas internacionales plantean, en diferentes
informes, que los resultados contradictorios
pueden ser consecuencia de las dosis utilizadas
y de la baja sensibilidad de las técnicas para
determinar el impacto del glifosato (5,21-23). En
el presente trabajo se implementé la metodologia
para medir la citototoxicidad aguda y crénica, y la
genotoxicidad en placas de 96 pozos, la cual fue

de gran utilidad, ya que permiti6 establecer una
correlacién entre la dosis, el tiempo de exposicion
y las alteraciones en el ADN, asi como detectar
bajos niveles de dafio en el genoma a bajas
concentraciones (15). Al evaluarse la citotoxicidad
cronica, la correlacién de Pearson muestra una
dependencia negativa entre la dosis de glifosato
y la viabilidad celular, es decir, un incremento en
la tasa de muerte celular al aumentar la dosis en
un tiempo constante y prolongado de exposicion.
Asi mismo, al evaluar el coeficiente de
determinacién se observa que la variabilidad en
la viabilidad celular, correspondiente al 82% en
células GM38 y 99% en células HT1080, es
consecuencia de la exposicion al glifosato.
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Figura 5. Dafio en el ADN en las lineas celulares GM38 (a)
y HT1080 (b), evaluado mediante la morfologia de los
nucleos. Porcentaje de nicleos en cada uno de los grupos
de clasificacion: a, b, ¢, d y e (125 nucleos analizados); a)
células GM38, b) células HT1080. Morfologia del nucleo
segun Anderson et al., 1994: a) sin dafio en el ADN, b)
dafio bajo, c) dafio medio, d) dafio alto y e) dafio total.

La disminucién en la viabilidad celular, evaluada
con azul de tripano o con cristal violeta, puede
ser causada por la induccion de dafios
estructurales o alteraciones en las funciones
basicas celulares que conducen a la muerte
celular por apoptosis o necrosis (24). Al comparar
las dos lineas celulares se observd una mayor
sensibilidad en las células de fibrosarcoma
humano HT1080 cuando se exponian a glifosato
gue en las células de fibroblastos humanos
normales GM38, puesto que fue necesario
aumentar de 5 a 9 veces la concentracion de este
herbicida en las células GM38 para obtener el
mismo efecto que en las células HT1080. Esto
indica que distintos tipos de células tienen
sensibilidad variable al mismo compuesto, por lo
cual seria de interés elucidar los mecanismos
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mediante los cuales las células presentan distintos
niveles de respuesta a este compuesto.

Los andlisis para determinar la citotoxicidad aguda
mostraron un efecto dosis-respuesta en las dos
lineas celulares, pero al igual que en la
citotoxicidad croénica, las células HT1080
presentaron una mayor disminucion en la viabilidad
celular cuando se expusieron a las mismas
concentraciones de glifosato que las células
GM38. Cuando las células HT1080 se expusieron
ala concentracién mas alta de glifosato (6,5 mM)
la viabilidad celular disminuy6 hasta el 39%, y en
las células GM38 hasta el 79%. Las
caracteristicas fisicoquimicas intrinsecas de cada
linea celular pueden explicar las diferencias
observadas en la viabilidad celular. Las células
HT1080 presentan una clase de enzimas
proteoliticas denominadas metaloproteasas de
membrana (MPP), que estan involucradas en la
degradacion de los componentes principales de
la matriz extracelular y la membrana basal,
facilitando, de esa forma, la proliferacion celular,
la adhesividad celular y la activacion de factores
de crecimiento. La inhibicion de estas enzimas
promueve el inicio del proceso de apoptosis celular.
Diferentes trabajos realizados con esta linea
celular muestran una correlacién entre la
disminucion en la viabilidad celular y la expresion
de MPP cuando se exponen a diferentes dosis
de compuestos considerados potencialmente
antineoplasicos (25-27). Teniendo en cuenta que
las células normales no poseen este tipo de
enzimas, se podria sugerir que el glifosato inhibe
en las células HT1080 la expresion de MPP y, en
consecuencia, se produce una disminucién en la
viabilidad celular a dosis menores que en las
células GM38.

Al evaluar la genotoxicidad del glifosato en las
dos lineas celulares, se observd un incremento
significativo en el dafio en el ADN en los dos
parametros evaluados: la longitud de la cola del
cometa o migracion del ADN, y la morfologia del
cometa. La longitud de la cola del cometa medida
en micras presentd un incremento respecto al
control negativo, en un rango de concentraciones
de 4,0a6,5mM enlas células GM38yde 4,75 a
5,75 mM en las células HT1080. De la misma
forma, la morfologia de los nicleos mostré un
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incremento del dafio en el mismo rango de
concentraciones que al evaluar la migracién del
ADN. Los resultados obtenidos después de la
exposicion de las células GM38 a glifosato en
ocho concentraciones, mostraron que el dafio es
proporcional a la dosis. En la concentracion mas
baja (4,0 mM) se observ6 un aumento del 4% en
la clasificacion b (dafio bajo) y una aumento del
9% en la clasificacién ¢ (dafio medio); asi mismo,
en la concentracion mas alta se observéd un
aumento del 45% en la clasificacion d (dafio alto),
y del 5% en la clasificacién e (dafo total) con
respecto al control. En las células HT1080 en la
concentracién mas baja (4,75 mM ) se evidencié
un aumento del 10% en la clasificacion by del 5
en la clasificacion c; en la concentracion mas alta
(5,75 mM) se incrementd el 18% en la clasificacion
dy el 14% en la clasificacion e. Estudios anteriores
realizados en las células HT1080 han establecido
gue éstas son eficientes en la funcién del gen
p53 (28), al igual que las células normales. Este
gen es requerido para el funcionamiento adecuado
de la reparacion gendémica global, una subvia de
la reparacién por escision de nucleétidos,
mecanismo basico para eliminar una amplia gama
de dafios en el ADN producidos por diferentes
agentes (29). Los resultados de genotoxicidad
indican que las células HT1080 son mas
susceptibles al dafio en el ADN inducido por
glifosato que las células GM38; sin embargo, en
un estudio que se adelanta en la actualidad sobre
la reparacion del ADN (mismo grupo de
investigacion), los resultados preliminares muestran
que ambas lineas celulares son eficientes en su
capacidad de reparacion, lo que sugiere que la
capacidad de reparacién del ADN por escision de
nucledtidos no se ve afectada como consecuencia
de la exposicién al glifosato y que, posiblemente,
es otro el mecanismo de la reparacion genémica
global del ADN el que se ve afectado.

La genotoxicidad del glifosato ha sido evaluada
por varios autores, principalmente mediante
pruebas citogenéticas (aberraciones cromosomicas,
intercambios entre cromatidas hermanas y
frecuencia de micronucleos), y pruebas para medir
mutaciones (prueba de Ames, y mutaciones
reversas en el locus HGPRT) en diferentes tipos
celulares. La mayoria muestran al glifosato como
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un compuesto no genotoxico (30-33). Sin embargo,
algunos trabajos muestran resultados diferentes
(34-36). Los resultados del presente trabajo, en el
que se utiliza la prueba del cometa para medir la
genotoxicidad del glifosato en diferentes tipos
celulares, no concuerdan con los obtenidos por
otros autores que utilizan la misma pruebay que
concluyen que este herbicida no induce rupturas
de cadena sencilla en el ADN (37). No obstante,
con lo observado en este estudio respecto a la
citotoxicidad tanto aguda como crénica y a la
genotoxicidad, se sugiere que el mecanismo de
accion del glifosato no se limita Gnicamente a las
plantas sino que puede alterar la estructura del
ADN en otros tipos de células como son las de
los mamiferos.
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