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ABSTRACT

Teratogenic effect of herbicide glyphosate-Roundup, sold under the name Glifotox on Wistar rats
was evaluated. The biological material was treated intraperitoneally with glyphosate at
concentrations of 100, 125, and 150 mg/kg from gestation day nine. Hysterectomy was performed
on day 18 of gestation, and the uterine horns where the embryos were located, in addition to
recording the percentage of malformed embryos by modifying the method of Wilson were
observed. The liver was removed and quantified by spectrophotometry with transaminase activity
showed higher concentrations malformation rate and higher enzyme activity was 125 mg/kg,
below is the average of 100 mg/kg and higher concentrations such as 150 mg/kg a large number of
resorptions was obtained. It is concluded that glyphosate is toxic affecting the liver and liver
enzymes involved in the formation of amino acids also produce delay in embryonic development.
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RESUMEN

Se evalué el efecto teratogénico del herbicida glifosato-Roundup, comercializado con el nombre de
Glifotox, sobre ratas Wistar. El material biolégico fue tratado por via intraperitoneal con glifosato
con concentraciones de 100, 125, y 150 mg/kg a partir del dia nueve de gestacién. La histerectomia
se realiz6 en el dia 18 de gestacién, y se observaron los cuellos uterinos en donde se ubicaban los
embriones, ademas de registrar el porcentaje de malformaciones en embriones por la modificaciéon
del método de Wilson. El higado se retiré y cuantificé por espectrofotometria con la actividad de las
transaminasas, las concentraciones que presentaron mayor tasa de malformaciones y mayor
actividad enzimatica fue la de 125 mg/kg, por debajo de la media se encuentra la de 100 mg/kgy a
mayores concentraciones como la de 150 mg/kg se obtuvo un gran ndmero de reabsorciones. Se
concluyé que el glifosato es toxico, afectando a higado y enzimas hepaticas involucradas en la
formacién de aminoécidos, ademaés de producir retraso en el desarrollo embrionario.

Palabras Clave: Teratogénesis, higado, GPT, GOT, glifosato, isopropilamina.

INTRODUCCION

Las malformaciones son alteraciones azarosas que constituyen la base de la diversificacion del
material hereditario, pueden ser producidas por agentes fisicos como las radiaciones ionizantes que
son absorbidos por el ADN provocando la aparicion de formas tautémeras que originan
mutaciones génicas; agentes biolégicos que comtnmente son bacterias, virus o pardsitos capaces de
ocasionar teratogénesis y por agentes quimicos, donde determinadas sustancias como el HNO»
reaccionan con el ADN modificando bases nitrogenadas quitando grupos amino o adicionando
grupos hidroxilo (Vazquez, 2006).

Dentro de las malformaciones por agentes quimicos se encuentran los herbicidas que son
productos fitosanitariosutilizados para la erradicacion de plantas, pero por otro lado pueden causar
graves problemas de salud en personas y animales, contaminar el agua, suelo y aire, ademas de que
atentan contra la biodiversidad, ya que también infectan cultivos. Uno de los productos maés
comerciales es el que estd hecho a base de glifosato que es una sal de isopropilamina de N-
fosfaonometil glicina y un surfactante (polioxietil amina), su nombre comercial mas conocido es
Glifotox, pertenece a la familia de alquilaminas polietoxiladas sintetizadas de acidos grasos de
origen animal, este es el segundo pesticida mas usado en el mercado tanto para sectores agricolas
como no agricolas, se estima que en el afio 2000 se utilizaron entre 30418 y 33142 toneladas de
glifosato, la dosis letal media es aproximadamente de 467 mg/kg de peso vivo en los animales
(Camino, 2010).

Los dafios producidos por este herbicida van desde una toxicidad subaguda, dafios
genéticos, trastornos reproductivos, carcinogénesis o aumento de la frecuencia de tumores
hepaticos, la importancia del dafio hepatico radica en que este érgano es el encargado de la sintesis
de proteinas (albtimina, fibrinégeno y lipoproteinas del plasma) y el catabolismo de farmacos
toxicos (Mafias, 2006). Para la determinacién del dafio hepatico se utilizan diversos métodos, uno
de ellos es la cuantificaciéon de transaminasas glutdmico-pirtvica y su homoéloga glutdmico
oxalacética (GPT/GOT) enzimas encargadas de catalizar la transferencia reversible de un grupo
amino entre un aminoacido y un cetodcido. Esta funcién es esencial para la produccién de los
aminoacidos necesarios para la sintesis de proteinas en el higado (Murray, 1984a).

Por consiguiente, la GOT esta distribuida en citoplasma y mitocondria, mientras que la GTP
s6lo se encuentra en citoplasma, por otro lado su distribucién tisular de GOT es amplia abarcando
corazon, higado, musculo esquelético y rifién, mientras que GPT s6lo se encuentra presente en
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higado y rifién. La vida media para GOT es de 17+5 h mientras que la de GPT es de
aproximadamente 47110 h (Murray, 1984b).

La reaccion de la enzima GPT presente en suero o plasma sanguineo, transforma al a-
cetoglutarato y a la L-alanina respectivamente en L-glutamato y piruvato. Para medir la actividad
enzimatica, el piruvato formado se hace reaccionar con la coenzima dinucleotido de nicotinamida-
adenina en su estado reducido (NADH), para producir lactato y coenzima oxidada (NAD), asi la
longitud de onda solo absorbe el NADH, la disminucién de la absorbancia es directamente
proporcional a la desaparicién del estado reducido de la coenzima, mientras més piruvato se forma,
més rapidamente se produce la oxidacién de la coenzima NADH y en consecuencia, la actividad
enzimatica de la GPT puede ser evaluada mediante la extincién de la especie absorbente, (Snell,
1990; Ishiguro et al., 1991).

Diversos estudios se han limitado a la determinacién de los dafios externos causados por
glifosato siendo escaso el nimero de trabajos que agregan otros métodos para definir realmente los
dafios que origina éste herbicida. El objetivo de éste trabajo fue determinar el efecto teratogénico
del herbicida glifotox en Rattus norvegicus cepa Wistar.

MATERIALES Y METODOS
Material biol6gico

Se utilizaron ratas (Rattus novergicus) de la cepa Wistar, del bioterio de la Facultad de
Estudios Superiores Iztacala, UNAM, de un peso entre 270 y 300 g. se mantuvieron con alimento y
agua ad libitum, en condiciones del bioterio a una temperatura aproximada de 18-26 °C, humedad
relativa entre 40-70%, con un fotoperiodo de 12 h.

Se formaron tres grupos a los cudles se les administré glifosato a los nueve dias de
gestacion via intraperitoneal las dosis de 100, 125 y 150 mg/kg, por tres dias. Después de 18 dias de
gestacion, los organismos fueron sacrificados en una cdmara con CO,, posteriormente se realizo la
histerectomia para observar las posibles malformaciones macroscépicas en los embriones
provocadas por el glifosato (Wilson, 1965), posteriormente se extrajo el higado para evaluar el dafio
causado, cuantificando la cantidad de enzimas transaminasas con el kit ELITech, para AST/GOT
4+1y ALT/GTP 4+1 SL, a una longitud de onda de 340 nm en un espectrofotémetro Turner sp-850
(Williams et al., 2000). Se realizé un analisis estadistico (ANOVA de un factor).

RESULTADOS

Se presentan las imagenes observadas en microscopio estereoscépico, de las extremidades
de los diferentes organismos con diferentes tratamientos descritos previamente, se observa el efecto
del glifosato (Fig. 1 c ), sobre el proceso de gestaciéon normal del modelo de estudio (Fig. 1 a, by d).
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Fig. 1. Extremidades de fetos de rata Wistar de 18 dias de gestacién, fijados en formol al 10%. (a) Extremidad trasera normal,
(b) extremidad delantera normal, (c) extremidad trasera con tratamiento de glifosato, (d) cola de feto normal.

Considerando la importancia del estudio fue necesario revisar también los efectos del
glifosato sobre otros aspectos, como se muestra en la figura 2.

Fig. 2. Fetos de rata Wistar de 18 dias de gestacién, (e) Vista de oreja normal, (f) Feto con glifosato, (g) Feto normal, (h) Feto
con glifosato de doble glébulo ocular, (i) Vista de un feto con glifosato sin glébulo ocular.

533



BIOCYT, 8(30):530-539, 2015, abril-junio. Ricardo Ortiz Ortega. Efecto teratogénico.

En la Tabla 1 se presenta el porcentaje de los dafios macroscépicos encontrados en los fetos
con las diferentes concentraciones de glifosato.

Tabla 1. Efectos del glifosato (Glifotox) sobre fetos de rata Wistar.

Primer grupo Segundo grupo Tercer grupo
Malformaciones ccérrﬁf; [100 Iﬁ/zg/ ke] (125 n%)g/ k] [150 rf;og/ ke]
%
Longitud 0 62.9 93.33
Exoftalmia 0 1 0 -
Oreja anormal 0 76.6 96.29 -
Nariz-nuca 0 53.33 100 -
Patas traseras 0 80 85.18 -
Patas delanteras 0 63.33 96.29 -
Ausencia patas traseras 0 20 14.81 -
Ausencia patas delanteras 0 36.66 3.71 -
Acaudado 0 26.66 14.81 -
Microcaudado 0 73.33 85.18 -
Reabsorcién 0 50 50 100

Se determinaron 10 tipos de malformaciones externas y reabsorciones en dos de las dosis
aplicadas, para la dosis de 150 mg/kg result6 ser toxica al presentar un 100% de reabsorciones, en
comparacion a las dosis baja e intermedia que presentaron un 50% de reabsorciones.

La malformacién que presenté el mayor porcentaje fue la de oreja anormal al presentarse en
un 76.6% en la dosis de 100 mg/kg y en un 96.29% en el grupo con la dosis de 125 mg/kg. La
malformacién que present6 los valores méas bajos para la dosis de 100 mg/kg fue la exoftalmia al
presentarse en un 1% y para la dosis de 125 mg/kg, no se presenté esta malformacién (Tabla 1 y
Fig. 3).
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Fig. 3. Efecto producido por el glifosato sobre los fetos de rata Wistar, los datos se presentan como porcentaje de 108 fetos de
ratas Wistar de 18 dias de gestacion.
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La toxicidad hepatica fue determinada mediante la actividad de GTP (Tabla 2), la
concentracion de GTP aumenta en el grupo con las dosis de 125 mg/kg, en comparacién con el
grupo tratado con 100mg/kg y en el grupo control, es importante sefialar que no hay un cambio en
la concentracién en los tiempos 0, 90 y 150 minutos.

Tabla 2. Cuantificacién de transaminasa GPT en higado en los diferentes tratamientos, los valores se encuentran expresados

en U/L.
GPT
Tratamiento Control 100 mg/ml 125 mg/kg
Tiempo (min) R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8
0 333.70 841.20 616.83 864.27 910.10 850.10 817.12 1064.77
90 382.51 824.20 610.10 881.73 985.61 904.62 1858.29 1100.41
150 380.19 820.09 616.13 867.76 1102.20 916.51 1969.09 1126.85

Respecto a la enzima transaminasa (GOT), no se reporta elevada cantidad de transaminasas
en el grupo control, mientras que los grupos con los diferentes tratamientos muestran una
diferencia significativa, aproximadamente de dos veces mayor, lo que indica una elevada toxicidad
hepatica.

Tabla 3. Cuantificaciéon de transaminasa GOT sobre los diferentes tratamientos, los valores se encuentran expresados en

U/L.
GOT
Tratamiento Control 100mg/kg 125 mg/kg
Tiempo R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8
0 442.75 472.35 555.43 636.72 850.36 860.34 1077.28 830.22
90 457 46 451.40 546.70 632.79 886.96 980.81 1185.77 855.64
150 453.09 440.88 532.01 620.62 964.14 1008.31 1213.47 1113.56

DISCUSION

De acuerdo a Palmer (1997), cualquier tipo de malformacion que se haya registrado puede
ocurrir de forma esporaddica en cualquier especie dada, y mas de una causa puede generar una
malformacién. Una de estas causas es el glifosato, que contiene una sal de isopropilamina y el
surfactante polioxietil amina (POEA) que es necesaria para una eficaz absorcién del glifosato en
plantas (Riechers et al., 1994). La evaluacién del riesgo del glifosato se ha llevado a cabo, en la
mayoria de los casos, en experimentos de laboratorio, en particular roedores, para trasladarlos a las
situaciones humanas. Las malformaciones consisten en la ausencia de huesos o partes de los
mismos y fusiones o hendiduras en el feto (Lorke, 1977). La falta de malformacién, puede estar
relacionada a la administracion del tratamiento retrasado con el peso corporal y/o tamarfio. Segin
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la OMS (1994), la administracién de un nivel alto de dosis de glifosato en ratas prefiadas
administrada entre los dias 6 y 19, determina una mayor incidencia de retraso del crecimiento de
los embriones, incremento de las reabsorciones, disminucién del ntiimero de implantaciones y fetos
viables, asi como alteraciones funcionales en la actividad especifica de las enzimas hepaticas, en el
corazon y el cerebro de ratas prefiadas y embriones.

En la Figura 1, se muestran imédgenes tomadas a un feto de rata (grupo control), en donde
se observan extremidades como cola (d), pata delantera (b), pata trasera, palma y dedos (a), asi
como pata trasera con efecto producido por el glifosato, que fueron medidas en base a
modificaciones del método de Wilson en 1965. Por otro lado, en la Figura 2, se presentan imagenes
de fetos de rata, en donde se puede apreciar la oreja de un feto sin glifosato (control), sin embargo
se presenta un feto de rata al que se le administré glifosato (f), en comparacién con el feto del grupo
control (g), éste es mds corto en cuanto a longitud, y presenta una disminucién del tamafio en las
extremidades traseras. De igual forma, se observa un feto sin glébulo ocular al que se le administré
glifosato (i).

La apariciéon de multiples alteraciones es significativamente mayor entre los grupos
tratados y el grupo control (Tabla 1). En la Figura 2 h, se presenta un feto con exoftalmia,
protuberancias de glébulos oculares a cada lado de la cabeza (Wilson, 1965), mientras que en el
inciso i), se obtuvo un feto con ausencia del glébulo ocular. Tras la administraciéon del teratégeno se
produce un retraso considerable en la morfogénesis facial que se manifiesta en la disminucién de la
longitud de varias distancias faciales.

Sin embargo, la concentracién de 125 mg/kg, presenté mayor nimero de malformaciones
en los fetos que el tratamiento de 100 mg/kg de glifosato respectivamente. Cabe sefialar, que para
la concentracién de 100 mg/kg de glifosato, se obtuvo para exoftalmia un 1%, mientras que para la
concentracion de 125 mg/kg, no present6 esta condicién, y para la concentracion de 150 mg/kg no
hubo ningtin dafio o malformacién debido a que a esta concentracién, no se obtuvieron fetos
viables, provocando asi su reabsorcién (Larsen, 1975).

Diversos autores mencionan perdida de talla y peso corporal, lo que se puede apreciar en la
Tabla 1, con la concentraciéon de 100 mg/kg de glifosato, se obtuvo 62.9% de los fetos que redujeron
su longitud, mientras que con la concentracién de 125 mg/kg se obtuvo un porcentaje mayor
(93.33%). En el grupo control no se presentaron variaciones en cuanto a la longitud del cuerpo, ya
que presentaron rangos dentro del promedio de longitud del cuerpo 2.99 + 0.65 cm (Lugo De
Yarbuh et al., 2010).

El peso y la talla fetal no es un parametro concluyente en los estudios de desarrollo, debido
a que esto puede variar dependiendo del ntimero de fetos de la camada (Almeida y Lemonica,
2000).

En las extremidades se obtuvo el mayor porcentaje de malformaciones (oreja anormal,
micromelia, microacaudado y acaudado), debido a la accién del herbicida durante el periodo de
organogénesis, para la concentracién de 100 mg/kg, se manejaron porcentajes menores para
ausencia de patas delanteras y traseras, asi como también la reduccién de las patas traseras y
delanteras (micromelia), mientras que para la concentracién de 125 mg/kg se obtuvieron
porcentajes mayores para estas mismas caracteristicas (Fig. 3). Posiblemente, el retraso en el
desarrollo de estructuras, como las extremidades (en especial el de las patas traseras y la cola), el
craneo, el esternén, se deba a que una parte del calcio para la osificacién se encuentra de forma
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cristalina como fosfato y la adsorcién del glifosato se correlaciona con la cantidad de sitios ligadores
de fosfato disponibles, concentrandose también en estas zonas (WSSA, 1994).

En el Tabla 1 se pueden observar mas a detalle, los porcentajes obtenidos para cada
malformaciéon medida, mostrando asi diferencias significativas (p<0.5), en cuanto a las
concentraciones de 100 mg/kg v 125 mg/kg, destacando la segunda concentracién por mayor
indice de malformacion presentes en los fetos, mientras que para la concentracién de 150 mg/kg,
no existieron diferencias significativas, debido a que en este no se obtuvo ningtin dato que fuera
relevante.

Daruich et al. (2001), reportan que la toxicidad a la exposicién de agroquimicos como el
glifosato durante la etapa de gestacién, induce a una variedad de alteraciones funcionales en la
actividad especifica de las enzimas hepaticas, se ha sugerido medir los niveles séricos de las
actividades de AST y ALT (GOT y GPT) como indicadores de dafios hepaticos (De Boer et al., 2000).

En la Tabla 2, en donde se reportan los tratamientos, se cuantificé la actividad enzimética
de las transaminasa GPT, el aumento de estas enzimas séricas puede ocurrir debido a la lesién
hepética de menor importancia en la respuesta a drogas o productos quimicos con cambios
histolégicos (Williams y latropoulos, 2002).

La concentracién de la GTP se incrementa cuando se produce dafio a las células hepéticas
(Williams, 2000). El tratamiento de 125 mg/kg, presenté un mayor valor de la GPT, en comparacién
con la concentracién de 100 mg/kg, lo que indica que al igual que las malformaciones producidas,
coincide con los valores obtenidos en el dafio del metabolismo hepatico (Tabla 1).

La GOT se realiz6 con los mismos intervalos de tiempo que la GPT (Tabla 3), en donde se
encuentran las UI/L obtenidas por espectrofotometria, sin embargo, en la concentracion de 125
mg/kg, se presentan los indices de UI/L mas altos en comparacion a la concentracién de 100
mg/kg, al igual que en la cuantificacion anterior (Tabla 2). La actividad enzimatica mayor es la de
125 mg/kg, por lo que se puede inferir que ambas enzimas ayudan de la misma manera a la
determinacién de dafio hepatico, cabe sefialar, que existen diferencias entre ambas enzimas, que
condicionan la mayor utilidad de la GPT, con respecto a la GOT, en la evaluacién del dafio
hepatico, como son la distribucién celular, tisular y vida media (Castro y Peréz, 2006).

La mayor actividad registrada se present6 en la concentraciéon de 125 mg/kg, que coincide
con la misma concentracion en donde se obtuvieron los porcentajes mas elevados de
malformaciones (Tabla 3). Al comparar los resultados obtenidos de GPT y de GOT, se puede
observar que la aspartato aminotransferasa (AST), presenta mayor actividad que la alanina
transaminasa (ALT), que comparadas con el grupo control, aumentaron su actividad enzimaética lo
que indica una toxicidad en higado (Ishiguro et al., 1991). Se puede concluir que el glifosato es un
herbicida teratogénico en concentraciones iguales o mayores a 100 mg/kg de peso corporal (cuatro
veces menos su dosis letal media), capaz de generar diferentes tipos de malformaciones
embrionarias cuando las hembras son expuestas a este compuesto durante el segundo tercio de
gestacion, ademas de ser t6xico para el higado.
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