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Citotoxicidad del glifosato en
células mononucleares de sangre periférica humana
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Introduccion . El glifosato es un herbicida de amplio espectro, no selectivo, utilizado cominmente
en agricultura para eliminar malezas. Los estudios que han evaluado la toxicidad del glifosato
en animales y en ambiente muestran que las formulaciones comerciales son mas toxicas
gue el componente activo.

Objetivos. Evaluar la toxicidad del glifosato grado técnico y de la formulacion comercial
Roundup® en células mononucleares de sangre periférica humana.

Materiales y métodos. Células mononucleares de sangre periférica humana fueron expuestas
a diferentes concentraciones de glifosato en grado técnico y en la forma de Roundup® por 24,
48, 72 y 96 horas. La citotoxicidad se evalu6 mediante el método de exclusién con azul de
tripano y reduccién del reactivo sal sddica de (2,3-bis[2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil]-2Htetrazolio-
5-carboxianilida) (XTT).

Resultados. Ambas presentaciones del glifosato (grado técnico y Roundup®) fueron téxicas
para las células mononucleares de sangre periférica humana. Roundup® fue mas citotéxico
que el glifosato grado técnico, ya que se encontré que la concentracion letal 50 (LC, ) analizada
con el método de exclusion con azul de tripano a las 24 horas fue de 56,4 ug/ml de glifosato
en la forma de Roundup® y de 1.640 mg/ml (1,64 pg/ml) para glifosato grado técnico.
Conclusiones. Los resultados de este estudio in vitro confirman el efecto téxico para las
células humanas observado para el glifosato y sus preparaciones comerciales, y que estas
Ultimas son més citotdxicas que el compuesto activo, o que apoya la idea de que los aditivos
presentes en las formulaciones comerciales juegan un papel crucial en la toxicidad atribuida
a los herbicidas que contienen glifosato.

Palabras clave: pruebas inmunolégicas de citotoxicidad, herbicidas, células sanguineas,
supervivencia celular, azul de tripano, sales de tetrazolio.

Cytotoxicity of the herbicide glyphosate in human peripheral blood mononuclear cells

Introduction. Glyphosate is a broad-spectrum, non-selective herbicide and commonly used to
eliminate weeds in agricultural and forest settings. Studies evaluating glyphosate toxicity in
animals and environment show that commercial formulations of glyphosate are more toxic
than the active component itself.

Objectives. Technical grade glyphosate was compared with the commercial formulation
Roundup® in their respective toxicities on human peripheral blood mononuclear cells.
Materials and methods. Human peripheral blood mononuclear cells were exposed to different
concentrations of glyphosate, either technical grade or in the form of Roundup for 24 h, 48 h, 72
h, and 96 h. Cytotoxicity was assayed by trypan blue dye exclusion method and reduction of
(2,3-bis[2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl]-2Htetrazolium-5-carboxyanilide inner salt) XTT
reagent.

Results. Both technical grade glyphosate and Roundup® formulation were toxic to human
peripheral blood mononuclear cells. Cytotoxicity of Roundup® was higher than cytotoxicity of
glyphosate, since the LC,, (50% lethal concentration) determined by the trypan blue exclusion
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method at 24 h was the equivalent of 56.4 ug/ml of glyphosate in the form of Roundup® and
1,640 pg/ml (1.64 mg/ml) for technical grade glyphosate.

Conclusions. This in vitro study confirmed the toxic effects on human cells by glyphosate and
its commercial preparations. Commercial formulations were more cytotoxic than the active
component alone, supporting the concept that additives in commercial formulations play a
role in the toxicity attributed to glyphosate-based herbicides.

Key words: cytotoxicity tests, immunologic, herbicides, blood cells, cell survival, trypan blue,

tetrazolium salts.

El glifosato [nombre quimico segun los parametros
de la International Union of Pure and Applied
Chemistry, IUPAC): acido 2-(fosfono-metil-amino)
acético, C3H8NO5] es un herbicida de amplio
espectro, no selectivo, utilizado en todo el mundo
para eliminar malezas en ambientes agricolas y
forestales (1). Su accién herbicida se debe a la
inhibicion de la sintesis de aminoacidos aroméa-
ticos en plantas y microorganismos (2,3) por
inactivacion de la enzima 5-enolpiruvil-chiquimato-
3-fosfato sintetasa (4,5). Debido a que esta via
es especifica para plantas y microorganismos, el
mecanismo no es considerado de riesgo para
humanosy en el afio 2000 un articulo de revision
concluy6 que el herbicida Roundup® no constituia
un riesgo para la salud humana (1). Por su parte,
la Environmental Protection Agency de los
Estados Unidos (EPA) lo clasifica en la categoria
11l de toxicidad y el grupo D de oncogenicidad por
su relativa baja toxicidad aguda y por no existir
indicios de carcinogenicidad en animales,
respectivamente (6).

En cuanto a los efectos téxicos directos en los
humanos, se ha observado el desarrollo de
diversas alteraciones clinicas y paraclinicas en
los casos de exposicion humana accidental o
deliberada a herbicidas que contienen glifosato
(7); en 131 sujetos intoxicados con glifosato en
Taiwan se presento leucocitosis, bicarbonato sérico
bajo, acidosis y una gama de complicaciones
graves como dificultad respiratoria, edema
pulmonar, choque, alteraciones de la conciencia
y fallarenal (8).
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Existe preocupacion respecto a los efectos
adversos potenciales en la salud humana por
exposicién cronica ya que los humanos y otros
animales pueden entrar en contacto con el glifosato
y los aditivos presentes en las formulaciones
comerciales a través de las practicas rutinarias
en agricultura (9), o a través de la cadena
alimenticia (10), o a través de aguas contaminadas
(11). Es asi que tres estudios recientes de casos
y controles han encontrado una asociacion entre
la exposicion a herbicidas que contienen glifosato
y el desarrollo de linfoma no Hodgkin (12,13). Sin
embargo, a diferencia de estos resultados, un
articulo basado en el Agricultural Health Studyy
publicado en el 2005 indica que hasta esa fecha
no se habia encontrado asociacién significativa
entre el uso del glifosato y la incidencia global de
cancer o con la mayoria de los subtipos de cancer
estudiados (14). El Agricultural Health Study es
un estudio de cohortes iniciado en 1997 en los
Estados Unidos, y que alin se encuentra en curso,
el cual ha incluido méas de 57.000 fumigadores de
plaguicidas que cuentan con licencia. De acuerdo
con el articulo en mencion, el 75,5% de los
participantes report6 haber usado glifosato.

Pese a esta informacion, la preocupacion sobre
los efectos adversos potenciales de los herbicidas
basados en glifosato persiste ya que un nimero
de estudios recientes in vivo en animales
muestran que han causado efectos toxicos en las
diferentes especies que han sido expuestas
experimentalmente al glifosato, a las formulaciones
comerciales que lo contienen, y a uno de sus
principales adyuvantes, el surfactante polioxietile-
namina o tallow amina polietoxilada (15-23).

Entre los resultados obtenidos en estos estudios
in vivo podemos mencionar cambios en la
actividad de enzimas hepaticas en ratas gestantes
y sus fetos (18); alteraciones histopatoldgicas y
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bioquimicas en peces (16) y ratas (22);
anormalidades en el desarrollo de anfibios (17);y
efectos teratogénicos en ratas (19), entre otros.
Algunos de los estudios también indican que el
surfactante polioxietilenamina o tallow amina
polietoxilada fue mas téxico que el Roundup® vy
éste, a su vez, mas toxico que el glifosato grado
técnico para diferentes organismos acuaticos (15);
y que el surfactante polioxietilenamina o tallow
amina polietoxilada fue extremadamente téxico
para los invertebrados acuaticos (20).

De igual forma, un nimero de estudios in vitro
han demostrado que el glifosato y las prepara-
ciones comerciales a base de él ejercen efectos
téxicos en todos los sistemas probados; asi, se
ha visto citoxicidad y genotoxicidad en células
humanas (24), efectos en la expresion de genes
(25), y mutagénesis (26), entre otros efectos.

Biomédica 2007;27:594-604

Si se toma en consideracién el uso extenso de
los herbicidas a base de glifosato, es claro que
se necesitan mas estudios que permitan estimar
el verdadero riesgo en la salud humana. Dado que
las células mononucleares de sangre periférica
humana, por su facil obtencién y manipulacién,
constituyen un modelo util en la realizacion de
ensayos in vitro, y teniendo en cuenta que sus
principales componentes, los linfocitos, son el blanco
de enfermedades que se han asociado con la
exposicion a glifosato, nos propusimos examinar
el efecto téxico que tiene este herbicida sobre
cultivos primarios de dichas células, para lo cual
utilizamos la metodologia descrita en la figura 1.

Materiales y métodos
Agentes quimicos

Se adquirié glifosato grado técnico (N-fosfonometil-
glicina) en la forma de sal isopropilamina de

| Extraccién de sangre venosa heparinizada de individuos sanos

Separacion por gradiente de densidad
con ficoll - hipaque (400 x g, 30 min, 25 C

Obtenci6n de células mononucleares de sangre periférica
lavado 2 veces con RPMI - 300x g, 10 min, 25 C

Tratamientos

Control Roundup

Medio solo

1,10, 20, 40, 60, 80, pg/ml

Glifosato en grado técnico
1, 50, 100, 200, 300, 400, 500,

1.000, 1.500, 2.000 pg/mi

Exposicion por periodos de 24, 48, 72, 96 horas
5% CO , 37 C, 80% humedad

| Evaluacion del % de citotoxicidad con respecto al control |

Exclusion con azul de tripano
24, 48, 72 y 96 horas

Conteo de células viables en
un hemocitémetro

Reduccion del reactivo XTT
72 horas

4 horas de incubacién
lectura a 450 nm

Andlisis estadistico

Figura 1. Representacion esquematica de las diferentes actividades metodoldgicas. Se indica la secuencia temporal de los

pasos llevados a cabo durante el estudio.
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Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). El Roundup®
se obtuvo de una fuente comercial (ingrediente
activo: glifosato al 25% en la forma de sal
isopropilamina; Monsanto, Columbus, OH, USA).
Las concentraciones de trabajo para el glifosato
en ambas presentaciones (grado técnico y en la
formulacién Roundup®) se prepararon en medio
RPMI 1640 (Sigma) con suplemento de suero
bovino fetal al 10% (Kraeber GMBH, Waldhofstrabe,
Alemania) y 1% de penicilina-estreptomicina
(Sigma). El colorante azul de tripano fue adquirido
de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) y la sal
sbdica de (2,3-bis [2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil]-
2Htetrazolio-5-carboxianilida) o XTT fue obtenida
de Sigma-Aldrich (In vitro toxicology assay kit
XTT-based, Tox-2; St. Louis, MO, USA).

Obtencion de células mononucleares de
sangre periférica

Con el debido consentimiento informado, se
obtuvieron células mononucleares de sangre
periférica de individuos sanos mediante gradientes
de densidad con Ficoll-Hipaque (Histopaque 1077,
Sigma, St Louis, MO USA) por centrifugacion a
400g por 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se lavaron dos veces con RPMI
1640 (Sigma) a 300g durante 10 minutos. La
viabilidad inicial de las células mononucleares fue
controlada mediante el método de exclusién con
azul de tripano, y estuvo entre 95% Yy 98%. En el
estudio participaron cinco donantes saludables,
con edades entre 18 y 28 afios.

Cultivos primarios de células mononucleares
de sangre periférica y condiciones de
tratamiento

Las células mononucleares de sangre periférica
fueron utilizadas para los experimentos de
citotoxicidad inmediatamente después de ser
aisladas. Para las pruebas de citotoxicidad, 6x10°
células por pozo, contenidas en un volumen total
de 200 pl, se sembraron por triplicado, para cada
concentraciéon ensayada y para los controles, en
platos de 96 pozos de fondo plano (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). Los
experimentos de citotoxicidad se realizaron a las
24, 48, 72 y 96 horas a 37°C, en atmésfera
himeda con 5% CO, con las diferentes
concentraciones de glifosato grado técnico o de

Citotoxicidad del glifosato

la formulacién comercial Roundup® en RPMI 1640
con suplemento de 10% de suero bovino fetal y
1% de penicilina- estreptomicina (Sigma). La
evaluacion de la toxicidad se hizo con el método
de exclusion con azul de tripano al cabo de cada
tiempo de exposicién (24, 48, 72 y 96 horas) v,
ademas, con el ensayo de toxicidad in vitroTox-2 a
las 72 horas de exposicion. Cada experimento de
citotoxicidad fue replicado, al menos, tres veces
a las mismas condiciones, y se obtuvieron
resultados comparables.

Concentraciones de los agentes quimicos

Para determinar el rango de concentraciones por
utilizar en los ensayos de citotoxicidad, tanto para
el glifosato grado técnico como para la formulacion
comercial, se hicieron ensayos preliminares
usando un rango amplio de concentraciones,
desde 1 ng/mla 1 mg/ml, el cual se fue refinando
de acuerdo con los resultados obtenidos. Para
Roundup® se establecié que las concentraciones
por usar serian en pug/ml: 1, 10, 20, 40, 60, 80 y
100; mientras que las concentraciones por usar
en los experimentos con glifosato grado técnico
serian en pg/ml: 1, 50, 100, 200, 300, 400, 500,
1.000, 1.500y 2.000.

Evaluacion de la citotoxicidad

La citotoxicidad se evalué con dos métodos
diferentes, el método de exclusién con azul de
tripano (Sigma) y con el kit de toxicidad in vitro
(TOX-2, Sigma-Aldrich), con el propdsito de
determinar su correspondencia y descartar que
los resultados pudieran deberse a factores
inherentes a alguno de los métodos y no al
tratamiento en si. La prueba de toxicidad in vitro
con el XTT se basa en la degradacion de la sal
sédica [2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfonil)-2H-
tetrazolio-5-carboxianilida] (XTT) por deshidroge-
nasas mitocondriales, lo cual puede ser
monitoreado espectrofotométricamente.

Meétodo de exclusion con el colorante azul de
tripano

Se sembraron por triplicado 6x10° células por
pozo, contenidas en un volumen total de 200 pl,
para cada concentracion ensayada y para los
controles, en platos de 96 pozos de fondo plano
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) y
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se expusieron a los tratamientos por 24, 48, 72y
96 horas a 37°C, en atmdsfera himeda con 5%
CO,. Al finalizar los periodos de incubacion, se
agregaron 100 pl del colorante azul de tripano a
100 pl de suspensidn celular. Luego, se contaron
las células viables para cada réplica de cada
concentracion y de los controles. Los ensayos
de viabilidad celular se replicaron, al menos, tres
veces y los conteos los hicieron, por lo menos,
dos experimentadores para minimizar la
subjetividad inherente al método.

Biomédica 2007;27:594-604

Meétodo de citotoxicidad in vitro basado en XTT
(Tox-2, Sigma)

Una vez elaboradas las curvas dosis-respuesta
derivadas de la evaluacion de la citotoxicidad con
el método de exclusién con azul de tripano
(figuras 2y 3), se sembraron por triplicado 6x10°
células por pozo, contenidas en un volumen total
de 200 pl, para cada concentracién ensayada y
para los controles, en platos de 96 pozos de fondo
plano (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA)
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Figura 2. Efectos del Roundup® sobre la viabilidad de células mononucleares de sangre periférica humana. Las células
fueron expuestas a la formulacion comercial Roundup®, en concentraciones equivalentes a 0-100 pg/ml de glifosato, por 24,
48, 72, y 96 horas y la viabilidad celular se determiné mediante el método de exclusion con azul de tripano. Los puntos
graficados representan el promedio * el error estandar de la media de tres experimentos independientes.
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Figura 3. Efectos del glifosato grado técnico sobre la viabilidad de células mononucleares de sangre periférica humana. Las
células fueron expuestas a glifosato grado técnico, en concentraciones entre 0-2.000 pg/ml de glifosato, por 24, 48, 72, y
96 horas y la viabilidad celular se determind mediante el método de exclusion con azul de tripano. Los puntos graficados
representan el promedio + el error estandar de la media de tres experimentos independientes.
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y se expusieron a los tratamientos por 72 horas a
37°C, 5% CO,. Al finalizar el periodo de
incubacién, se agregaron 40 pl del reactivo
reconstituido XTT a cada pozo y los platos se
incubaron a 37°C, en atmdsfera himeda con 5%
CO, por 4 horas. Al cabo de las 4 horas de
incubacion, se ley6 la absorbancia a 450 nm
usando una longitud de onda de referencia de 690
nm en un lector de microplatos (Humareader
Single, Human). Como controles se usaron las
células cultivadas en medio solo (sin agentes
quimicos) y como blanco el medio completo sin
células. Los ensayos de viabilidad celular fueron
replicados, por lo menos, tres veces a las mismas
condiciones.

Analisis estadistico

Se obtuvo el porcentaje de viablidad con respecto
a los valores del control para cada concentracion
ensayada de glifosato grado técnico y Roundup®
y se construyeron curvas dosis-respuesta. Los
datos fueron analizados y graficados con el
programa Graph Pad Prism version 4.0. El calculo
de la concentracion letal 50 (CL,,) se hizo con el
programa Trimmed Spearman-Karber (TSK),
versién 1.5 de la EPA.

Consideraciones éticas

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica
de la Corporacién Universitaria Rafael Nufiez,
Cartagena, Colombia, y los participantes del
estudio firmaron un consentimiento informado.

Resultados

Evaluacion de la citotoxicidad mediante el
método de exclusion con azul de tripano

El glifosato grado técnico y el Roundup® fueron
citotéxicos para las células mononucleares de
sangre periférica.

Las cinéticas de toxicidad del glifosato grado
técnico y del Roundup® fueron determinadas a
las 24, 48, 72 y 96 horas de exposicion. Se
encontré que ambas presentaciones eran toxicas
para las células mononucleares de sangre
periférica humanas. Este efecto fue dependiente
de la concentracion tanto para Roundup® como
para el glifosato grado técnico, pero soélo en la
formulacién comercial se noté que fue

Citotoxicidad del glifosato

directamente proporcional al tiempo de exposicion
(figuras 2y 3).

La actividad citotéxica de Roundup® fue
significativamente mayor a la del glifosato grado
técnico.

La evaluacion de la citotoxicidad mediante el
método de exclusion con azul de tripano mostré
que la CL_, del Roundup® a las 24 horas de
exposicién fue de 56,4 pug/ml (IC95%: 53,96-
58,96), mientras que la del glifosato grado técnico
en el mismo periodo de tiempo fue de 1.630 ug/
ml (1,63 mg/ml) (IC95%: 1, 0-2, 67). Esto revela
gue la concentracion de Roundup® requerida para
causar mortalidad al 50% de las células fue casi
30 veces mas baja que la del glifosato grado
técnico.

Evaluacion de la citotoxicidad mediante la
reduccion del reactivo XTT

En las pruebas con Roundup®, los resultados de la
evaluacion de la citotoxicidad mediante el método
de reduccion del reactivo XTT a las 72 horas de
cultivo fueron similares a los obtenidos en el
mismo periodo de tiempo cuando se evalué con
el colorante de exclusion azul de tripano (figura 4).
Por el contrario, en las pruebas con el glifosato
grado técnico no hubo coincidencia en los dos
métodos de evaluacion de la citotoxicidad, ya que
con el método de reduccién del reactivo XTT, se
encontré que la concentracion de 400 pg/ml de
glifosato grado técnico produjo una mortalidad del
100%, mientras que el método de exclusién con
azul de tripano mostré que la proporcion de células
gue se colorearon (células muertas) no supero el
80%, aun usando concentraciones tan altas como
2 mg/ml de glifosato grado técnico (figura 5).
Discusion

Diferentes estudios in vitro han mostrado que el
glifosato es citotdxico para células tanto humanas
como de otros animales (24,25,27). Aunque los
mecanismos especificos de citotoxicidad se
desconocen, éstos bien pudieran involucrar
cambios en la permeabilidad de las membranas o
en la actividad de enzimas mitocondriales que
conducirian a la muerte celular (28). De otra parte,
los estudios comparativos in vitro han demostrado
que las formulaciones comerciales son mas
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Figura 4. Evaluacion del efecto citotéxico de Roundup mediante la reduccion del reactivo XTT. Las células fueron expuestas
a la formulacién comercial Roundup, en concentraciones equivalentes a 0-100 pg/ml de glifosato, por 72 horas y la viabilidad
celular se determiné mediante el método de reduccion del XTT. A modo de comparacion, la grafica muestra ademas la curva
dosis- respuesta de la exposicién a Roundup a las 72 horas de tratamiento evaluada con el colorante azul de tripano. Los

puntos graficados representan el promedio + el error estandar de la media (SEM) de tres experimentos independientes.
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Figura 5. Evaluacién del efecto citotdxico de glifosato grado técnico mediante la reduccion del reactivo XTT. Las células
fueron expuestas a glifosato grado técnico, en concentraciones entre 0-2.000 pg/ml de glifosato, por 72 horas y la viabilidad
celular se determiné mediante el método de reduccion del XTT. A modo de comparacion, la grafica muestra ademas la curva
dosis- respuesta de la exposicion a glifosato grado técnico a las 72 horas de tratamiento evaluada con el colorante azul de

tripano. Los puntos graficados representan el promedio *

independientes.

téxicas que el compuesto activo y esto se ha
atribuido a la presencia de adyuvantes en las
formulaciones comerciales (15,17). Entre estos
adyuvantes, los mas comunes son los surfactantes,
y en el caso de Roundup® el mas ampliamente
usado es la polioxietilenamina o tallow amina
polietoxilada, un surfactante no iénico con el
potencial de afectar adversamente los organismos
acuaticos en areas en las cuales es usado (20).
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Teniendo en cuenta el uso generalizado de
herbicidas a base de glifosato, es prioritario
generar conocimientos que permitan tomar
decisiones acertadas desde una perspectiva de
salud publica.

En este articulo presentamos el impacto en la
viabilidad celular ocasionado por el glifosato grado
técnico y la formulaciéon comercial Roundup®
sobre células mononucleares de sangre periférica
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humanas in vitro. Encontramos que tanto el
glifosato grado técnico como la formulacién
Roundup® fueron téxicos para estas células, un
efecto dependiente de la dosis utilizada, y en el
caso de Roundup®, proporcional al tiempo de
exposicion. Especificamente, encontramos que
los efectos citoxicos de la formulacién comercial
Roundup® fueron mayores que los del glifosato
grado técnico para todos los periodos de
exposicién ensayados.

Es posible que, en nuestro estudio, la mayor parte
de la citotoxicidad causada por la formulacion
comercial Roundup® se deba directamente a la
presencia del surfactante polioxietilenamina o
tallow amina polietoxilada y a otros ingredientes
menores, 0 a un efecto sinergistico de estos con
el principio activo glifosato, como ha sido sugerido
por otros (29-32). Aunque los mecanismos
mediante los cuales el glifosato causa
citotoxicidad no estan definidos, es posible que
los ingredientes en la formulacion comercial
pudieran favorecer la entrada del glifosato en las
células mediante mecanismos que involucran
interacciones directas entre la membrana celular
y el surfactante (29,32).

De otra parte, aunque otros estudios in vitro han
evaluado los efectos del glifosato en linfocitos
bovinos (27,33) y en linfocitos humanos (34,35),
no han comparado los efectos causados por el
ingrediente activo con el de la formulacion
comercial. En este estudio, se ha evaluado en
forma comparativa el efecto téxico del glifosato
grado técnico y la formulacidon comercial
Roundup® en un cultivo primario de células
mononucleares humanas. Estos resultados
indican la necesidad de continuar las
investigaciones en células humanas, y
particularmente en células mononucleares de
sangre periférica, que permitan elucidar los
blancos bioquimicos del glifosato y de los
diferentes componentes presentes en sus
formulaciones comerciales en las células
animales.

Los resultados presentados aqui son consistentes
con otros estudios in vitro que han comparado
los efectos téxicos del glifosato grado técnico y
de las formulaciones comerciales, los cuales han

Citotoxicidad del glifosato

indicado que estas Ultimas resultan mas toxicas
que el primero; por ejemplo, la adiciéon de 0,1%
de Roundup® al glifosato grado técnico redujo
significativamente la viabilidad de las células
placentarias humanas JEG3 (25).

En el presente trabajo, la actividad citotdxica de
Roundup® sobre células mononucleares de
sangre periférica fue casi 30 veces mayor que la
de glifosato grado técnico, evaluado mediante el
método de exclusién con azul de tripano. Este
hecho se ha atribuido a aditivos como el
surfactante polioxietilenamina y diversos
detergentes presentes en las férmulas comerciales
que pueden ejercer un efecto citotéxico per se o
potenciar los efectos toxicos del glifosato (23).

Es interesante comentar que en el presente
estudio cuando se usaron concentraciones de
Roundup® superiores a 100 pg/ml se observo
una desintegracion total de las células, lo cual se
evidenci6 por la ausencia de restos celulares en
el medio de cultivo. Este fenédmeno puede deberse
a la presencia de detergentes y sugiere un
mecanismo de muerte celular por necrosis (28).
Estas observaciones estan de acuerdo con lo
observado por Sirisattha quien document6 que
Roundup® afect6 la estructura de la membrana
plasmatica y de las organelas celulares en
levaduras (36).

Otro hallazgo que sugiere la vulnerabilidad de la
membrana plasmaética frente a los aditivos
presentes en las férmulas comerciales de
glifosato fue la observacion de que en las células
tratadas con Roundup® coincide la pérdida de la
actividad funcional, medida con la reduccién del
reactivo XTT, con la adquisicidn del color azul al
ser examinadas mediante la tinciéon con azul de
tripano. Este fendmeno no se observé de la misma
manera en las células tratadas con glifosato grado
técnico, en el que bajo determinadas concen-
traciones (iguales y superiores a 400 pg/ml), las
células parecen conservar la integridad de la
membrana lo que las hace aparecer viables en el
hemocitémetro al evaluarlas con el azul de tripano,
aunque hayan perdido totalmente su actividad
metabdlica revelada por la ausencia en la
reduccion del reactivo XTT. Aunque este efecto
no ha sido mencionado previamente para el
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glifosato, no descartamos la posibilidad de que
pudiera deberse a cambios en el pH o en la
osmolaridad causados por las altas concen-
traciones de glifosato a las cuales este efecto se
observo (37,38). Sin embargo, para establecer con
claridad el significado biolégico de esta
observacion se necesitan estudios adicionales.

Los ensayos in vitro que han evaluado el efecto
del glifosato sobre la viabilidad celular han
mostrado que ejerce efectos diferenciales
dependiendo del tipo celular probado, lo cual puede
ayudar a explicar los resultados controvertidos
que se han observado en relacién a su toxicidad.
De hecho, en un estudio se observé que la
actividad citotéxica del glifosato grado técnico en
la forma de sal isopropilamonio y una preparacién
comercial que contenia 48,6% de dicha sal fue
diferente en cada una de las 3 lineas celulares
ensayadas: 3T3, EBTry DEC99 (39).

Finalmente, es necesario mencionar que debido
al uso generalizado en agricultura y jardineria de
los herbicidas que contienen glifosato, su exposi-
cién ambiental representa riesgos potenciales para
la salud humana, los cuales no estan bien
definidos y ameritan investigaciones adicionales.

En conclusion, los resultados in vitro mostrados
aqui confirman el efecto citotdxico para las células
humanas que se ha encontrado para el glifosato
y las preparaciones comerciales a base de él, y
que es posible que esta toxicidad pueda deberse
en gran parte a los aditivos presentes en las
formulaciones comerciales, como Roundup®. Es
claro que se necesitan estudios in vivo que
permitan esclarecer los mecanismos celulares
implicados en la toxicidad celular causada por el
glifosato y los adyuvantes presentes en las
formulaciones comerciales, lo cual contribuiria a
que se dé un uso racional a estos productos.
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