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INTRODUCCION

El uso masivo de plaguicidas a nivel mundial, es un problema preocupante que afecta la salud
publica. Colombia un pais en desarrollo, basa principalmente su economia en la agricultura,
sector en el que por los requerimientos de produccién, se utilizan grandes cantidades de
plaguicidas como el Roundup, para la eliminacién de malezas de cultivos de cafia de azucar,
yuca, platano, entre otros. Sumado a lo anterior, debido a la problemética actual de los
cultivos ilicitos, sobre todo en la region sur-occidental del pais (departamentos del Cauca,
Narifio y Putumayo), el uso del Roundup es cada vez mayor, ya que este es el plaguicida que
se utiliza para la erradicacion de estos cultivos. Por lo anterior, Colombia ocupa el tercer lugar
en Latinoamérica en el uso de plaguicidas, después de Brasil y México (Zarate et al, 1997).

En Colombia y en especial en el Cauca, hay escasez de estudios sobre los efectos toxicos del
herbicida Roundup, lo que hace desconocer en realidad a que riesgos se enfrenta la poblacion,
teniendo en cuenta la disponibilidad libre de esta sustancia. El Roundup pertenece al grupo de
los plaguicidas organofosforados que ademas, de tener como compuesto activo el glifosato,
contiene otros compuestos inertes como el POEA, entre otros, cuya funcidén es aumentar su
eficacia; la exposicion a estos ultimos suele ser mas toxica que la de los compuestos activos.
Para evaluar los efectos tdxicos, citotoxicos/genotdxicos, que conlleva la utilizacion del
Roundup, se realizé el presente estudio.

Se han reportado efectos adversos en la salud humana a corto plazo, por el Roundup, tanto por
aspersiones aéreas como por la manipulacion inadecuada en la agricultura (Industria
Monsanto, 2002). Ademads, es bien conocido que el Roundup ocasiona desequilibrio
ambiental en los diferentes ecosistemas y extincion de diferentes especies. Los efectos a largo
plazo como los mutagénicos, carcinogénicos, teratogénicos, no han sido lo suficientemente
estudiados en células germinales y somaticas. Los agentes genotoxicos en celulas germinales
inducen problemas reproductivos, abortos, malformaciones y en células somaticas inducen
problemas de salud como el cancer (Wit and Bishop, 1996), por lo tanto es prioritario evaluar
los efectos genotdxicos de los plaguicidas como el Roundup, en células germinales, para
predecir los potenciales riesgos de la salud, en las futuras generaciones o el posible desarrollo
de cancer de las poblacion expuesta; contribuyendo asi con los resultados, a la literatura
cientifica, en cuanto a los efectos genotdxicos del Roundup.

Para desarrollar la Prueba de Letales Dominantes en ratones Mus musculus, se inicid
determinando la Dosis Letal Cincuenta (DLso), la cual se tomé como referencia para
seleccionar las dosis alta, media y baja del grupo experimental. La prueba de Letales
Dominantes es muy relevante porque permite evaluar las sustancias que pueden interactuar
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con las celulas germinales y por lo tanto determinar si las sustancias que se evaltan, pueden o
no afectar a las generaciones futuras (EPA, 1998). Se selecciono el estadio de espermatidas
para evaluar el efecto citotoxico/genotdxico. Se conformaron 3 grupos de estudio con los
ratones: El grupo control negativo, tratados con agua destilada; el grupo experimental: dosis
baja, media, alta, tratados con “Roundup” y el grupo control positivo, tratados con
Ciclofosfamida, sustancia altamente mutagénica. (Ehling, 1977; Dean et al, 1981; EPA,
1998).

La realizacion de estudios como este, son pertinentes y prioritarios, porque se enmarcan
dentro de uno de los problemas nacionales, en la salud pablica, como es el de la toxicidad de
los organismos y el deterioro de la calidad de vida de los individuos expuestos y en sus
futuras generaciones. Ademas, este estudio pretende que las entidades gubernamentales, que
vigilan y controlan el uso extensivo de los plaguicidas, la salud y el ambiente se motiven a
apoyar los programas pendientes y a controlar la exposicion del ecosistema a sustancias que lo
afectan negativamente, cuidando de esta manera las poblaciones presentes y futuras. El
objetivo general del estudio fue: Evaluar los efectos Toxicos, Citotdxicos/Genotdxicos del
plaguicida “Roundup” en células germinales (en estadio de espermétidas) de ratones Mus
musculus mediante la prueba de Letales Dominantes. Los resultados son de gran interés para
la comunidad cientifica y para la sociedad en general, porque mediante esta prueba se evalud
la habilidad del Roundup de interactuar, alterar el material genético y su potencial para
inducir problemas de salud.

15



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Mundialmente, los plaguicidas son usados indiscriminadamente. Debido a la falta de
educacién, informacidn sobre sus potenciales efectos genotdxicos y del desarrollo de una
cultura preventiva, su empleo es inadecuado; lo cual genera a la poblacidn expuesta, directa
e indirectamente, efectos para la salud, no solo efectos tdxicos a corto plazo, sino también
efectos a largo plazo (mutageénicos, carcinogénicos y teratogénicos) en células germinales,
las cuales pueden ocasionar problemas genéticos transmisibles, expresados en
malformaciones, enfermedades congeénitas y/o efectos dominantes no transmisibles como
abortos espontaneos y problemas de esterilidad (Witt and Bishop, 1996). En Colombia,
especialmente en la region sur-occidental, se utilizan gran cantidad de diferentes plaguicidas
con el objetivo de obtener en sus cosechas mas y mejores productos, sin tener en cuenta los
efectos secundarios que a corto y largo plazo perjudican no solo sus cultivos sino también
su salud, entre los plaguicidas mas usados se encuentra el Roundup, utilizado también por
el estado, para la erradicacién de cultivos ilicitos mediante fumigaciones aéreas, desde el
afio 1986 (Mattié, 2003; Ferrer, 2003) e implementado en el Plan Nacional de Desarrollo
(2002-2006).

El Roundup es una sustancia de accion sistémica y no selectivo, de amplio aspectro (Smith
and Oehme, 1992) fabricado por Monsanto, es un plaguicida que pertenece al grupo de los
organofosforados, sustancias genotdxicas y potencialmente carcinogenicas (IARC, 1987),
ha sido evaluado en animales para toxicidad aguda, cronica y reproductiva, como
embriogénesis y/o teratogénesis. Los estudios agudos han reportado que los productos que
contienen glifosato y el surfactante polioxietileneamina (POEA) pueden ser mas toxicos
que el mismo glifosato puro (Adam et al, 1997), esto hace que el Roundup que contiene
estas dos sustancias se convierta en una forma mas toxica por los efectos sinérgicos,
aditivos y potenciadores. (Gold and Ames, 1990).

El uso de Roundup para la erradicacion de cultivos ilicitos mediante fumigaciones aéreas se
ve mas acentuado y se ha aprobado su uso sin que se conozcan estudios previos sobre
posibles efectos en la salud humana, mucho menos en ecosistemas tropicales (Mattié, 2003;
Ferrer, 2003). Lo anterior genera una problematica social, porque al realizar fumigaciones
aéreas, se contaminan indiscriminadamente ecosistemas terrestres, aéreos, acuaticos,
ocasionando destruccion de cultivos de alimentos basicos, de organismos que en ellos habitan
y efectos adversos a la salud de las personas tanto a corto plazo, problemas de toxicidad
(Personeria Municipio Valle del Guamuéz, 2001), como a largo plazo, efectos genotoxicos, que
permiten o inducen procesos de mutagenesis, carcinogénesis, teratogénesis y/o problemas
reproductivos (Maldonado, 2003; Band et al, 1990). Por lo tanto, es prioritario evaluar in
vivo los efectos tdxicos, citotoxicos y genotoxicos del Roundup (disponible en el mercado
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con un acceso indiscriminado y poco controlado) para extrapolar los resultados y predecir
el riesgo en los humanos.

La gran mayoria de la poblacion expuesta a este plaguicida por ser de bajo nivel educativo,
no visualiza la gran dimension del problema, ignorando los efectos dafiinos que el Roundup
puede generar en los seres humanos. ElI mayor problema radica en que las autoridades
gubernamentales desconocen los efectos a largo plazo (mutagénicos, carcinogénicos y
teratogénicos y/o problemas reproductivos) que pueden producir los plaguicidas cuando son
absorbidos (a través de via oral, cutanea, respiratoria) y que una vez dentro del organismo
son biotransformados en metabolitos activos e inactivos que al interactuar con el material
genético causan multiples dafios tanto a células somaticas como en células germinales, que
al no ser reparados correctamente, ocasionan mutaciones que pueden originar
malformaciones congénitas, abortos, problemas de esterilidad, graves problemas de salud
como el cancer, entre otros (Wit and Bishop, 1996).

Este estudio respondié a las preguntas: ¢El Roundup tiene efecto toxico causando dafio
organico o la muerte en los organismos tratados? (EI Roundup tiene efecto
citotoxico/genotdxico provocando dafio en células germinales, en estadio de espermatida
(espermatogénesis) de raton Mus musculus, expresandose en la descendencia luego de ser
apareados con hembras virgenes no expuestas, provocando la muerte de los embriones? Si
el Roundup es Citotoxico/Genotoxico se espera que afecte las células germinales en estado
de espermatidas de raton Mus musculus, expresandose en la descendencia luego de ser
apareados con hembras virgenes no expuestas, provocando la muerte de los embriones.
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2. JUSTIFICACION

En Colombia, uno de los paises donde mas se utiliza el plaguicida Roundup, para usos
agricolas y en forma extensiva para la erradicacion de cultivos ilicitos, se conocen de forma
deficiente los efectos toxicos a corto plazo y se desconocen los efectos a largo plazo como
los mutagénicos, cancerogénicos y teratogénicos. En la bibliografia consultada, la mayoria
de estudios se han realizado en células somaéticas, también se encontraron estudios de
evaluacién a nivel toxico, citotoxico genotdxico del Roundup, que reportan resultados tanto
positivos como negativos (ver cuadro 2 y 3), lo que genera la polémica de los verdaderos
efectos del Roundup en la salud de la personas.

En Colombia y sobre todo en el Cauca son muy pocos los estudios sobre los efectos del
plaguicida Roundup, teniendo en cuenta la disponibilidad libre de esta sustancia, se
desconoce a que riesgos se enfrenta la comunidad. El objetivo de este estudio es, evaluar
los efectos tdxicos, citotoxicos/genotoxicos del plaguicida “Roundup” en células
germinales (en estadio de espermatidas) de ratones Mus musculus, mediante la prueba de
Letales Dominantes. Los roedores, especialmente los ratones han sido empleados desde
hace muchos afios, para la experimentacion y evaluacion de los efectos de sustancias en los
organismos, determinando su actividad mutagénica, carcinogénica y teratogénica. Este
sistema es de gran importancia por la relacién que existe con el hombre. Pertenecer a la
misma clase mammaliam y tener un metabolismo similar, permite que los resultados se
puedan extrapolar a humanos, de esta manera, si se encuentran resultados positivos en
Letales Dominantes significa un riesgo potencial para las células humanas (Rhomberg et al,
1990). Otras caracteristicas de los ratones, que son de gran utilidad e importancia, para
realizar esta clase de estudios son: su alta frecuencia de apareamiento, rapido desarrollo,
cortos periodos de gestacion (17-21 dias) y alto nimero de implantes (EPA, 1998).

La mayoria de estudios para evaluar efectos citotoxicos y genotoxicos in vitro e in vivo se
han realizado empleando células somaticas, luego, es importante y prioritario realizar
estudios que permitan predecir los riesgos potenciales de salud no solo en el individuo
expuesto, sino también en las futuras generaciones.

La prueba de Letales Dominantes, permite evaluar la actividad citotoxica/genotdxica de
xenobioticos. Esta prueba identifica la letalidad dominante, en el cigoto, durante el proceso
de desarrollo. Suministra evidencia de dafios inducidos en cualquiera de los estadios
celulares de la espermatogénesis (en el presente estudio se evalué el estadio de
espermatidas), producidos por la pérdida de cromosomas enteros o de fragmentos
resultantes de alteraciones estructurales y/o anomalias en el nimero de cromosomas y por
la posible no disyuncion de estos. La existencia de estudios de mutagenicidad con
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resultados positivos (ver cuadro 2), sugirio que el plaguicida Roundup es potencialmente
dafino para las células germinales.

El proposito del estudio es evaluar los efectos tdxicos, citotoxicos/genotoxicos del
plaguicida “Roundup” en células germinales (en estadio de espermatidas) de ratones Mus
musculus, mediante la prueba de Letales Dominantes, para asi aportar elementos basicos de
los efectos del Roundup, creando una conciencia civil tanto en las personas que
frecuentemente estan expuestas a este plaguicida, como en entidades gubernamentales que
vigilan y controlan el uso de los plaguicidas y la salud, para motivar al cambio reflexivo de
su uso, al disefio y ejecucién de programas educativos de vigilancia epidemioldgica y a la
intervencion y prevencion oportuna de los riesgos de salud como los efectos en el sistema
reproductivo, para una mejor calidad de vida de los individuos expuestos y sus futuras
generaciones.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos Téxicos, Citotéxicos/Genotdxicos In vivo del plaguicida “Roundup” en
células germinales (en estadio de espermatidas), de ratones (Mus musculus) mediante la
prueba de Letales Dominantes.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer la Toxicidad del “Roundup” mediante la Dosis Letal 50 (DLso) en ratones (Mus
musculus) como dosis referente para seleccionar las dosis experimentales alta, media y
baja.

Determinar el potencial citotoxico/genotoxico del plaguicida “Roundup” en células
germinales, en el estadio de espermatida, mediante la prueba de Letales Dominantes en
raton Mus musculus.
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4. ANTECEDENTES

El Roundup en Colombia, se utiliza como madurante de diferentes cultivos agricolas y
desde 1986, el gobierno lo maneja para la erradicacion de cultivos ilicitos, mediante
fumigaciones aéreas, a partir del Plan Colombia estas se intensificaron en frecuencia,
extension de hectareas, concentracion del plaguicida por hectarea y mezcla de productos de
fumigacion. En el departamento del Putumayo las fumigaciones con glifosato (compuesto
activo del Roundup) comenzaron en el afio 2000, a una concentracion del 43,9%, (por
encima de la presente en férmulas comerciales 41%), al que se le adicionan dos
surfactantes POEA y Cosmoflux (Nivia, 2003) esta mezcla se aplica a una dosis de 23,4
litros por hectarea. (ONIC, 2002). Segun un Informe Conjunto sobre el Seminario-Taller
“Erradicacion de cultivos ilicitos”, realizado en el afio 2002, el plaguicida se usa a una
concentracion superior (26%) a la aconsejada por la empresa (1%) y la Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA), ademéas, no se han realizado
suficientes estudios en animales, sobre los efectos de la mezcla que se utiliza en el producto
comercial Roundup. Este plaguicida es potencialmente peligroso, debido a que el producto
comercial (Roundup) posee un agente surfactante, el 1,4-dioxano, que se estima es diez
veces mas carcinogénico que la misma sal de glifosato (Molina, 1995).

Con respecto al glifosato, compuesto activo del Roundup (mezcla compleja), la Agencia de
Proteccion Medioambiental (EPA) lo clasifico inicialmente como clase "D" (no clasificable
como carcindégeno humano). Posteriormente, a comienzos de la década de 1990, lo ubicé en
clase "C" (Posible carcindégeno en humanos). Actualmente lo clasifica como Grupo E
(evidencia de no carcinogénesis en humanos). Sin embargo en la literatura cientifica, existe
muy poca evidencia de la inocuidad de esta sustancia, por lo cual existe una gran polémica,
respecto del potencial cancerigeno del glifosato (Kaczewer, 2001) y méas aun del Roundup.
Segun Williams et al, (2000), se han realizado revisiones, de la seguridad del glifosato y del
Roundup, dirigida por varias agencias reguladoras e instituciones cientificas mundiales, las
cuales han concluido gue no hay ningun indicio de preocupacion para la salud humana. No
obstante, surgen interrogantes que periddicamente juzgan la seguridad del Roundup, al
existir estudios con resultados contradictorios (ver cuadros 1, 2 y 3).

Segun informa el Dr. Jorge Kaczewer (2002), existen cuestionamientos sobre el potencial
carcinogenico derivado del uso del glifosato, sus compuestos acompariantes y los productos
detectados con técnicas mas modernas durante su descomposicion. Las dudas sobre el
potencial carcinogénico del glifosato persisten, porque este ingrediente contiene el
contaminante N-nitroso glifosato (NNG), el cual también puede formarse en el ambiente al
combinarse con nitrato (presente en saliva humana o fertilizantes), y se sabe que la mayoria
de compuestos N-nitroso son cancerigenos. Adicionalmente, en el caso del Roundup, el
surfactante POEA esta contaminado con 1-4 dioxano, el cual ha causado cancer en
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animales y dafo hepatico y renal en humanos. El formaldehido, otro carcindégeno conocido,
es también producido durante la descomposicion del glifosato (Gomez, 2003). Ademas, el
Dr. Kaczewer, argumenta que: “A nivel eco-tdxico-epidemioldgico, la situacion se ve
agravada, porque son pocos los laboratorios en el mundo que poseen el equipamiento y las
técnicas necesarias para evaluar los impactos del glifosato sobre la salud humana y el
medioambiente y los estudios toxicoldgicos que inicialmente realizaron en Estados Unidos,
requeridos oficialmente para el registro y aprobacion del glifosato, han sido procesados
legalmente por el delito de practicas fraudulentas tales como falsificacion rutinaria de datos
y omision de informes sobre incontables defunciones de ratas, falsificacion de estudios
mediante alteracién de anotaciones de registros de laboratorio y manipulacion manual de
equipamiento cientifico, para que éste brindara resultados falsos. Esto significa que la
informacidn existente respecto de la concentracion residual de glifosato en alimentos vy el
medio ambiente podria ser poco confiable y ademas escasa” (Kaczewer, 2001).

La Ciclofosfamida, en el presente estudio se utiliz6 como control positivo, por ser una
sustancia ampliamente utilizada en estudios in vivo, Schimenti et al, (1997), evaluaron los
efectos de la Ciclofosfamida en las células germinales de ratén (Mus domesticus). Los
resultados indicaron, induccién de mutaciones principalmente en células mei6ticas, lo que
demuestra el potente poder mutagénico de la ciclofosfamida en las células germinales.

Para el estudio se emplearon ratones Mus musculus, estos animales son usados desde hace
muchos afios en la experimentacion como sistemas modelos para evaluar los efectos
toxicos, citotoxicos, genotoxicos (mutagenicos, carcinogénicos y teratogénicos) u otros, de
xenobidticos, por tener un metabolismo similar, lo cual permite extrapolar los resultados a
humanos (Rhomberg et al , 1990). Ademas, los ratones son uno de los sistemas biologicos
mas favorables por su alta frecuencia de apareamiento, rapido desarrollo, corto periodo de
gestacion y alto nimero de implantes, para realizar estudios encaminados a encontrar
evidencias que determinen si un xenobiotico, altera el material genético de las células
germinales e identificar el riesgo en futuras generaciones (EPA, 1998).

Como la Dosis Letal Cincuenta (DLso) del Roundup en ratones Mus musculus via oral, no
se encuentra en la literatura cientifica, a continuacion se reportan los estudios que se
tuvieron en cuentan para iniciar a determinar esta dosis. Atkinson, (1985), determin6 que
la DLso oral del glifosato para ratas y conejos es de 4000 a 6000 mg/kg, mientras que
Sawada et al, en el afio 1988, determino que la DLso del POEA para las ratas es de 1000 a
2000 mg/kg. Estos resultados indican que los productos que contienen glifosato y el
surfactante POEA (polioxietileneamina) pueden ser mas toxicos que el glifosato solo (Adan
et al, 1997). La Organizacion Mundial de la Salud (WHO), reporta que DLso para el
Roundup en ratas, via oral, es de 5000 mg/Kg (WHO, 1994).
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Muchos estudios sobre efectos tdxicos ocasionados por el Roundup o el glifosato son
descritos, a continuacion se reportan en forma cronoldgica. La Organizacion Mundial de la
Salud, realizé dos estudios de exposicion cronica del glifosato en ratas a diferentes
concentraciones, uno en 1979/1981 y el otro en 1988/1990. En el primer estudio se observo
en los testiculos de las ratas, un aumento significante de tumores celulares intersticiales; sin
embargo, la ausencia del mismo efecto con las dosis mas altas usadas en el segundo
estudio, sent6 base para que los investigadores excluyeran al glifosato de la categoria
carcinogénica (WHO, 1994). Los estudios de teratogénicidad mostraron que la
administracion oral de dosis altas de glifosato durante el embarazo a ratas Charles River,
del dia 6 al 19 de gestacion y a conejos del dia 6 al 27, causé toxicidad materna. Los
mayores efectos observados fueron la muerte de los embriones y aumento en el nimero de
fetos con osificacion reducida (WHO, 1994). Se concluy6 que la toxicidad aguda del
glifosato aumenta cuando la sustancia se combina con el surfactante. En el Reino Unido, el
glifosato ha sido una de los principales responsables de accidentes por toxicidad, de
acuerdo a los registros del Panel para el uso y control de incidentes con plaguicidas (PIAP).
Entre 1990 y 1995 fueron registrados 33 demandas y 34 casos por intoxicacién (Pesticida
Monitoring Unit, 1993; HSE, 1995). En California, el glifosato se encuentra entre los
plaguicidas mas comdnmente reportados como causa de enfermedad o dafios entre los
trabajadores que manipulan plaguicidas. Las presentaciones mas comunes tienen relacion
con efectos oculares e irritacion de la piel (EPA, 1993). Existen resultados de
investigaciones cientificas acerca de plaguicidas que contienen glifosato, que contradicen
indicaciones de la empresa fabricante y sostienen que el uso de éste plaguicida, puede
conducir a la contaminacion del agua, asi como a dafios en animales y microorganismos
benéficos para el suelo (Cox, 1995).

Adam et al, en el afio 1997 realizaron un estudio sobre el Roundup y sus componentes
quimicos, glifosato (N-fosfonometiglicina) y polioxietilenoamina (POEA), la toxicidad se
determind a diferentes tiempos, con glifosato puro, POEA y Roundup (mezcla de glifosato
+ POEA), los efectos respiratorios eran inmediatos, mas severos y mucho mas duraderos en
los grupos expuestos a las preparaciones que contenian POEA que en los grupos expuestos
a glifosato puro. En 1 hora, todas las preparaciones habian causado muertes, pero en mayor
numero para las preparaciones que contenian POEA. La administracion de POEA y
Roundup, produjeron diarrea y hemorragia nasal. Se observé muerte a las 24 horas con
POEA. El glifosato puro, produjo diarrea transitoria sin hemorragia nasal, POEA causo
diarrea a 1 hora y la mezcla de POEA + glifosato produjo diarrea aumentando su severidad
con el tiempo, causaron hemorragias pulmonares y dafio en células epiteliales pulmonares.
Sélo se observaron hemorragias nasales con las preparaciones que contenian POEA vy
glifosato Estos resultados indican que POEA y preparaciones que contienen POEA son mas
toxicos que el glifosato puro.

En el estudio realizado por Williams et al, en el afio 2000, reportan que la absorcion oral
del glifosato y AMPA (&cido aminometilfosfénico) es baja al igual que la penetracion
dérmica del Roundup. Los investigadores no encuentran ninguna toxicidad significativa en
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exposiciones agudas, subcrénicas y cronicas. Sin embargo, describen que la exposicion
ocular directa a la formulacion concentrada del Roundup puede producir irritacion
transitoria, mientras las diluciones normales causan efectos minimos. Williams et al, 2000
también describen como el glifosato ejerce su accién plaguicida través de la inhibicion de
una enzima, 5-enol-piruvil-shikimato-3-fosfato-sintetasa (EPSPS), impidiendo asi que las
plantas elaboren tres aminoadcidos aromaticos esenciales para su crecimiento vy
supervivencia.

Un informe reportado por fabricantes de diferentes formulas suministran informacion de los
ingredientes inertes comerciales, identificados en diferentes férmulas en base a glifosato y
sus sintomas toxicos correspondientes: 3-yodo-2-propinilbutilcarbamato: Irritacion ocular
severa, mayor frecuencia de aborto, alergia cutanea; Metil pirrolidinona: Irritacion ocular
severa. Aborto y bajo peso al nacer en animales de laboratorio; Polioxietileno-amina
(POEA): Ulceracion ocular, lesiones cutaneas (eritema, inflamacion, exudacion,
ulceracion), nausea, diarrea; Sulfito soédico: Irritacion ocular y dérmica severas
concomitantes con vomitos y diarrea, alergia cutanea, reacciones alérgicas severas; Acido
sorbico: irritacion cutanea, nausea, vOmito, neumonitis quimica, angina, reacciones
alérgicas; Isopropilamina: sustancia extremadamente caustica de membranas mucosas y
tejidos de tracto respiratorio superior, lagrimeo, laringitis, cefalea, ndusea (Kaczewer,
2001).

El Roundup se encuentra en varios paises entre los primeros plaguicidas que causan
incidentes de envenenamiento en humanos. La mayoria de éstos han involucrado
irritaciones dermales y oculares en trabajadores, después de la exposicion durante la
mezcla, carga o aplicacion. Tambien se han reportado nduseas y mareos después de la
exposicion, asi como problemas respiratorios, aumento de la presidn sanguinea y
reacciones alérgicas. (Ibafiez, 2002). La cantidad de Roundup (glifosato + POEA) requerida
para ocasionar la muerte de ratas es tres veces menor que la de glifosato puro. EI POEA es
5 veces mas toxico que el mismo glifosato en humanos. En humanos, los sintomas de
envenenamiento incluyen irritaciones dérmicas y oculares, nduseas y mareos, edema
pulmonar, descenso de la presion sanguinea, reacciones alérgicas, dolor abdominal, pérdida
masiva de liquido gastrointestinal, vomito, pérdida de conciencia, destruccion de glébulos
rojos, electrocardiogramas anormales y dafio o falla renal (Gomez, 2003).

Richard et al, en el afio 2005, mostraron que el glifosato es toxico en células de placenta
humana a concentraciones bajas, este efecto aumenta con la concentracion y tiempo o en la
presencia de coadyuvantes del Roundup. Los investigadores se sorprenden al constatar que
siempre el Roundup es mas toxico que su ingrediente activo (glifosato). Se concluye que
pueden observarse efectos endocrinos y tdxicos por el Roundup, en los mamiferos y que la
presencia de coadyuvantes en el Roundup refuerza la acumulacién del glifosato. En el afio
2002, Maldonado et al, realizaron dos estudios de salud: el primero un estudio comparativo
de los efectos de las fumigaciones en la salud de poblaciones tanto de Ecuador como de
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Colombia. La mayoria de la poblacion en el momento de las fumigaciones sufren sintomas
como: dolor de cabeza, irritacion en ojos, lagrimeo, afecciones de la piel, mareos, dolores
abdominales, fiebre, vomitos, nauseas, diarrea, cansancio y estrés. Esta sintomatologia es
tipica de los compuestos organofosforados como el Roundup.

La Prueba de Letales Dominantes (LD), ha sido empleada a través de la historia para
evaluar la mayoria de las sustancias, dada su eficacia para arrojar datos certeros, (Witt and
Bishop, 1996). Los efectos en letales dominantes fueron primeramente, reconocidos en
mamiferos, uno de los primeros estudios fue el de Brenneke 1937, quien evalud el efecto de
la irradiacion de rayos X en células germinales en ratones machos. En la década de los 50s,
la prueba de Letales dominantes, fue utilizada como prueba mutagénica y como indicador
de mutaciones inducidas en espermatozoides por irradiacion (Kaplan y Lyon, 1953). En el
afio de 1956 Oakberg, estudio la secuencia del proceso de maduracién de las células
germinales desde el estado de espermatogonia al de espermatozoide y registr6 que el
proceso de espermatogénesis tardaba 52 dias en ratones (ver figura 1). Esta prueba también
fue recomendada en 1977 por Bateman para evaluar agentes mutagénicos.

Recientemente, Dallegrave et al, (2003), realizaron el Gnico estudio, encontrado en la
literatura cientifica, que evalla la teratogenicidad del Roundup (36% glifosato y 18%
polioxietilneamina), mediante la prueba de Letales Dominantes; estos investigadores
trataron oralmente grupos de ratas de 6 a 15 dias de gestacion. El dia 21 de embarazo
realizaron las disecciones y registraron el nimero de cuerpos luteos, sitios de implantacion,
fetos vivos, muertos y reabsorciones. En el estudio determinaron el peso y el género de los
fetos y los examinaron para detectar malformaciones externas y alteraciones del esqueleto.
Los resultados mostraron una proporcion del 50% de mortalidad, observandose alteraciones
del esqueleto. Dallegrave y sus colaboradores, concluyeron que el Roundup es toxico e
induce retraso en el desarrollo del esqueleto fetal.

Debido a la escasez de estudios, que evallen el Roundup mediante la prueba de Letales
Dominantes, se reportan a continuacién (en orden cronoldgico), estudios que han evaluado
dafos inducidos por diferentes sustancias en células germinales de ratones (ver cuadro 1).
En Colombia en el afio de 1982, De la Hoz y Zuleta, evaluaron el efecto de la Cafeina y de
Triethylene melamine (TEM) para inducir letales dominantes en ratones. Los resultados
indicaron que la sobrevivencia embrionaria es similar entre el grupo control y el grupo
tratado con Cafeina, en cambio la sobre-vivencia embrionaria disminuy6 en el grupo
tratado con TEM y el promedio de embriones muertos por hembra fue mayor. La Cafeina
aumento la produccion de mutaciones letales dominantes en ratones tratados a la vez con
TEM en relacion con los tratados con TEM Unicamente. Los resultados sugirieron que la
Cafeina sola, no es mutagénica. Ehling et al, (1988), determinaron los efectos mutagénicos
del Dietilsulfato mediante la prueba de mutaciones especificas en letales dominantes y
concluyeron que este plaguicida induce mutaciones en locus especificos y letales
dominantes en ratones machos. Russell et al, en 1989, mediante la prueba de mutaciones
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en células germinales de raton, evalud los efectos del Clorambucil y registraron que este
plaguicida induce mutaciones en células germinales de raton. En 1990, Bhunya and Pati
estudiaron los efectos del plaguicida Deltametrin en ratones y encontraron que esta
sustancia induce anormalidades en los espermatozoides junto con alteraciones
cromosOmicas y micronlcleos en la médula 6sea. Pandey, (1990) evalud, el efecto del
Endosulfan, utilizando la prueba de letales Dominantes en estadio de espermatogonias y
espermatozoides, reportaron resultados positivos. Ehling and Neuhauser-Klaus, en 1991
determinaron los efectos mutagénicos del Bisulfan mediante la prueba de mutaciones
especificas en letales dominantes y concluyeron que este plaguicida induce mutaciones en
locus especificos y letales dominantes en ratones machos. Russell et al, (1992) evalud el
Melfalan y observo la induccion de mutaciones en espermatozoides y alta frecuencia de
delecciones heredables en raton.

En el afio de 1996, los investigadores Witt and Bishop, realizaron un estudio sobre la
mutagenicidad de drogas anticancerigenas en células germinales de mamiferos, empleando
las pruebas de: Letales Dominantes, translocaciones heredables y mutaciones de locus
especificos. Alguno de los resultados fueron: de las veintiln drogas anticancerigenas
estudiadas, diecis€is resultaron positivas para una 0 mas de estas tres pruebas; dos
indujeron letales dominantes en oocitos de hembras mientras que en células germinales de
machos no. Diez dieron positivo para la prueba de Letales Dominantes en las fases post-
meidticas (espermatida a través de la maduracion a espermatozoide) y siete indujeron
traslocaciones reciprocas y/o mutaciones en locus especificos. Los investigadores discuten
las implicaciones para el ser humano.

En el afio de 1998, Chamorro et al, investigd la mutagenicidad de a-asarona, agente
obtenido de Guatteria gaumeri, una planta medicinal usada en México. a-asarona fue
evaluada con la prueba de Letales Dominantes, con tratamiento oral en ratones machos
CF1. Los resultados no revelaron ningun efecto sobre la prefiez, pero si un incremento de
muertes post-implantacion en las hembras apareadas. La evaluacion del semen de los
ratones mostro una disminucién de espermatozoos y su movilidad. Los resultados sugieren
que la o-asarosa causa incremento de letales dominantes asi como dafio directo a los
espermatozoides. Chamorro et al, en 1999, también evaluo la a-asarona (oral) con la prueba
de Letales Dominantes en ratas Wistar machos y hembras a tratamiento corto. La
examinacion de los Uteros y ovarios de las hembras prefiadas mostraron pérdidas pre-
implantacion y post-implantacion, indicando actividad genotoxica. lziga et al, (1998),
evaluaron mediante la prueba de Letales Dominantes Uncaria tomentosa, “una de gato”,
de origen comercial, en ratones hembras (Albino suizo). Se evidencié un incremento de
embriones anormales (lisados o retardados) con respecto al control, sugiriendo un efecto
embrio-toxico.

Shukla and Taneja, (2000), emplearon la prueba Letales Dominantes para analizar el
potencial mutagénico del Deltametrin, mediante exposicion oral, en Albino suizo. Los
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resultados revelaron que el Deltametrin no incidié en la prefiez y fertilidad de lo ratones.
No se registrd ninguna pérdida de pre-implantacion. Las pérdidas post-implantacion fueron
observadas con las dosis media y alta. No se observo claramente una relacién dosis-efecto
que produjera mutaciones letales. Tyl, en el afio 2000, evalud el efecto de la acrilamida en
dos generaciones de ratas, con la prueba de Letales Dominantes y su potencial neurotéxico.
Los resultados indicaron que este compuesto produce efectos positivos. En el mismo afio
Russell, mediante la prueba de Letales Dominantes confirm6 que la Bleomicina (BLM) es
un inductor poderoso de mutaciones letales dominantes en hembras, pero no induce tales
mutaciones en las fases post-espermatogoniales de machos. Demostrd también, mediante la
prueba de locus especifico que la BLM es mutagénica en ratones machos, la cual se
restringe a las espermatogonias y a las fases de diferenciacion.

En el 2001, Shukla and Taneja, evaluaron el efecto antimutagénico del extracto de té negro
con la prueba de Letales Dominantes en Albino suizo, usando Benzo [a]pireno (BaP) como
mutageno. BaP fue administrado por via intraperitoneal en Unica dosis. Se suministré a los
animales 1, 2 0 4% de solucion acuosa de té negro como Unica fuente de bebida anterior a
BaP. Los resultados revelaron que BaP causd una reduccién en la implantacion y un
incremento en pérdidas pre-implantacion y post-implantacion. El efecto de la proteccion de
la solucién de té sobre la induccién mutagénica de BaP se observd al incrementar el
namero de implantes y disminuyendo de forma significativa la muerte de implantes en los
animales mantenidos con 2 y 4% de la solucion de té.

El efecto mutagénico del Carbazol fue evaluado (Jha and Barthi, 2002) empleando la
prueba de Letales Dominantes y la prueba de anormalidades de la cabeza de los
espermatozoides en machos Albino suizo (exposicidn intraperitoneal). Este tratamiento con
carbazol arrojé como resultados la induccion de Letales Dominantes y anormalidades en la
cabeza de los espermatozoides. Chamorro et al, en el 2003, evalud la mutagenicidad del y-
etil-y-fenil-butirolactone (EPBL) con la prueba de Letales Dominantes en ratones CF1,
intraperitonealmente. El estudio se realizo en dos fases: la primera, machos tratados fueron
apareados con hembras no tratadas y la segunda fase, machos sin tratamiento fueron
apareados con hembras tratadas. La incidencia de prefiez disminuyo en las dos fases. Se
observo, un incremento en las pérdidas pre-implantacion y post-implantacion. Los
investigadores concluyen que el EPBL es un mutadgeno de las células germinales y sus
efectos son mas frecuentes durante la fase post-meidtica.

En el 2003, Barnett and Lewis, evaluaron dos agentes antineoplésicos, Clornafazine (CN) y
Cloranbucil (CHL) intraperitonealmente, para la induccién de Letales Dominantes en ratén
macho. EI CN fue administrado en ratones DBA/2J y el CHL en ratones C3H/Hel y
DBA/2J, siendo luego apareados con hembras virgenes. Ambos antineoplasicos claramente
indujeron mutaciones Letales Dominantes. EI CN indujo efectos Letales Dominantes en
todos los estados post-meidticos de las células germinales, con una relacién dosis-
respuesta. Los resultados de CHL en los machos DBA indicaron que todos los estados post-
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meidticos de las células germinales, a excepcion de las espermatidas tardias, fueron
afectados, mientras que en los machos C3H, el CHL indujo efectos Letales Dominantes en
todos los estados post-meidticos. Una relacion dosis-respuesta se observd también con el
CHL en ratones C3H.

En el 2004, Brake and Evenson, realizaron un estudio para evaluar los efectos en la salud al
consumir soja transgénica (tolerante al glifosato). Los investigadores utilizaron los
testiculos de raton para biomonitorear los potenciales efectos toxicos. Se alimentaron las
hembras prefiadas con soja transgénica y no transgénica (convencional), la dieta se realizo a
través de la gestacion y la lactacion. Después del destete, los ratones machos se
mantuvieron en las dietas respectivas. A diferentes dias después del nacimiento se
sacrificaron, los testiculos fueron sustraidos y se midieron las poblaciones celulares
mediante citometria de flujo. Los resultados mostraron que la dieta con soja transgénica no
tenia efecto fetal, post-natal, pubertal o en el desarrollo testicular del adulto.

Al consultar diferentes bases de datos de la literatura cientifica, se conocid que no existen
estudios que evaluen el plaguicida Roundup utilizando la prueba de Letales Dominantes en
ratones Mus musculus, por lo cual se reportan estudios citotdxicos o/y genotoxicos que han
evaluando el Roundup o/y el Glifosato en diferentes sistemas biol6gicos y con otras
pruebas (ver cuadro 2). Rank, en el afio 1993 evalué en tres ensayos diferentes del potencial
genotoxico del plaguicida Roundup y su agente activo, glifosato. En el primero, en médula
Osea de ratdn con la prueba de micronucleos no se encontrd ningun efecto clastogénico para
los dos agentes. En un ensayo con Salmonella, el Roundup mostr6 un débil efecto
mutagénico en concentraciones cercanas del nivel toxico. En Allium no se observé efecto
por parte del glifosato, pero si se observé un aumento significativo de alteraciones
cromosoOmicas luego del tratamiento con Roundup.

En el afio 1998, AP and TJ, probaron el potencial genotoxico del glifosato, en ensayos in
vitro e in vivo en Typhimurium Salmonella, Escherichia coli, células de ovario de hamster
chino y médula Osea de rata. No se observd ninguna actividad genotdxica en los ensayos
realizados. Los datos sugieren que el glifosato no propone un riesgo a considerar. Peluso,
1998, realiz6 un estudio donde revela que el Roundup puede inducir aductos en el ADN en
los rifiones e higado de ratones. Para el ingrediente activo del Roundup (glifosato) no se
relacionaron aductos de ADN, pero si a otro componente desconocido de la mezcla del
plaguicida. Argumentaron que son necesarios experimentos adicionales para identificar la
especie del quimico de la mezcla del Roundup involucrado en la formacion de aductos en el
ADN.

En un trabajo por Hardell y Ericsson (1999), se revela la relacion entre glifosato y Linfoma
No Hodgkin (LNH). Los investigadores sostienen que la exposicién al plaguicida puede
incrementar los riesgos de contraer esta enfermedad, basandose también en un estudio
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realizado entre 1987 y 1990 en Suecia. En el afio 2000, Grisolia y Cordeiro, evaluaron
Glifosato, Ciclofosfamida, Mitomicina C, Deltanmetrin, Dicofol y Mazapir en eritrocitos
de Orechromis niloticus y raton Albino suizo, aplicando el compuesto via intraperitoneal, la
frecuencia de Micronucleos indica que no existe efecto genotoxico en estos sistemas.

En el afio 2000, Szarek et al, evaluaron el efecto del plaguicida Roundup en hepatocitos de
la carpa (Cyprinus carpio), los peces eran expuestos por inmersién en Roundup. Mediante
microscopia electrénica observaron que el plaguicida caus6 una apariencia no usual en la
estructura de los hepatocitos, inflamando la mitocondria y ocasionando la desaparicién de
su membrana interior. Concluyeron entonces, que el Roundup era dafino a la carpa en las
concentraciones aplicadas. Marc et al, en el aflo 2002 evaluaron el Roundup en erizo de
mar en etapa de division embrionaria. Indican que el Roundup induce un retraso en la
cinética de la primera division celular de embriones de erizo de mar. El retraso es
dependiente de la concentracién del Roundup. El glifosato puro es ineficaz para inducir
retraso indicando sinergia entre el glifosato y los productos de formulacién del Roundup.
Dicho efecto involucra en un retraso para la entrada en la fase de mitosis del ciclo de
celular. Analizando la CDK1/cyclina, complejo proteico que regula universalmente la fase
de mitosis del ciclo celular, con los efectos del Roundup, se observé una activacion tardia
en la activacién de este complejo durante la primera division del desarrollo embrionario. En
conclusion, el Roundup afecta la regulacion de ciclo celular, retardando la activacion de la
CDK1/cyclina B, por los efectos sinérgicos del glifosato y los productos de la formulacién
comercial. Considerado la universalidad entre especies de la regulacion de la CDK1/cyclina
B, estos resultados cuestionan la seguridad del glifosato y del Roundup en la salud humana.

Maldonado et al, (2002) complementaron un estudio de toxicidad, con la prueba de
Alteraciones Cromosomicas y la prueba Cometa. Las muestras de sangre periférica, se
tomaron dos semanas después de la exposicion. Los resultados muestran que se produce un
dafio genético significativo considerable. En el mismo afio Maldonado dirigio otro estudio
donde se establecio la relacion de las fumigaciones aéreas del plan Colombia, con dafios en
el material genético. Se analizaron 47 mujeres de la frontera entre Ecuador y Colombia, que
fueron expuestas a la mezcla de glifosato con POEA mas Cosmoflux 411F. Se realizaron
analisis de sangre utilizando las pruebas de Cometa Alteraciones Cromosomicas. Los
resultados indican que el 100% de mujeres, ademas de los sintomas de intoxicacion
presentaron dafios genéticos en un tercio de las células sanguineas. Se concluyd que
someter a la poblacion a las fumigaciones puede aumentar el riesgo de dafio celular y que
una vez sea permanente, se pueden incrementar los casos de cancer, mutaciones y
alteraciones embrionarias importantes que den lugar entre otras posibilidades al incremento
del nimero de abortos en la zona. Guerrero y Mufioz, en el afio 2003, al evaluar el Roundup
en Branquias de pez Oreochromis niloticus, mediante la prueba de Micronlcleos
(Exposicion in vivo), reportaron resultados positivos.
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Cuadro 1. Estudios que utilizaron pruebas que evallan efectos de diferentes sustancias en
células germinales de ratones o ratas (1.982-2004)

SISTEMA RUTA DE BIOMARCADOR SUSTANCIA RESULTADO | REFERENCIA
BIOLOGICO | EXPOSICION
Ratones cepa Letales Cafeinay TEM . De laHozy
Albino suizo Oral Dominantes Positivo Zuleta, 1982
Ratones E L Mutaciones Dietilsulfato (DES) Ehling et al, 1988
Xposicion en Te
machos o especificas en .
condiciones de Positivo
. Letales
laboratorio :
Dominantes
Raton Exposicion en Mutacién en Clorambucil Russell et al ,
condiciones de células germinales Positivo 1989
laboratorio
Ratones Exposicion en anormalidades en Deltametrin Bhunya y Pati,
condiciones de espermatozoides Positivo 1990.
laboratorio
Ratones Exposicion en Letal_es ) Endosulfan Pandey, 1990
. Dominantes, dafio .
condiciones de . Positivo
. en espermatogonias
laboratorio .
y espermatozoides
Ratones . Mutaciones Busulfan Ehling and
Exposicion en ces
D especificas en . Neuhauser-Klaus,
condiciones de Positivo
. Letales 1991
laboratorio .
Dominantes
Ratones Exposicion en Mutaciones en Melfalan Russell et al ,
condiciones de espermatozoides Positivo 1992
laboratorio
Células La prueba de Actinomicin D, driamicin, Witt and Bishop,
germinales de Letales Amsacrina, Bleomicina, 1996.
mamiferos Dominantes, Busulfan, Carmustine,
Prueba de Clorambucil,
translocasiones Mecloretamina,
L hereditables y la Ciclofosfamida,
Exposicion en . . ..
. prueba Etoposide, 5-Fluorouracil, Positivo
condiciones de -
; Morfologica de Melfalan, 5-
laboratorio . e .
sitio especifico Mercaptopurina,
Mitomicina C,
Mitoxantrone, Platinol,
Procarbazine, Thio TEPA,
Trofosfamide, Vinblastina,
Vincristina
Células Schimenti et al ,
germinales de 1997
Ratones de la
linea germinal | Intraperitoneal Prueba de Muscateer. | Ciclofosfamida Positivo
TgCOR3y
TgLacFin,
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SISTEMA RUTA DE BIOMARCADOR SUSTANCIA RESULTADO | REFERENCIA
BIOLOGICO | EXPOSICION
Ratones Letales o0-asarosa (agente Chamorro et al ,
Oral Dominantes obtenido de Guatteria Positivo 1998
machos CF1 ;
gaumeri)
Células Uncaria tormentosa Iziga etal, 1998
germinales, Letales .
. . Positivo
ratones Swiss Dominantes
albinos
Células Letales alfa-asarona Chamorro etal,
germinales, Oral Dominantes Positivo 1999
ratas Wistar
Ratones Oral Letales Deltametrin Nedqativo Shukla and
Albino suizo Dominantes g Teneja, 2000
Células Letales Acrilamida Tyl, 2000
germinales, Oral Dominantes Positivo
ratas
Letales Bleomicina Rusell, 2000
Ratones .
Dominantes .
hembras y - e > Positivo
Sitio-especifico en
machos
machos
Células . Letales Benzo(a)pireno Shukla and
. Intraperitoneal . . .
germinales, (i.n) Dominantes Positivo Teneja, 2001
(Albino suizo) P
Letales Carbazol Jha and Bharti,
Células Dominantes 2002
germinales, i.p Anormalidades en Positivo
(Albino suizo) la cabeza de los
espermatozoides
Células Letales yetil-yfenil-butirolactone Chamorro et al ,
germinales, i.p Dominantes Positivo 2003
ratones CF1
Células
germinales
ratones . Letales . . . Barnett and
machos i.p Dominantes Clornafazine, Cloranbucil | Positivo Lewis, 2003
DBA/2],
C3H/HelJ
Ratas Wistar Oral Letal_es Roundup (glifosato) Positivo Dallegrave et al ,
Dominantes 2003
ratones Medicién Soja transgénica (tolerante Brake and
(citometria de al Glifosato) . Evenson, 2004
Oral Negativo

flujo) de Células
germinales
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Cuadro 2. Estudios que evaluaron el Roundup o Glifosato en diferentes sistemas y con
diferentes pruebas (en orden cronolégico, 1.993-2005)

SISTEMA RUTA DE BIOMARCADOR | SUSTANCIA | RESULTADO | REFERENCIA
BIOLOGICO EXPOSICION
1.médula désea de ratén Exposicionen | 1.microndcleos Roundup 1. no efecto Rank, 1993
2.Salmonella condiciones de | 2.Salmonella glifosato clastogénico
3.Allium cepa laboratorio 3alteraciones 2 débil efecto
cromosémicas mutagénico
3. efecto - en
glifosato
3.+ en Roundup
in vitro e in vivo en Exposicion en - glifosato Negativo Apand TJ, 1998
Typhimurium,Salmonella, | condiciones de
Escherichia coli, células laboratorio
de ovario de hdmster chino
y médula dsea de rata.
Rifiones e higado de Aductos de ADN Roundup Positivo Peluso, 1998
ratones. glifosato
Eritrocitos de Orechromis | Intrape- Micronicleos (Mn) | Glifosato, Negativo Grisoliay
niloticus y ratén Albino ritoneal (i.p) Ciclofosfamid Cordeiro, 2000
suizo a, Mitomicina
C,
Deltanmetrina,
Dicofol y
mazapir
hepatocitos de la carpa Exposicion en Modelo Roundup Positivo Szarek et al ,
(Cyprinus carpio) condiciones de | ultraestructural de 2000
laboratorio hepatocitos en
carpa
Erizo de mar en etapa de Exposicion en | activacion e in Roundup Positivo Marc et al ,
division.. condiciones de | activacion de glifosato 2002
laboratorio CDK1/cyclina
complejo B
Linfocitos humanos Exposicion in Alteraciones Round Up Positivo Maldonado et al
situ Cromosomicas Ultra , 2002
Prueba Cometa
Bréanquias de pez Exposicion in Microndcleos Roundup Positivo Guerrero y
Oreochromis niloticus vivo Mufioz, 2003
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Cuadro 3. Resumen de los resultados de Genotoxicidad del Glifosato, Roundup y otros.

Williams, et al . (2000)

48 h

Sistema Bioldgico Biomarcador Compuesto puro (dosis alta Evaluacion
analizada)
SinS9 | Con S9 | Referencias
S. typhimurium TA98 Mutacion Roundup 1.44 mg/Kg - - Rank et al .
revertante (glifosato 48%; POEA) (1993)
S. typhimurium TA100 Mutacién Roundup 0.72 mg/Kg - + Rank et al .
revertante (glifosato 48%; POEA) (1993)
S. typhimurium TA98,TA100, Mutacion Roundup 0.5 mg/Kg (glifosato - - Kier et al .
A1535, TA1537 revertante 30.4%; 15% POEA) (1997)
S. typhimurium TA98, TA100, Mutacién Rodeo (glifosato 5 mg/Kg - - Kier etal .
A1535, TA1537 revertante Con sal isopropilamina , 54%) (1997)
S. typhimurium TA98,TA100, Mutacién Direct (glifosato 0.5 mg/Kg - - Kier et al .
A1535, TA1537 revertante Con amonio al 72%,; (surfactante (1997)
especifico)
D. melanogaster Letales recesivos | Roundup 1 mg/L (1 (glifosato + 0 Kale et al .
ligados-sexo ppm) 41%; (POEA) (1995)
Allium cepa (onion root tip) Alteraciones Glifosato 2.88 mg/L - 0 Rank et al .
cromosomicas (sal isopropilamina) (1993)
Allium cepa (onion root tip) Alteraciones Roundup 1.44 mg/L + 0 Rank et al .
cromosomicas (glifosato 48%; POEA) (1993)
Linfocitos sangre periférica Alteraciones Glifosato 0.56 mg/mL - - van de
(humanos) in vitro cromosomicas (.98%) 0.33 mg/mL Waart 1995)
Linfocitos sangre Alteraciones Glifosato 1.4 mg/L (.98%) + 0 Lioietal.
periférica(humanos) in vitro cromosomicas (1998a)
Linfocitos sangre Alteraciones Glifosato 2.9 mg/L (.98%) + 0 Lioietal .
periférica(bovinos) in vitro cromosomicas (1998b)
Sangre periférica (humana) in vitro | I.C.H Glifosato 1.0 mg/mL(99.9%) + 0 Bolognesi et
al . (1997)
Sangre periférica (humana) in vitro | I.C.H Roundup 0.1 mg/mL (glifosato + 0 Bolognesi et
30.4%; 15% surfactant) al . (1997)
Sangre periférica (humana) in vitro | 1.C.H Glifosato 1.4 mg/L (.98%) + 0 Lioietal .
(1998a)
Linfocitos sangre I.C.H Glifosato 2.9 mg/L (.98%) + 0 Lioietal .
periférica(bovinos) in vitro (1998b)
V. faba (renacuajo) Micronucleos Solado 1.4 mg/qg soil - 0 De Marco et
(glifosato 21%) al . (1992)
medula ésea ratones (in vivo), dieta | Microntcleos Glifosato (99%) 11,379 g/kg/dia - 0 NTP (1992)
por 13 semanas
Medula 6sea ratones (in vivo) Micronucleos Glifosato (no especifico) - 0 Rank et al .
inyeccion intraperitoneal (ip), 24 h, 200 mg/kg (1993)
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Medula 6sea ratones (in vivo) Micronucleos Roundup 200 mg/kg - Rank et al .
inyeccion ip, 24 h (glifosato 48%; POEA) (1993)
Medula ésea ratones (in vivo) Micronucleos Glifosato 300 mg/kg + Bolognesi et
inyeccion ip (99.9%) al . (1997)
Medula 6sea ratones (in vivo) Micronucleos Roundup 135 mg/kg + Bolognesi et
inyeccion ip (glifosato 30.4%; 15% al . (1997)
surfactante)
Ratones medula 6sea(in vivo) Micronucleos Roundup 555 mg/kg - Kier et al .
inyeccion ip (glifosato 30.4%; 15% (1997)
POEA)
Ratones medula 6sea (in vivo) Micronucleos Rodeo (glifosato 3400 mg/kg - Kier et al .
inyeccion ip IPA 54%;agua) (1997)
Ratones medula 6sea (in vivo) Micronucleos Directo (glifosato 365 mg/kg - Kieretal .
inyeccion ip 72% con sal NH4; surfactante) (1997)
Ratones técnica de gavage (in vivo) | Letales Glifosato 2000 mg/kg - Wrenn
Dominantes (98.7%) DNA dafio/reactividad (1980)
Ratones expuestos via ip (in aductos DNA Glifosato (sal isopropilamina) - Peluso et al .
Vivo) 270 mg/kg (1998)
Ratones expuestos via ip (in vivo) aductos DNA Roundup (30.4% glifosato sal + Peluso et al .
isopropilamina; 15% (1998)
surfactante) 400 mg/kg
Ratones expuestos via ip (in vivo) DNA (quiebres Glifosato (99.9%) + Bolognesi et
alkaline elution of extracted DNA de cadena simple) | 300 mg/kg al . (1997)
Ratones expuestos via ip (in vivo) DNA (quiebres Roundup (glifosato 30.4%; 15% + Bolognesi et
alkaline elution of extracted DNA de cadena simple) | surfactante) 270 mg/kg al . (1997)
R. catesbeiana (renacuajo) DNA (quiebres Roundup (glifosato 30.4%; 15% + Clements et
de cadena simple) | POEA) 6.75 mg/L al . (1997)
Ensayo Cometa
Ratones expuestos via ip (in vivo) 8-OHdG Glifosato (99.9%) 300 mg/kg + Bolognesi et
al . (1997)

+, positivo; -, negativo; 0, prueba no realizada.
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5. MARCO TEORICO

5.1 LOS PLAGUICIDAS

La Organizacion de Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) define
plaguicida (también conocido como, biocida) a toda sustancia 0 mezcla de sustancias de
origen natural o sintético destinada a controlar, prevenir, destruir, repeler o mitigar
eliminando o disminuyendo cualquier plaga, especies no deseadas como hierbas
(herbicida), insectos (insecticida), roedores (rodenticida), hongos (fungicida), acaros
(acaricidas), nematodos (nematicidas), moluscos (molusquicidas) entre otros, capaces de
interferir en la produccion, elaboracion, almacenamiento, transporte o comercializacion de
alimentos, productos agricolas, madera y productos de madera o alimentos para animales, o
que pueden administrarse a los animales para combatir insectos, aracnidos u otras plagas en
0 sobre su cuerpo. (Bastidas y Gémez, 1999). Los plaguicidas son altamente contaminantes,
tanto como del aire como del mar y las aguas dulces. Préacticamente, todos los elementos
gue se consumen los contienen en cierta cantidad. La gran afinidad que tiene por las grasas
hace que alcancen  concentraciones  considerables  en los  humanos.
(www.ingenieroambiental.com.ar ).

Las consecuencias de un uso continuo y desaprensivo de los plaguicidas, junto con la
ausencia de aplicacion de normas de prevencion han determinado la aparicion de una serie
de problemas que inciden directa o indirectamente en la salud de los seres humanos
(Bastidas y GOmez, 1999). El primer problema es la resistencia de la plaga a los
plaguicidas, esta situacion genera que se eleve la dosis de aplicacion o/y que se empleen
productos mas toxicos. Estrategias que potencializan una mayor cantidad de intoxicaciones
agudas y cronicas, y al mismo tiempo se sinergizan para producir una mayor resistencia,
reforzando aquello que se quiere combatir.

El segundo problema es la incidencia directa o indirecta de los plaguicidas, los cuales
generan: efectos agudos, son intensos y perceptibles que aparecen en cuestion de horas o
dias ante una exposicion a dosis altas; efectos sub-agudos, por exposiciones a dosis mas
bajas necesitan tiempos mas largos para que los sintomas sean visibles y efectos cronicos,
por exposiciones a largo plazo y dosis bajas, los sintomas dependen también de los
solventes en que se presenten los plaguicidas, inciden en problemas reproductivos,
desordenes nerviosos, genotoxicidad y tumores. (Bastidas y Gomez, 1999).

Otro problema que desencadena el inadecuado uso de los plaguicidas es la contaminacién
de los recursos hidricos, contaminan las fuentes de agua potable humana y animal, los
nacimientos de agua, las aguas subterraneas, los rios y los mares. Las consecuencias de esta
contaminacion se relacionan con la pérdida de flora y fauna acuatica, péerdida del recurso
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como fuente de agua y alimento e intoxicacion humana y animal. La flora y fauna del suelo,
responsables del reciclaje de la materia organica, se ven también seriamente afectadas por
los plaguicidas, con lo cual se deprime la provision de nutrientes del suelo.

5.1.1 Grupos de Plaguicidas. Entre los principales grupos de plaguicidas se encuentran:
los organoclorados, los carbamatos, las triazinas, los fenoxiacidos y los Organofosforados,
a este ultimo grupo pertenece el Roundup (sustancia objeto de estudio). Los
organofosforados fueron desarrollados primero como armamento quimico (gas nervioso),
después se elaboraron para uso agricola. Son compuestos derivados del acido fosférico. A
causa de su alta toxicidad aguda presentan un alto riesgo ocupacional y ambiental.

El mecanismo de accion de los organofosforados (y los carbamatos) es inhibir las
colinesterasas (enzimas responsables de la actividad biologica del neurotransmisor
acetilcolina), cuando se bloguea la colinesterasa se produce, una estimulacion excesiva y
contina de la musculatura manifestandose con temblores o espasmos abdominales,
mientras que la excitacion de las glandulas sudoriparas provoca un exceso de sudoracion.
(www2.udec.cl/~digentox/glosario/plaguicidaorganofosforado.html). Si la exposicion a
plaguicidas organofosforados es muy intensa se producen efectos agudos. Los primeros
sintomas suelen ser nauseas, dolor de cabeza, fatiga, vértigo, vision borrosa y constriccién
pupilar. Es importante que e diagnostique a tiempo este tipo de intoxicacion porque ello
permite una intervencion médica eficaz mediante la administracion de atropina, una
sustancia que actua como antidoto especifico de los organofosforados, si no se trata, se
puede llegar a producir la muerte por fallo respiratorio. Cuando hay un contacto repetido y
continuo con pequefias dosis de organofosforados, tal vez no pase nada a corto plazo, pero
a largo plazo estas sustancias se acumulan en el organismo y provocan intoxicaciones
crénicas afectando el sistema nervioso, se manifiesta con sintomas como fatiga cronica,
cefalea, disminucion en la libido, intolerancia al alcohol y nicotina e impresion de
envejecimiento precoz, defecto de memoria y demencia. También puede producirse
debilidad muscular de extremidades. (http://www. gencat.es).

En general los organofosforados pueden penetrar en el organismo por cualquier via.
Algunos de ellos, por ejemplo el Paration, ingerido en pequefias cantidades al comer o
fumar puede producir una intoxicacion grave, incluso mortal. Sin embargo la via de
intoxicacion mas habitual es por la via respiratoria. Ademas, aunque no producen irritacion,
se absorben facilmente a través de la piel y de los ojos de ésta manera la persona expuesta
puede no advertirlo.

5.1.2 Clasificacion de los Plaguicidas. De acuerdo a su accion los plaguicidas se
clasifican como: insecticidas, fungicidas y herbicidas. Los herbicidas, son un tipo de
compuesto quimico que destruye la vegetacion, ya que impiden el crecimiento de los
vegetales en su etapa juvenil o bien ejercen una accion sobre el metabolismo de los
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vegetales adultos. Se experimento un cambio de gran importancia en la década de 1940,
época en que se formularon los primeros plaguicidas sintéticos. Estos compuestos, baratos
y eficaces, revolucionaron los métodos de lucha contra las malas hierbas y redujeron la
mano de obra necesaria para obtener grandes cantidades de productos alimenticios. Muchos
herbicidas ejercen una actividad selectiva: destruyen ciertos tipos de plantas y no afectan a
otros. La selectividad de muchos herbicidas es decir, las especies que controlan y aquéllas a
las que no afectan puede modificarse ajustando el volumen de producto aplicado por
hectarea y la estacion de aplicacion (Documento Plan de Manejo Ambiental Erradicacion
de Cultivos Ilicitos. 2000). Los plaguicidas de amplio espectro, como el glifosato, controlan
casi todas las formas de vegetacion. Algunos esterilizan el suelo, eliminan toda la
vegetacion y retrasan la invasion de nuevas “malas” hierbas Los plaguicidas varian mucho
en cuanto a su persistencia en las plantas y el medio ambiente. Los no persistentes,
preferidos en agricultura, controlan las malas hierbas con rapidez y se descomponen en el
curso de algunos dias o semanas. Los plaguicidas persistentes, se mantienen activos en el
suelo durante cien dias o maés, prolongan el control durante mas tiempo. (Industria
Monsanto, 2002).

Entre los plaguicidas mas utilizados en la agricultura encontramos: el Glifosato: Chemical
Abstracts Service (CAS) 1071-83-6. Composicién: Sal isopropilamina de N-Fosfono metil
glicina (IPA) (EPA, 2003). Pertenece al grupo de los organofosforados, es el plaguicida de
mayor uso en el mundo por ser efectivo y por que permite su aplicacion de diversas
maneras. Constituye uno de los descubrimientos agroquimicos mas importantes, el glifosato
es una molécula formada por una fraccion de glicina y un radical aminofosfato unido como
sustituyente de uno de los hidrogenos del grupo a-amino (Industria Monsanto, 2002).

O
I

HO-C-CH2-NH-CH2-P-0OH Glifosato
|

OH

Las formulaciones de glifosato se encuentran registradas en méas de cien paises, incluyendo
los Estados Unidos; en donde ha sido aprobado por la EPA (Agencia de Proteccion
Ambiental) para ser utilizado en mas de sesenta cultivos agricolas, en manejo de bosques
sometidos a intervencidén para su conservacion, y en sistemas de cultivos diferentes,
incluidos el mantenimiento jardines publicos y domésticos (Industria Monsanto, 2002).

El Glifosato se comercializa en la forma de concentrados solubles de la sal
isopropanolamina de N- (Fosfonometil) glicina, en los cuales se integran el Glifosato y los
ingrediente inertes requeridos para cada tipo de formulacion comercial. Aunque, la forma
de comercializacion mas comun son los concentrados solubles en agua, también es posible
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tener acceso a las siguientes preparaciones para uso especificos: Ingrediente de grado
qguimicamente puro (uso de laboratorio); ingrediente de grado técnico; emulsiones
concentradas, emulsiones concentradas invertidas, concentrados solubles en agua, polvos
solubles en agua y para espolvoreo, formulaciones para fumigar; formulaciones granulares,
y formulaciones encapsuladas.

El proceso de preparacion de las diferentes formulaciones de uso comercial de cualquier
plaguicida, incluyendo el Glifosato, es una tarea compleja y aunque se disponga de un
procedimiento basico de referencia, siempre existiran causales que obliguen a introducir
modificaciones en la seleccion y calidad de las materias primas, con énfasis especial en los
solventes y en las mezclas o surfactantes anidnicos y no ionicos. Para el caso del Glifosato
de acuerdo con el fabricante, la formulacién tipica del Glifosato de uso comercial, en su
presentacion de liquido soluble, contiene el ingrediente activo: Glifosato, N-(Fosfonometil)
glicina, en sal isopropilamina , 41,0 % ; Ingredientes Inertes: Seboaminas etoxiladas, 59,0
%, estos Ultimos componentes son sustancias quimicas peligrosas, en concepto de algunas
Entidades Normativas, y capaces de causar irritacién gastrointestinal, nauseas, vomito y
diarrea (Documento Plan de Manejo Ambiental Erradicacion de Cultivos llicitos. 2000).

Otro plaguicida ampliamente utilizado es el Roundup SL (Glifosato comercial): formula
quimica, CeH17N20sP, CAS No. 38641-94-0. EL Roundup esta compuesto de un
ingrediente activo, la sal isopropilamina de N-fosfonometil glicina e ingredientes aditivos,
surfactante y agua. EI Roundup es una solucion viscosa de color ambarino claro; pH 4,4 a
4,9; gravedad especifica 1,17; olor tenue a amina. En el campo agricola es usado para
eliminar maleza perenne y anual de los cultivos, también es utilizado como madurante de
cafia, yuca, platano y desecante de granos. EI Roundup usado en estas actividades contiene
41% de sal N-fosfometilglicina que viene en forma de sal isopropilamida (IPA) de glifosato
y el Roundup usado en el plan Colombia para erradicar cultivos ilicitos como la marihuana,
coca y amapola contiene 43.9% del ingrediente activo (Industria Monsanto, 2002). El
Roundup en todas sus presentaciones, es altamente soluble en agua, practicamente
insoluble en solventes organicos. Su compuesto activo, IPA, cuando cae al suelo se
metaboliza en acido aminometilfosfonico (AMPA) y formaldehido y junto con la saliva se
transforma en N-nitroso glifosato, los tres compuestos poseen la caracteristica comun de
ser cancerigenos, a la anterior mezcla se le adicionan una serie de compuestos inertes como
el POEA (surfactante) para hacer que el compuesto sea mas efectivo (Gémez, 2003).

5.2 ACTIVACION METABOLICA

Los seres humanos estan expuestos a una gran variedad de agentes quimicos naturales y
sintéticos como los plaguicidas. Estos quimicos ingresan al organismo por diferentes vias
de absorcion como la piel, sistema respiratorio y digestivo. Una vez el plaguicida se
encuentra dentro del organismo es biotransformado en metabolitos activos, diferentes al
compuesto parental (original), los cuales son llevados a diferentes 6rganos del cuerpo por
via sanguinea, interactuando con moléculas como el ADN, proteinas, etc. Los metabolitos
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formados pueden ser lipofilicos, los cuales pueden atravesar facilmente la membrana
celular y ser acumulados en ciertos tejidos como el graso. Los metabolitos hidrofilicos, son
facilmente excretados del organismo y no son acumulados en los tejidos. Los procesos de
biotransformacién suceden principalmente en el higado, pero otros 6rganos como los
rifiones, los pulmones, intestino, piel, etc., también son capaces de metabolizar. (Witt and
Bishop, 1996)

El proceso de biotransformacion sucede en dos fases: en la primera fase ocurren reacciones
de oxido-reduccién por accién de ciertas enzimas que convierten generalmente los
compuestos en derivados que son mas solubles en agua que el original y en la segunda fase
suceden las reacciones de conjugacion o sintesis. El metabolito originado en primera fase es
conjugado a una molécula endégena como resultado se da un nuevo producto totalmente
diferente al compuesto parental. La finalidad de las reacciones (primera y segunda fase) del
proceso de biotransformacion es convertir las sustancias extrafias en sustancias que
facilmente sean excretadas (como un mecanismo de detoxificacion del organismo), pero no
siempre el producto generado es menos toxico que el parental ya que en diferentes casos los
metabolitos son mas toxicos (como un mecanismo de toxificacion), esto ocurre con ciertos
quimicos identificados como carcindgenos (Klug and Cummings, 1999).

5.3 ASPECTOS TOXICOLOGICOS

La Toxicologia es el estudio de los efectos adversos de quimicos en los organismos Vvivos.
Los agentes toxicos se clasifican segun diversos criterios por ejemplo al 6rgano afectado, al
uso (plaguicida, solvente) procedencia (animales y plantas), efecto (cancer, mutacion, dafio
reproductivo o al higado) etc.

Un estudio toxicologico trata de examinar la naturaleza de efectos incluyendo los
mecanismos de accién celular, bioquimico y molecular y las probabilidades de recurrencia.
El espectro de la dosis toxica se mide en relacion a la DL50. Sin embargo algunos quimicos
de baja toxicidad aguda pueden tener efecto carcinogénico o teratogénico a dosis que no
evidencian toxicidad aguda. Los efectos toxicos adversos pueden producirse por el
producto en si 0 por sus metabdlicos (biotrasformacidn) en este caso se requiere un tiempo
para su manifestacion. Las rutas y sitios de exposicion ocupacional méas frecuentes son
generalmente la inhalacion o por contacto directo y prolongado. La duracién y frecuencia
de exposicion se expresa en cuatro categorias; aguda, sub-aguda subcronica y cronica a
largo término comdnmente usado para evaluar el potencial oncogénico de una sustancia.

Convencionalmente las exposiciones crénicas a agentes toxicos pueden producir algunos
efectos inmediatos (agudos) y efectos por exposiciones por largo tiempo a bajos niveles. La
toxicidad diferida puede ocurrir después de un tiempo de una administracion Unica de
cancerigenos por ejemplo 20 a 30 afios después de la primera exposicion; la neurotdxicidad
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también se puede presentar con efecto diferido como el caso de algunos insecticidas
organofosforados.

La toxicidad puede ser sistémica o local, el efecto sistémico requiere absorcion y
distribucion, no causa igual grado de toxicidad en todos los 6rganos. Los érganos que con
mayor frecuencia estan involucrados en toxicidad sistémica son el sistema nervioso central
y el sistema circulatorio, sistema hemopoyético y viscerales como el higado, rifion y piel.

Con base en dosis por unidad de superficie corporal, los efectos toxicos en humanos tienen
usualmente el mismo rango que en animales, de alli la asuncion de que carcindgenos en
animales pueden serlo en humanos. La variacion en cuanto a respuestas a carcinGgenos
parece deberse a diferencias en la biotransformacion de los procarcin6genos que se
convierten en carcin6genos. Segundo Principio La exposicion de animales de
experimentacion a agentes tdxicos en altas dosis es un método necesario y valido para
identificar riesgos potenciales en humanos.

5.4 MUTACION

Los plaguicidas o sus metabolitos originados por procesos de biotransformacion, pueden
interactuar con macromoléculas como el ADN y las proteinas ocasionando lesiones
primarias 0 pre-mutacionales las cuales pueden ser no reparadas, reparadas o reparadas
incorrectamente. Luego de transcurrir un ciclo de division celular, los dafios no reparados o
mal reparados son expresados como mutaciones y en casos extremos llevan a la célula a
apoptosis (Klug and Cummings, 1999).

Las mutaciones pueden ser génicas, gendmicas y cromosomicas. Las mutaciones génicas o
puntuales, son microlesiones o dafios a nivel de un gen por sustitucion, adicion o deleccion
de bases. No son visibles a través del microscopio Optico. Las mutaciones genomicas, se
caracterizan por un cambio en el nimero de cromosomas ya sea por aumento o disminucion
de uno o de varios cromosomas. Este tipo de mutaciones ocurre con mayor frecuencia en
los cromosomas sexuales, originando aneuploidias o poliploidias causantes de mdaltiples
enfermedades como el sindrome de Turner (XO), sindrome de Klinefelter (XXY), etc.
Estas mutaciones son visibles al microscopio Optico. Las mutaciones cromosomicas, son
cambios estructurales a nivel del material genético (ADN), llamadas alteraciones
cromosomicas (AC), las cuales se expresan como delecciones, quiebres cromatidicos,
quiebres cromosomicos, inversiones, etc. (Klug and Cummings, 1999).

La mutacion Letal Dominante, “Es un suceso ocurrido en una célula germinal que no causa
disfuncion en el gameto, pero que es letal para la fertilizacion del ovulo o desarrollo
embrionario” (EPA, 1998)
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5.5 PRUEBAS BIOLOGICAS

5.5.1 Pruebas de Toxicidad. Permiten detectar dafio organico mensurable catalogandose
como toxicidad cronica o aguda dependiendo si causa 0 no muerte del organismo. Se habla
de toxicidad cronica cuando la exposicién prolongada a una sustancia toxica, en dosis
normalmente moderadas, causa un dafio organico pero no provoca la muerte del organismo.
La toxicidad aguda se presenta cuando una exposicion unica al agente toxico causa un dafio
organico que puede provocar la muerte (Klug and Cummings, 1999). Entre las pruebas de
toxicidad se encuentran las siguientes: la Dosis Letal Media (DL50), es una prueba de
toxicidad, estimada como la dosis de un quimico que por diferentes vias (cutanea, oral,
intramuscular, respiratoria, etc.), es suministrada a un grupo de estudio, la cual aun periodo
de tiempo (dias, semanas) es capaz de producir el 50% de muertes en los animales
expuestos al agente evaluado (Thomsom and Weil, 1952 ) y la Dosis Maxima Tolerada
(DMT), se define como la mé&xima dosis de un quimico que al ser suministrado a un cierto
namero de animales produce fuertes signos de intoxicacion, mas no letalidad. El 80% de la
Dosis Letal 50 es generalmente utilizada como una buena aproximacion a la dosis alta
evaluada (Thomsom and Weil, 1952).

5.5.2 Pruebas Citotdxicas y Genotdxicas. Las pruebas Citotoxicas permiten detectar
dafios a nivel celular expresados como cambios en su morfologia, bloqueo de los
mecanismos de reparacién celular y alteraciones en la cinética del ciclo celular que se
producen cuando un agente quimico, fisico o bioldgico interactta con la célula (Klug and
Cummings, 1999). Las pruebas Genotoxicas son las que permiten detectar dafios a nivel de
la molécula del DNA, ocasionados por agentes quimicos que interactlan con esta,
produciendo alteraciones en su estructura, manifestados como alteraciones cromosomicas,
micronucleos, entre otros y en casos extremos produciendo la muerte celular (apoptosis)
(Klug and Cummings, 1999).

5.5.2.1 Prueba de Letales Dominantes en machos. La prueba de Letales Dominantes
(LD) in vivo en células germinales de ratones machos tratados y apareados con hembras
virgenes no tratadas, mide los efectos citotdxicos/genotoxicos resultantes de la interaccion
del quimico y sus metabolitos con el ADN o las proteinas. Suministra informacion general
sobre el potencial de un agente para interferir con procesos hormonales criticos,
metabdlicos o genéticos en las gonadas. Ademas, suministra evidencia de dafios inducidos
en cualquiera de los estadios celulares de la espermatogénesis, producidos por la pérdida de
cromosomas enteros o de fragmentos resultantes de alteraciones estructurales y/o anomalias
en el nimero de cromosomas y por la posible no disyuncién de estos. Evalla también
translocaciones producidas en células germinales que pueden ser transmitidas a la
generacion filial siguiente (Adler et al, 1998; EPA, 1998). La induccion de Letales
Dominantes, por consiguiente es parte de un espectrum de efectos en células germinales los
cuales incluyen dafio en la fertilidad o esterilidad, pérdidas pre-implantacion y post-
implantacion de embriones, asi como aumento de anormalidades genéticas, morfoldgicas y
de comportamiento en la descendencia (Trasler et al, 1986; Anderson et al, 1987; Au et al,
1990).
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En la prueba de Letales Dominantes se registra el nUmero de muertes post-implantacion,
moles (residuo de reabsorcién embrionaria) y embriones muertos (Bateman, 1971). Los
embriones vivos se diferencian de los embriones muertos porque estos son rosados y
translucidos con la placenta claramente visibles. Los embriones muertos aparecen de color
blanco natoso y son méas pequefios que los embriones vivos. Las moles aparecen como una
masa necrotica indicio de un implante. (Solarte et al, 1998).

Las pérdidas post-implantacion se pueden subdividir muertes tempranas y muertes tardias.
Estas pueden ser inducidas en cualquier tiempo desde la fecundacion hasta el nacimiento,
no obstante predominan las muertes tempranas (moles) en la medida que han sido
consideradas las mas indicativas de un efecto Letal Dominante (Favor et al, 1978). Las
muertes embrionarias tardias pueden también ser causadas por un gran ndmero de
indeterminables factores incluyendo condiciones medioambientales adversas tales como la
privacion nutricional, privacion del oxigeno e infecciones microbianas (Bateman, 1958;
Rohrborn, 1968).

La prueba de Letales Dominantes en roedores es usada, en sentido estratégico para
determinar si una sustancia que es genotoxica en células somaticas es también genotoxica
en células germinales. La prueba por consiguiente evalGa la habilidad de un agente para
alcanzar las génadas y los gametos e inducir lesiones las cuales, cuando se expresaban en el
huevo fertilizado, causan muerte prematura del embridon en desarrollo (Anderson et al,
1983; Green, 1987). Si el desarrollo embrionario se detiene, después de la fertilizacion,
antes de la implantacion del huevo en la pared uterina, el suceso es una peérdida pre-
implantacion, para realizar el registro las hembras son disectadas se procede a realizar la
observacion de los ovarios mediante un estereoscopio, para contar el numero de cuerpos
luteos. De otra forma, si el desarrollo se detiene y la muerte del embrién ocurre en un
estado posterior a la implantacion realizada, el suceso representa una pérdida post-
implantacion, para realizar el registro las hembras son disectadas y se cuentan el nimero de
Moles (muertes post-implantacion temprana) o Embriones Muertos (Muertes post-
implantacion tardia) (Bateman, 1958).

La prueba de Letales Dominantes puede ser realizada tanto en animales machos como en
hembras, no obstante han sido tradicionalmente empleados los machos para estas pruebas
(Sudman and Generoso, 1991). Los ratones y las ratas son las especies normalmente
preferidas aungque en menor grado de preferencia hamster y cobayos son estudiados (Lyon
and Smith, 1971). El empleo mas frecuente de ratones machos que hembras para realizar
esta prueba se debe principalmente a los siguientes factores: dificultad en relacionar los
efectos genotoxicos del tratamiento, independientemente de las variables fisiologicas como
la capacidad hormonal o dafio uterino afectando al final la supervivencia de los implantes.
Los efectos hormonales y sistémicos pueden influenciar en la ovulacion, fertilizacion,
implantacion y crecimiento de embriones, dificultando la interpretacion de los resultados
obtenidos a nivel genético. Los mutagenos en las hembras pueden afectar el porcentaje de
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ovulacion, afectar el citoplasma del dvulo o interferir en el proceso mitotico; factores muy
importantes de tener en cuenta en el momento de interpretar los resultados de la prueba de
Letales Dominante en hembras (Bateman and Epstein, 1971); otro factor es la dificultad de
distinguir entre respuestas toxicas y genotoxicas en caso de intensa muerte de oocitos e
inhabilidad para evaluar las hembras expuestas y apareadas mas de una vez (Maxwell and
Newell, 1973; Verschaeve and Léonard, 1984; Mattison and Thomford, 1989). En
cualquiera de las especies 0 sexo a evaluar, las bases del ensayo contintan siendo las
mismas. Primero, la exposicién de los animales al agente (quimico, fisico o viral) (Epstein
and Shafner, 1968; Reddi and Vasudevan, 1968; Pathki and Polasa, 1988); segundo, el
apareamiento de los animales tratados con los animales no tratados del sexo opuesto; y
tercero, examen a las hembras apareadas para evaluar la frecuencia de implantes vivos y
muertos en la descendencia.

La prueba de Letales Dominantes, suministra evidencia de dafios que son transmitidos por
via germinal e indica que el agente evaluado es potencialmente genotdxico en células
sexuales y un resultado negativo indica que el compuesto no induce incrementos en la
incidencia de Letales Dominantes (muertes pre y post-implantacién) y efectos asociados en
células germinales; por lo tanto no actla como un agente mutagénico en estas células
(Adler and Tarras, 1990; Katoh et al, 1990; EPA, 1998).

5.6 ESPERMATOGENESIS EN RATONES

Proceso de desarrollo y maduracion de las células germinales dentro de los tubulos
seminiferos, para una renovacion constante de las células germinales madres, para tener
siempre disponibles espermatogonias, las cuales, al pasar por las diferentes etapas de
maduracion, se transformaran en espermatozoides. Uno de los pioneros en estos estudios
fue Brenneke, (1937), quien estudid las células germinales de ratones machos durante la
irradiacion de rayos X. Posteriormente Oakberg, (1956) estudio la secuencia del proceso de
maduracion en células germinales desde el estadio de espermatogonia al de espermatozoide
y registro que el proceso de la espermatogénesis tardaba 52 dias en ratones, (ver figura 1).

Las células germinales del raton macho, cuando se diferencian en espermatogonias
(aproximadamente 18 dias de duracién) entran en la etapa de mitosis y por procesos de
diferenciacion se forman los espermatocitos (aproximadamente 13 dias de duracion). Los
espermatocitos sufren dos divisiones meidticas para originar las espermatidas
(aproximadamente 14 dias de duracién), que mas tarde mediante procesos de
espermiogénesis se transforman en espermatozoides (aproximadamente 7 dias de duracion).
Si se desea evaluar el efecto de un quimico a nivel de las células germinales de raton
macho se puede realizar en cualquiera de los estadios mencionados anteriormente
(Oakberg, 1956).
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Durante el proceso de espermatogénesis, las células espermatogénicas mantienen una
relacion estrecha con la célula de Sertoli el Unico representante celular somatico dentro del
tubo seminifero. Esta relacion favorece la progresion de las diversas fases estructurales,
bioquimicas y moleculares que resultan en el desarrollo del espermatozoide. Cuando la
relacion entre la célula de Sertoli y las células espermatogénicas se altera, la formacién de
espermatozoides disminuye o se detiene. (Orth et al, 1988; Russell et al , 1990)

Cuando se desea evaluar las células en cualquiera de los estadios de la espermatogénesis, se
trata al macho con el quimico, el primer dia del tratamiento se le considera como el dia
cero; cualquiera de las células en los diferentes estadios de la espermatogénesis pueden ser
alcanzadas por el quimico, pero segun el estadio que se propone evaluar se debe permitir
que transcurra un nimero de dias suficientes y conocidos después del tratamiento, hasta
que las células se transformen en espermatozoides (Oakberg, 1956). En el presente estudio
se evalu6 el quimico (Roundup) en células germinales de raton Mus musculus en el estadio
de espermatida, para que esta célula alcanzara a ser madura y diferenciada, en
espermatozoide (capaz de fertilizar el ovocito en el apareamiento) se dejaron transcurrir 16
dias después del tratamiento (ver figura 1), tiempo en el cual se apare6 al raton con tres
hembras virgenes no tratadas, transcurridos trece dias de gestacion se evalud el efecto
genotoxico del quimico en la viabilidad de los embriones (ver figura 3).
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Figura 1. Proceso de la espermatogénesis en raton.
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6. METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL

6.1 QUIMICOS

El Roundup, comercialmente conocido con este nombre. Compuesto por el ingrediente
activo, la sal isopropilamina de N-fosfonometil glicina (480 gramos por litro de
formulacién a 20 °C) y los ingredientes aditivos, surfactante (POEA) y agua. EI Roundup
utilizado en el estudio viene en estado liquido, fabricado por MONSANTO, registro de venta
ICA No. 0756. Las soluciones del plaguicida fueron preparadas a diferentes
concentraciones utilizando como solvente el agua destilada. La Ciclofosfamida, sigma
cédigo C-0768, empleado como control positivo en los estudios in vivo por ser un
mutageno conocido.

6.2 ANIMALES

Se utiliz6 un total de 388 ratones de la cepa Mus musculus machos y hembras, los animales
fueron suministrados por Veterinaria de Colombia (VECOL) de seis semanas, los
tratamientos se realizaron a las 10 semanas de edad (prueba de DLsoy LD respectivamente),
lo cual favorecid que tuviesen un buen periodo de aclimatacién. Los animales fueron
mantenidos y tratados en el Biotério de la Universidad del Cauca. Se distribuyeron al azar
en igual numero por cajas rotuladas (edad y sexo). Se mantuvieron durante el transcurso del
estudio, a una temperatura de 22-23 °C y un ciclo de 12 horas luz/12 horas oscuridad. Su
alimentacion se baso en concentrado para roedores “Rodentina” el mismo utilizado por
VECOL en las primeras semanas de vida (ver anexo D) y agua de grifo, suministrados
diariamente a la misma hora, como sustrato se utilizo viruta seca de madera. Todos los dias
se realiz6 un adecuado mantenimiento de limpieza.

6.3 TRATAMIENTO

El tratamiento para todas las pruebas se realizé por via oral, mediante el método de gavage,
por medio de una jeringa terminada en punta bola. Se tuvo cuidado de no maltratar el ratdn
al suministrar el tratamiento para evitar en lo posible el estrés del animal. El tratamiento fué
administrado, antes de alimentar a los animales. Los ratones fueron pesados para calcular el
volumen del tratamiento aproximado que se debia administrar por kilogramo de peso
corporal, para asegurar que los animales recibieran las dosis establecidas (ver figura 2).

6.4 GRUPOS DE ESTUDIO

Un total de 178 machos y 210 hembras fueron distribuidos al azar en 3 grupos de estudio.
El primer grupo de animales conformado por 90 ratones machos, para el establecimiento de
dosis letal 50 (DLso). Un segundo grupo de 18 ratones machos para el establecimiento de
la dosis maxima tolerada (DMT) y un tercer grupo de 70 ratones machos y 210 hembras
para la realizacién de la prueba de Letales Dominantes (ver tabla 1y 2).
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Figura 2. Tratamiento de los animales mediante la técnica de gavage

A 7

6.4.1 Dosis Letal Media (DLso). Debido a que en la literatura cientifica solo se encuentra
reportada la DLso para el Roundup en ratas via oral, 5000 mg/Kg (Who, 1994; Williams et
al, 2000), se partio de esta concentracién como la dosis para iniciar los tratamientos. Para
determinar la DLso del Roundup, en ratones, se realizaron diferentes ensayos para
establecer la dosis que causara la muerte al 50% de un grupo de animales tratados.

En la primera fase de Iniciacion, se tomaron 2 ratones a quienes se les administro la
primera dosis del plaguicida “Roundup” en un volumen proporcional al peso del raton para
observar las primeras reacciones de intoxicacion. Se partié de la DLso reportada para ratas,
luego de observar que no hubo ninguna muerte, se fue incrementando la concentracion,
tomando registro de todas las manifestaciones de toxicidad de los ratones tratados y el
namero de muertes por dosis. En la segunda fase de Aproximacion, a medida que se
acercaba al 50% la letalidad de los animales tratados, se fue incrementando el nimero de
animales (grupos de 4 y 6 ratones) y se reajustaron las concentraciones de las soluciones
preparadas del plaguicida, proximas a la DLso. En la fase de Confirmacién, una vez
establecida la dosis capaz de causar la muerte del 50% de los animales tratados se confirmo
esta dosis administrdndola a un grupo de 10 animales. En la primera fase se realizaron
cinco ensayos, en la segunda fase se realizaron diez ensayos y en la tercera fase de
Confirmacion se realizaran tres ensayos, (ver tabla 1.).

6.4.2 Dosis Maxima Tolerada (DMT). Teniendo en cuenta el valor de la DLso a cinco
dias, se establecié la DMT, como el 80% de la DLso (Salomone and Heddle, 1983). Se
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trataron grupos de 6 ratones mediante 3 repeticiones y se confirmo que a pesar de la
toxicidad de esta dosis ningun raton murio (100% de supervivencia) (ver tabla 1.).

Tabla 1. Disefio experimental para DLso y DMT

DOSIS No DE No. DE %
PRUEBA | FASES ma/k RATONES REPETICION | TOTAL | LETA
9/kg EMPLEADOS ES LIDAD
DLso Iniciacion 5000 2 5 10 0
Aproximacion | 10187,7-9801,2 | 4 5 20 100-75
Inicial
A_prOX|maC|0n 9801,2-8161,3 | 6 5 30 75-67
Final
Confirmacién 6991,8 10 3 30 50
DMT Confirmacién 5593.44 6 3 18 0
TOTAL 108

6.4.3 Seleccion de las Dosis Experimentales. Para la prueba de Letales Dominantes, se
seleccionaron tres dosis: una baja, una media y una alta. La dosis alta fué la equivalente a la
dosis maxima tolerada (DMT) o sea el 80% de la DLso, la dosis media fue equivalente al
50% de la DMT vy la dosis baja el 50% de la dosis media o sea el 25% de la DMT.

Una vez definidas las dosis experimentales se conformaron tres grupos de estudio: El grupo
control negativo, tratado con agua destilada, el grupo experimental tratado con el plaguicida
Roundup, con las diferentes dosis: alta, media y baja, y el grupo control positivo tratado
con Ciclofosfamida, sustancia altamente mutagénica. (EPA, 1998) (ver tabla 2).

6.5 PRUEBA DE LETALES DOMINANTES EN MACHOS

El estudio para la evaluacion del Roundup se realizo in vivo, utilizando la prueba de Letales
Dominantes en machos, para evaluar el efecto citotoxico/genotoxico en células germinales
(espermatidas).

6.5.1 Grupos de Estudio. Se conformaron tres grupos de estudio: EI Grupo Control
Negativo con 14 ratones, tratados con agua destilada; el Grupo Experimental, tratados con
Roundup con diferentes dosis: baja, media, alta (cada una con 14 animales, para un total de
42 ratones) y el Grupo Control Positivo con 14 ratones tratados con Ciclofosfamida (ver
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tabla 2). De esta manera se buscd obtener por grupo de estudio 420 implantes para ser
analizados (Whorton and Elbert, 1981; Venih and Parry, 1984; Adler et al, 1998; EPA,
1998)

6.5.2 Protocolo de Letales Dominantes en Espermatidas de Raton Mus musculus. En
la prueba de Letales Dominantes los machos antes de ser tratados fueron distribuidos al
azar en cajas previamente rotuladas y distribuidas en forma aleatoria (sistema doble ciego).
Después se administrd a cada macho la respectiva dosis Unica por via oral mediante la
técnica de gavage (dia 0); después de 16 dias de haber sido tratados, cada macho fué
apareado con 3 hembras virgenes, al quinto dia (tiempo en el que se presume que las
hembras han sido fertilizadas) se retiraron los ratones machos y 13 dias después del
apareamiento las hembras fueron sacrificadas por dislocacion cervical y disectadas para
registrar embriones vivos, moles 0 masas necréticas (muertes post-implantacion temprana)
y embriones muertos (muertes post-implantacion tardia) (Whorton and Albert, 1.981; EPA,
1996; EPA,1998; Dallegrave et al , 2003). (ver tabla 2 y figura 2).

Tabla 2. Disefio experimental para la prueba de Letales Dominantes

No. DE RATONES POR
TRATAMIENTO

GRUPOS DE DOSIS

TRATAMIENTO TOTAL
ESTUDIO mg/kg Machos | Hembras
Control Negativo | Agua 0 14 42 56
Grupo Dosis baja Roundup 1398,36 14 42 56
Experimental

Dosis media Roundup 2796.72 14 42 56

Dosis alta Roundup 5593.44 14 42 56
Control Positivo | Ciclofosfamida 50 14 42 56
TOTAL 5 70 210 280

Figura 3. Protocolo experimental para la prueba de Letales Dominantes en
espermatidas de raton Mus musculus.

16 dias 5 dias 13 dias de gestacion
Dia 0 17 21 34
Tratamiento a & . Apareamiento Gestacion Diseccion @,
6 Bradbadd 5GBS TADISTICO Registro Embriones:

Vivos, Moles y Muertos
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Los datos fueron registrados en formatos establecidos, tanto para la prueba de Dosis Letal
Cincuenta (DLso) como para la prueba de Letales Dominantes (LD) (ver anexos Ay B )
posteriormente los datos fueron codificados para ingresarlos al programa Excel, una vez
organizados fueron transferidos al paquete estadistico SPSS (Statiscal Package for to Social
Scientific), herramienta esencial para analizar los resultados mediante la prueba de Kruskan
Wallis y la Prueba de Ducam, utilizada para datos no paramétricos para identificar si existe
0 no diferencia significativa entre los embriones muertos, moles y total muertos post-
implante de los diferentes tratamientos.

En el estudio se tuvo en cuenta tres variables, de tipo dependiente que son: NUmero de
embriones vivos, embriones muertos y moles, estas variables toman esta clasificacion
porque su frecuencia va a depender de las tres dosis de Roundup, estableciéndose ésta
ultima como variable de tipo independiente. Ambas variables son de naturaleza cuantitativa
haciendo que su nivel de medicion sea de razén numérica. Las dosis del Roundup también
se pueden considerar como tipo categérico (nominal) cuando se las clasifica como alta,
media y baja. (ver cuadro 4). El andlisis estadistico se realizd6 mediante pruebas no
paramétricas debido a que no se acomoda el indice de varianza debido a la naturaleza y
tamario de la muestra.

Cuadro 4. Variables Analizadas

NOMBRE TIPO DE NATURALEZA NIVEL DE
VARIABLE MEDICION

Embriones vivos Dependiente Cuantitativa Razon

Embriones muertos | Dependiente Cuantitativa Razon

Moles Dependiente Cuantitativa Razon

Tres dosis Independiente Cuantitativa Razon

Roundup

En los analisis de genotdxicidad/citotoxicidad mediante la prueba de Letales Dominantes a
nivel de células germinales (espermatidas) se identifico el efecto letal sobre éstas, de los
diferentes tratamientos empleados en el estudio comprenden un control negativo (Agua
destilada), tres dosis experimentales de “Roundup” (baja, media, alta) y un control positivo
(Ciclofosfamida).

Debido a que los datos originales se registraron en forma de nimero de moles, numero de
embriones vivos y nimero de embriones muertos (datos enumerativos), se decidié realizar
el andlisis estadistico utilizando la prueba de Kruskan Wallis y la prueba de Duncan para
datos no paramétricos que permite identificar si existe o no diferencia significativa entre los
embriones muertos, moles y total de muertos post-implante de los diferentes tratamientos
empleados en la investigacion.
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7. RESULTADOS

En la evaluacion de los efectos toxicos, citotoxicos/genotdxicos del plaguicida Roundup se
emplearon células germinales en estadio de espermatida de raton.

7.1 ANIMALES

Los ratones Mus musculus se adquirieron de una calidad microbiolégica certificada por
VECOL, en Optimas condiciones de salud, con edades entre 8-12 semanas y un peso
promedio de 35 gramos. Las pruebas se realizaron con un buen grado de confiabilidad,
puesto que se tratd de eliminar las variables individuales de los animales al maximo.
Durante el tiempo de experimentacion los animales se mantuvieron saludables y en 6ptimas
condiciones ambientales y de asepsia. Un total de 388 ratones fueron empleados.

7.2 PRUEBA DE TOXICIDAD

En los diversos ensayos para hallar la dosis letal cincuenta, los sintomas de toxicidad que
presentaron los roedores al ser tratados con el Roundup, en las concentraciones por encima
de la dosis 6991,8 mg/Kg (DLso), fueron hiperactividad excesiva en los primeros minutos
después del tratamiento, seguido de un estado de pasividad repentina, en algunos de ellos
se genero diarrea con sangre, asi como secrecion de sangre por los ojos y por los oidos,
terminando con la muerte del animal.

En los grupos tratados con la DLso, los ratones presentaron fuertes sintomas de toxicidad
como: contracciones abdominales, agresividad, hendiduras peritoneales, hiperactividad,
inflamacion en su cuerpo, perdida de peso, perdida de coloracion de orejas y cola,
respiracion lenta, movimientos descoordinados, pelo erizado y lagrimeo. Después de dos
horas de haber sido tratados presentaron un estado de pasividad y somnolencia. Luego de
24 horas iniciaron su recuperacion, normalizando sus funciones motrices.

Los sintomas de toxicidad en los grupos tratados con la dosis maxima tolerada (Dosis alta),
aunque fueron fuertes, similares al de la DLso, en estos grupos no se presentaron muertes de
los animales. Los sintomas fueron disminuyendo en los grupos tratados con las dosis media
y baja en los cuales los sintomas de toxicidad fueron leves y casi nulos respectivamente,
generandose un corto periodo de pasividad, después del cual volvieron a su estado normal.

7.2.1 Dosis Letal Cincuenta (DLso): Como la DLso del Roundup en ratones no fue posible
encontrarla en la literatura cientifica, se tomé como base la DLso del Roundup en ratas via
oral, 5000 mg/Kg (WHO, 1994). Después de realizar varios ensayos con varias
concentraciones del plaguicida en diferentes grupos de ratones, de dos, cuatro, seis y diez;
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la Dosis Letal Cincuenta establecida en ratones Mus musculus, via oral como dosis Unica
por cinco dias fue de 6991,8 mg/ Kg de peso corporal (ver tabla 3).

Tabla 3. Porcentaje de Letalidad Inducida a Diferentes Concentraciones del Roundup
para Determinar la DLsg

DOSIS mg/Kg DE % DE
ROUNDUP LETALIDAD
5000 0
10187,7 100
9801,2 75
8161,3 67
6991,8 50

En la tabla 3, se aprecia una relacion dosis-efecto o asociacién positiva entre la dosis
administrada y el porcentaje de letalidad, el porcentaje de letalidad es proporcional al
incremento de la dosis.

7.2.2 Dosis Maxima Tolerada (DMT): Segln Salomone and Heddle, (1983) la DMT se
define como el 80% de la DLso establecida, la cual fue calculada en 5593,44 mg/Kg. Esta
dosis fue evaluada en grupos de seis ratones, durante cinco dias después del tratamiento, y
no se presentd la muerte de los animales, aunque si se observaron fuertes sintomas de
toxicidad. La DMT fue seleccionada como la dosis experimental alta de exposicién, para
realizar la prueba de Letales Dominantes.

7.3 SELECCION DE DOSIS EXPERIMENTALES

Para la prueba de Letales Dominantes se emplearon tres dosis experimentales del
plaguicida Roundup, en dosis Unicas, la Dosis Maxima Tolerada de Roundup se selecciond
como la dosis alta, 5593,44 mg/Kg; la dosis media se tom6 como el 50% de la DMT,
2796,72 mg/Kg; y la dosis baja como el 50% de la dosis media seleccionada (25% de la
DMT), 1398,36 mg/Kg (ver tabla 4)

Tabla 4. Resultados Dosis Letal Cincuenta, Dosis Méaxima Tolerada y Dosis
Experimentales seleccionadas

DOSIS
PRUEBA ROUNDUP mg/Kg
DLso 6991.8
DMT 5593.44
Dosis Baja 1398,36
Experimentales Media | 2796.72
Alta 5593.44
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7.4 PRUEBA LETALES DOMINANTES (LD)

7.4.1 Registro de letalidad dominante post-implantacion: Para establecer el indice de
Letales Dominantes (LD) en las hembras prefiadas, de trece dias de gestacion, apareadas
con animales machos y luego de haber transcurrido 16-20 dias del tratamiento, se observo
y registro el estado de los embriones producto de la fertilizacion por espermatozoides que,
en el momento del tratamiento de los animales, se encontraban en el estadio de
espermatidas (células objeto de la evaluacion) (Oakberg, 1956).

Figura 4. Embriones vivos, tratamiento grupo control negativo (agua de grifo)

Embriones vivos

Figura 5. Muertes tempranas post-implantacion (Moles) inducidas por el plaguicida
“Roundup” a dosis baja, en espermatida de raton Mus musculus
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Figura 6. Muertes tardias post-implantacion, inducidas por el plaguicida “Roundup”
a dosis media, en espermatida de raton Mus musculus

|

Embrion vivo

Embrion muerto

Figura 7. Muertes tempranas post-implantacion (Moles), inducidas por el plaguicida
“Roundup” a dosis alta, en espermatida de ratén Mus musculus

\ Embrion vivo
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Figura 8. Muertes tempranas post-implantacion (Moles), inducidas por la
Ciclofosfamida (control positivo) sobre espermatida de raton Mus musculus

Embrion vivo

|

Embrion vivo

La desigualdad en el numero de ratones hembras por tratamiento, se debié a que todas las
hembras incluidas en el experimento no respondieron al apareamiento o fecundacion (ver
tabla 5).En la Tabla 6, se registran los indices de moles, embriones muertos y mortalidad
total (muertos + moles), con su respectiva medida de variabilidad (error estandar) y
significancia estadistica, identificados al analizar entre 6 a 14 ratones hembras prefiadas,
por cada tratamiento.

El andlisis de los marcadores de letalidad dominante (moles y embriones muertos) se hizo
después de haber sido apareadas durante un periodo de cinco dias con ratones machos
tratados con dosis unicas del plaguicida “Roundup”, a las concentraciones de: 0 mg/Kg
(control negativo, solvente puro), 1398,36 mg/Kg (concentracion baja), 2796.72 mg/Kg
(concentracion media), 5593.44 mg/Kg (concentracion alta) y 50 mg/Kg de
Ciclofosfamida (control positivo).

Debido a que los datos no cumplen con la asuncion de normalidad (Shaphiro-WilK:
p<0.05) e igualdad de varianza (Levene: p<0.05) y al pequefio tamafio de la muestra (n), los
datos se analizaron mediante prueba de significancia estadistica no parameétrica, con un
nivel maximo de significancia de 0,05.
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Tabla 5. Porcentaje de Fertilidad Inducida a Diferentes Dosis de “Roundup”

DOSIS NUMERO DE | NUMERO DE % DE
GRUPOS | TRATAMIENTOS .y HEMBRAS HEMBRAS FERT"ILIDAD
9"9 | APAREADAS | PRENADAS
Control Agua 0 42 14 33,33
Negativo
Experimental | Dosis Baja Roundup 1398,36 42 6 14,29
Dosis Media Roundup | 2796.72 | 42 12 28,57
Dosis Alta Roundup 5593.44 | 42 7 16,67
Control Ciclofosfamida 50 42 14 33,33
Positivo
TOTAL 5 420 53

Tabla 6. indice promedio (i) de Moles (M), Embriones Muertos (EM) y Mortalidad
Total (MT), con su respectivo error estandar (EE) y significancia estadistica (P)

GRUPOS

TRATAMIENTOS

DOSIS

X, EEr n
mg/Kg *EE
Moles Embriones Mortalidad
Muertos Total
Control Agua 0 0,000 + 0,00 0,000 +£0,00 | 0,000+0,00 | 14
Negativo
Experimental | Dosis Baja Roundup 1398,36 | 0,112+ 0,09 | 0,000 +0,00 | 0,112+0,09° | 6
Dosis Media Roundup | 2796.72 | 0,006 £ 0,005 | 0,059 +0,02 | 0,064+0,02 | 12
Dosis Alta Roundup 5593.44 | 0,012 £ 0,01 0,072+0,03 | 0,084+0,03 |7
Control Ciclofosfamida 50 0,000 + 0,00 0,131 +0,04° | 0,13 + 0,04¢ 14
Positivo
P 0,066 0,006 0,014

* [ndice promedio con su Error Estandar, identificado entre 11 — 15 implantes/ hembra, resultado de analizar

n ratones hembras.
P = Significancia estadistica segun la prueba de Kruskal-Wallis.

@ Tratamiento con el valor més alto que difiere significativamente del resto de tratamientos, segin prueba de

Duncan.

b Tratamiento con el valor mas alto que difiere significativamente del control negativo y de la concentracion

baja, segun prueba de Duncan.

¢ Tratamientos con los valores mas alto que difieren significativamente del control negativo, segdn prueba de

Duncan.
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En la tabla 6, se observa que el tratamiento de Roundup con el valor mas alto de Mortalidad
Total fue la dosis baja. Los resultados de esta dosis comparados con los resultados del
control positivo (tratamiento que como es de esperarse, dio significativamente positivo), no
coinciden, en cuanto al efecto para cada biomarcador. Es asi como para Moles, la dosis baja
de Roundup fue la mas letal, en la cual, al tratar ratones machos con 1398,36 mg/Kg de
Roundup, indujo en los ratones hembras apareadas, un indice de moles significativamente
mayor que en el resto de tratamientos, seguin la prueba de Duncan (ver figura 9). Para
Embriones Muertos, en cambio, el tratamiento mas letal fue cuando los ratones machos
tratados con el control positivo, a una concentracion de 50 mg/Kg, se aparearon con ratones
hembras e indujeron una mortalidad significativamente mayor a la observada en el control
negativo (0 mg/Kg) y en la dosis baja del Roundup (1398,36 mg/Kg) (ver figura 10). En el
indice de Mortalidad Total (embriones muertos + moles), los tratamientos mas letales
fueron: la concentracion baja y el control positivo, los cuales indujeron un indice de
mortalidad significativamente mayor al observado en el control negativo (ver figura 11).

Segun la prueba de Kruskal-Wallis, los indices promedio de Moles por hembra obtenidos
en los diferentes grupos tratados a diferentes dosis del plaguicida Roundup, no alcanzan a
ser estadisticamente significativos (P= 0,066), sin embargo, como se expreso anteriormente,

en la dosis baja se observo un incremento en la frecuencia (¥) de Moles que resulto ser
significativamente mayor (prueba de comparaciones multiples de Duncan) que el resto de
tratamientos. Los indices promedios de Embriones Muertos por hembra y los indices totales
de Mortalidad Total (muertes post-implantacion) por hembra, presentaron valores
estadisticamente significativos, P=0.006 y P=0,014 respectivamente.

En el grupo control negativo los animales fueron tratados con agua, solvente utilizado para
preparar las soluciones del plaguicida “Roundup”. No se registrd6 Letalidad Dominante
(Embriones Muertos o Moles) por lo cual el indice promedio de Mortalidad Total (muertes
post-implantacion) en este grupo fue nulo (ver figura 11).

El indice promedio de Mortalidad Total (muertes post-implantacién) por hembra, en los
grupos tratados con las dosis del plaguicida “Roundup”, arroja un valor de 0.112+0.09 para
la dosis baja, decrece a un valor de 0.064+0.02 para la dosis media y asciende a un valor de
0.084+0.03 para la dosis alta, siendo el grupo tratado con la dosis baja (1398,36 mg/Kg) el
que registré el mayor indice promedio de Mortalidad Total por hembra, el cual es similar al
indice promedio registrado en el control positivo. En consecuencia, no es posible afirmar
que exista una relacion “dosis-efecto” debido a que el mayor indice fue observado en la
concentracion baja (1398,36 mg/Kg) y el menor indice en la concentracion media (2796.72
mg/Kg). Como control positivo se empled el mutdgeno Ciclofosfamida a la concentracion
de 50 Mg/Kg, induciendo un indice de Mortalidad Total por hembra de 0.13+0,04 (ver
figura 11).
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Teniendo en cuenta que, segun la significancia estadistica registrada mediante la prueba de
Kruskal-Wallis (P=0,066), los indices promedio de Moles por hembra, obtenidos en los
distintos grupos tratados a diferentes concentraciones del plaguicida “Roundup”, no son
estadisticamente significativos, se concluye, basandose en los indices de Mortalidad Total
de embriones registrados a la dosis baja, que el Roundup es citotéxico/genotdxico in vivo a
nivel de la espermatogénesis en ratones machos tratados con Roundup, que al fecundar a
ratones hembras, genera letalidad en los descendientes durante su desarrollo uterino. La
letalidad inducida por la dosis baja de Roundup es tan alta como la del control positivo,
pero con “blancos” diferentes a nivel del desarrollo embrionario. Sin embargo, en esta
investigacion no se evidencio efecto citotoxico/genotoxico de las dosis 2796,72 y 5593,44
mg/Kg de Roundup (dosis media y alta), las cuales indujeron indices promedios de
Mortalidad Total de 0,064 y 0,084 respectivamente, que no difieren significativamente del
control negativo.

Figura 9. Indice de Moles por efecto del plaguicida “Roundup” sobre espermatidas de
ratones tratados
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S
TRATAMIENTOS
O Control Negativo O 1398,36 mg/Kg dosis baja
0 2796.72 mg/Kg dosis media 0 5593.44 mg/Kg dosis alta
@ Control Positivo
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Figural0. Indice de Embriones Muertos por efecto del plaguicida “Roundup” sobre

espermatidas de ratones tratados

m O moO — 0O 2 —
DO dTTmMmcZouomzZ0—XDDwmEZm

0,14
0,12

01
0,08
0,06
0,04

0,02

TRATAMIEN TO

O Control Negativo

02796.72 my/Kg dosis media

@ Control Positivo

0 1398,36 mg/Kg dosis baja
0 5593.44 mg/Kg dosis alta
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Figura 11. indice de Mortalidad Total (Embriones muertos + moles) por efecto del
plaguicida “Roundup” sobre espermatidas de ratones tratados

0 TRATAMIENTOS
O Control Negativo [0 1398,36 mg/Kg dosis baja
02796.72 mg/Kg dosis media 0 5593.44 mg/Kg dosis alta

@ Control Positivo
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8. DISCUSION

El uso extensivo del plaguicida Roundup en la erradicacion de cultivos ilicitos, entre otros,
especialmente en el sur occidente colombiano (Cauca, Narifio, Putumayo), es objeto de
polémica por sus efectos adversos para otros cultivos, la salud humana, los animales y otras
formas de vida (Maldonado et al, 2002). La informacion contradictoria sobre los efectos
toxicos, citotdxicos y genotdxicos del Roundup, en la literatura cientifica, ha motivado a la
realizacion de este estudio titulado “Evaluaciéon de los efectos Toxicos,
Citotdxicos/Genotdxicos in vivo del Roundup (glifosato) mediante la prueba de Letales
Dominantes en ratén (Mus musculus)”. Se encuentra mucha informacion, sobre los efectos
toxicos a corto plazo, ocasionados por el Roundup en diferentes sistemas bioldgicos, pero
la informacion sobre los efectos citotoxicos y genotdxicos (mutagénicos, carcinogénicos,
teratogénicos) es deficiente y contradictoria (ver cuadro 2). ElI Roundup contiene
ingredientes activos (glifosato), compuestos inertes o surfactantes que pueden tener un
efecto aditivo, sinérgico o potenciador del ingrediente activo. Debido a que la toxicidad de
los plaguicidas muestra diferencias cuando se emplean los ingredientes activos y la
formulacién comercial, es de gran importancia evaluar la genotoxicidad del Roundup que
es el que realmente se aplica a los cultivos.

Una variedad de organismos tales como moscas, ratones, ratas, hamster y cobayos, han sido
usados para la prueba de Letales Dominantes, sin embargo los ratones son los organismos
mas empleados, para la experimentacién y la evaluacion de los efectos genotdxicos
(mutagénicos, carcinogenicos y teratogénicos) de sustancias (Lyon and Smith, 1971; Green
et al , 1987), debido a la gran similitud en el metabolismo de los ratones, que a menudo
responde a los quimicos toxicos de manera similar que los humanos, caracteristica que los
hace un modelo animal de experimentacion adecuado (Rhomberg et al , 1990). Ademas, los
ratones ofrecen ventajas para la investigacion por su alta frecuencia de apareamiento, ya
que presentan desarrollo y periodo de gestacion cortos (17-21 dias) y alto nimero de
implantes (aproximadamente de 10 a 15 implantes por hembra) (EPA, 1998). Se han
realizado varios estudios en ratones Mus musculus con la prueba de Letales Dominantes,
evaluando drogas, plaguicidas, quimicos carcinogénicos (Ciclofosfamida, Mitomicina C,
Bleomicina, entre otros, ver cuadro 1).

En la realizacion del presente estudio, las condiciones para el mantenimiento de los
animales, mencionadas en la metodologia, se implementaron teniendo en cuenta las
recomendaciones de los protocolos de Whorton and Elbert, (1981); EPA, (1998) y los
trabajos de investigacion desarrollados por autores como Tyl and Friedman, (2003),
Chamorro et al , (2003); Barnett and Lewis, (2003); Sign, Kumar and Jha, (2003);
Dallegrave et al , (2003) y Brake and Evenson, (2004). El Bioterio de la Universidad del
Cauca, lugar donde se desarrollé el estudio, aunque no es el 6ptimo, por ser una edificacion
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nueva y construida para el mantenimiento de animales, tiene las condiciones requeridas,
para realizar este tipo de estudios.

La prueba de Letales Dominantes es una prueba indirecta que puede ser realizada en
animales machos y hembras, sin embargo, se utiliz ratones machos, porque estos poseen
periodos gametogénicos rapidos y numerosos, lo cual los convierte en una poblacién
eficiente para evaluar el plaguicida. Los estudios que utilizan prueba de Letales
Dominantes por lo general no se realizan en hembras debido a que en estas los efectos
hormonales sistémicos pueden influenciar en la ovulacion, fertilizacion, implantacion y
crecimiento de los embriones, dificultando la interpretacion de los resultados obtenidos a
nivel cito/genético (Maxwell and Newell, 1973; Verschaeve y Léonard, 1984; Mattison y
Thomford, 1989).

El nimero de animales empleados en el estudio fue establecido segin Whorton and Elbert,
(1981) y la EPA, (1998), que sugieren utilizar como minimo 30-50 hembras por grupo de
estudio, para ser analizadas. Se aparearon 14 machos y 42 hembras (en relacién 1:3,
respectivamente) por cada grupo de estudio, con el propdsito de obtener aproximadamente
420 implantes (Whorton and Elbert, 1981). Por presentarse un bajo porcentaje de fertilidad
en el estudio, se obtuvieron un promedio de 138 implantes por grupo de estudio. El periodo
de apareamiento fue de 5 dias, tiempo en que se presume los machos prefian a las hembras
(Chamorro et al, 1999; Herbold et al, 2001). La relacion de apareamiento (1:3) se eligio
segun los investigadores Ray and Hyneck (1973); Dean and Johstone (1977) y Ehling et al
(1978), quienes afirman que la proporcion ideal de apareamiento es desde 1:2 hasta 1:3
para machos de alta fecundidad.

La mayoria de los estudios que evallan sustancias in vitro o in vivo, por lo general se
realizan en células somaticas (linfocitos, eritrocitos, células de médula 6sea), valorando los
efectos en el organismo en si, pero son escasos los estudios en células germinales, que,
ademas, de valorar el dafio en este tejido, advierten sobre los efectos adversos en las futuras
generaciones. La evaluacion de sustancias en celulas germinales con la prueba de Letales
Dominantes es poco comun, lo que corrobora la falta de bibliografia en la evaluacion del
Roundup por medio de esta prueba. Siendo una prioridad evaluar los efectos de este
plaguicida, estudios como el presente en células germinales son de gran importancia por el
interés que despiertan hacia el conocimiento de sus efectos, en este caso al hacer una
relacion (extrapolar resultados) entre los sistemas raton-humano, se puede prevenir
enfermedades, protegiendo la salud individual y la salud de las futuras generaciones.

Teniendo en cuenta el nimero limitado de animales, recursos econdémicos y materiales
disponibles, se selecciond unicamente un estadio de la espematogénesis para la evaluacion
del Roundup. Se escogid el estadio de espermatida porque en otros estadios como en la
espermatogonia, las células son altamente sensibles a la muerte celular, por lo que
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imposibilitan la evaluacion de las sustancias (Alder, 1997), el estadio de espermatocitos
tienen poca sensibilidad segun Barnett y Lewis, (2003), mientras que las espermatidas son
la fase celular méas sensible para evaluar toxicos (Schimenti, Hanneman and schimenti,
1997) ya que en este estadio las células desarrollan procesos bioguimicos complejos y
graduales de diferenciacion morfolégica para originar los espermatozoides (Erickson, 1990;
Witt and Bishop, 1996). Ademas, el estadio de espermatida consume una mayor cantidad
de oxigeno y de energia por lo cual requiere de elementos nutricionales del medio. De lo
anterior se deduce que al interactuar el quimico con estas células este podria alterar su
bioguimica asi como la morfologia del espermatozoide afectando su funcién ya que la
espermatida tiende a alargarse ademas, de iniciar el proceso de la formacion de la cola (ver
figura 1 y anexo E). También se conoce que durante el periodo de espermétida hay ausencia
de procesos de reparacion del ADN (Witt y Bishop, 1996), luego si el quimico lesiona al
ADN puede dar origen a mutaciones y estas en el estadio de espermatozoides se
mantendrian, afectando el normal desarrollo del futuro embrién. Sega (1974), indica que
existen diferencias marcadas en cuanto a la exposicion de las espermatidas vy
espermatozoides ya que las espermatidas se encuentran protegidas dentro de una barrera
fisiologica formada por las células de Sertoli, mientras que los espermatozoides se
encuentran fuera de ella, en el epididimo; esto hace que las células objeto de evaluacion se
encuentren menos expuestas a las sustancias del tratamiento, una vez administrado a los
animales. Lo anterior es muy relevante ya que si una sustancia afecta las células en estadio
de espermatida sugiere que esta es muy toxica al penetrar la barrera de proteccién
fisioldgica de las células de Sertoli.

La administracion del tratamiento se hizo por la via oral, mediante el método de gavage,
método comunmente utilizado para evaluar plaguicidas en ratones (Tyl and Friedman,
2003; Dallegrave et al, 2003). Para la administracion del tratamiento se empleo la via oral,
por ser la forma de exposicion mas frecuente en que las personas entran en contacto con el
Roundup, quienes lo pueden consumir a través del agua y los alimentos fumigados. Muchos
investigadores en la evaluacion de sustancias con animales, han sido fuertemente criticados
ya que la via de exposicion que han utilizado ha sido la administracion intraperitoneal,
luego los efectos en el organismo de una sustancia a traves de esta via es muy diferente a
los efectos generados por la via oral, dado a que esta ultima involucra, ademas, el proceso
de la digestion. Debido a que la administracion oral es la via que méas se acerca a la
realidad, los resultados de esta investigacion permiten hacer una relacion mas precisa con
los posibles efectos que se puedan generarse en los humanos expuestos.

Uno de los estudios que mas a evaluado el glifosato, el Roundup y sus componentes es el
de Williams et al, (2000), quienes reportan un cuadro de estudios sobre los efectos
genotoxicos de estas sustancias. Este cuadro muestra un resumen de estudios con resultados
positivos, negativos y contradictorios, lo cual pone en duda la inocuidad de este plaguicida,
generando mas polémica acerca de los verdaderos efectos del Roundup. Ademas, se reporta
solo un estudio con la prueba de Letales Dominantes, lo que incentiva a realizar mas
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estudios, en especial en células germinales, para esclarecer la realidad de los efectos de este
y otros plaguicidas.

La toxicidad de los plaguicidas muestra diferencias cuando se evalGan los ingredientes
activos y la presentacion comercial, ya que esta ultima contiene, ademas, de los
ingredientes activos, compuestos inertes o surfactantes que pueden tener un efecto aditivo,
sinérgico o potenciador del ingrediente activo (Gold and Ames, 1990). El presente estudio
muestra la importancia de evaluar los efectos de la formulacion comercial de Roundup, que
es con el que realmente se fumiga. Adam et al, (1997) y la Organizacién Mundial de la
Salud, concluyen que la toxicidad del glifosato aumenta cuando la sustancia se combina
con el surfactante (POEA) Marc et al, en el afio 2002 realizaron un estudio en erizo de mar
en etapa de division embrionaria e indicaron que el Roundup afecta la regulacién de ciclo
celular, retrazando la activacion de la CDK1/ciclina B de la cinética de la primera division
celular. Considerado la universalidad entre especies de la regulacion de la CDK1/cyclina B,
estos resultados cuestionan la seguridad del Roundup en la salud humana. Gémez (2003),
describe que el Roundup contiene aditivos engafiosamente llamados “inertes” como el
surfactante polioxietilenoamina (POEA), acidos organicos e isopropilamina, quienes
potencian el efecto del ingrediente activo (glifosato), ademas el glifosato al degradarse en el
ambiente produce 4&cido aminometilfosfonico (AMPA), el cual es tdéxico. Los
investigadores se sorprenden al constatar que siempre el Roundup es mas téxico que su
ingrediente activo (glifosato) y sugieren que la presencia de coadyuvantes en el Roundup
refuerzan la acumulacion del glifosato; Richard en el 2005, mostraron que el glifosato es
toxico en células de placenta humana en concentraciones bajas y que este efecto aumenta
con la concentracion y el tiempo o con la presencia de coadyuvantes del Roundup.

Los sintomas tdxicos que manifestaron los animales en este estudio luego de los
tratamientos con el Roundup fueron: agresividad, hiperactividad, movimientos
descoordinados, falta de equilibrio, diarrea, irritacion en o0jos, hemorragia nasal,
contracciones abdominales, inflamacion corporal, lagrimeo, los cuales son similares a los
reportados por varios autores al evaluar el Roundup o el glifosato en humanos y otros
sistemas.

Existen varios estudios que corroboran la toxicidad del Roundup, se encuentran los
reportados por el Instituto Health and safety excecutive, (1995) y Pesticida Monitoring
Unit, (1993), en el Reino unido, que registraron que el glifosato ha sido uno de los
principales responsables de accidentes de toxicidad. La agencia de proteccion de los
Estados Unidos (EPA, 1993) reporta que el glifosato es el plaguicida que mas dafios causa,
relacionados con efectos oculares a los trabajadores que lo manipulan. Investigadores como
Adam et al, (1997); Maldonado, (2002) e Ibafiez, (2002) sostienen que la gran mayoria de
la poblacion expuesta al Roundup presentan una sobreestimulacion del sistema nervioso
central, dolor de cabeza, mareos, nauseas, vomitos, dolor de estomago, diarrea, debilidad,
estrés, irritacion en ojos, irritaciones dérmicas, hemorragia nasal, problemas respiratorios,
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aumento de la presion sanguinea y reacciones alérgicas. Gémez, en el afio 2003, reporta
sintomas similares a los anteriores en personas intoxicadas por envenenamiento. Los
estudios de Teratogénicidad mostraron que la administracion oral de dosis altas de glifosato
durante el embarazo a ratas Charles River, del dia 6 al 19 de gestacién y a conejos del dia 6
al 27, causo toxicidad materna. Los mayores efectos observados fueron la muerte de los
embriones y aumento en el nimero de fetos con la osificacién reducida (WHO, 1994).
Szarek et al, (2000), evaluaron el efecto del Roundup en hepatocitos de la carpa (Cyprinus
carpio) y concluyeron que el plaguicida es toxico para la carpa en las concentraciones
aplicadas. Dallegrave et al, (2003), indican que el Roundup es tdxico e induce retraso en el
desarrollo del esqueleto fetal en ratas.

Los resultados obtenidos sobre los efectos de una sustancia con la prueba de Letales
Dominantes no se pueden caracterizar Unicamente como respuesta a dafios genéticos, ya
que los efectos citotoxicos no pueden ser excluidos, lo anterior conlleva a caracterizar los
resultados como un efecto citotoxico/genotdoxico en células germinales.

En este estudio, los indices de Letalidad Dominante (mortalidad total) en los grupos de
ratones tratados a las concentraciones de 0 mg/Kg (agua, control negativo), 1398,36 mg/Kg
(concentracion baja), 2796.72 mg/Kg (concentracion media), 5593.44 mg/Kg
(concentracion alta) y 50 mg/Kg de Ciclofosfamida (control positivo); fueron de 0,000;
0,112; 0,064; 0,084 y 0,13; respectivamente. Segun la significancia estadistica de Duncan
la dosis baja fue la unica que indujo un indice significativo de dafio Letal Dominante en las
condiciones de este estudio. En forma sorpresiva las dosis media y alta mostraron un
descenso en el indice de letalidad (ver tabla 6 y figura 10), las cuales indujeron indices
promedios de mortalidad de que no difieren significativamente del control negativo. Los
indices de letalidad indican que no se da una respuesta dosis-efecto, contrario al estudio
realizado por Dallegrave et al, 2003, quien evalud la teratogenicidad del Roundup (oral) en
ratas gestantes, a diferentes concentraciones, las cuales generaron alteraciones, mostrando
una relacion dosis-efecto. EI Roundup en esta investigacion indujo mutaciones Letales
Dominantes estadisticamente significativas en ratones machos a la concentracion baja,
luego se concluye que el Roundup es citotoxico/genotoxico in vivo, en células germinales
de ratones Mus musculus, en las condiciones particulares dadas en este estudio. La letalidad
inducida por la dosis baja es tan alta como la del control positivo, pero con “blancos”
diferentes a nivel de desarrollo embrionario (mayor nimero de muertes tempranas, moles,
para la dosis baja y mayor niUmero de muertes tardias para la ciclofosfamida).

Los resultados de genotoxicidad obtenidos en este trabajo concuerdan con los de Rank
(1993), que en Allium cepa observé un aumento significativo de alteraciones cromosomicas
luego del tratamiento con 1.44 y 2.88 mg/L de Roundup, efecto que no se observd al
evaluar su componente activo (glifosato). Peluso (1998), revela que el Roundup induce
aductos en el ADN en los rifiones e higado de ratones tratados con 600 mg/Kg del
plaguicida. La evaluacién del ingrediente activo del Roundup no evidencié formacion de
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aductos en el ADN, lo que permite predecir que el dafio se debi6 a otro u otros
componentes de la mezcla del plaguicida. EI Roundup es particularmente peligroso, debido
a que este producto comercial posee un agente surfactante, el 1,4-dioxano, que se estima es
diez veces mas carcinogénico que la misma sal de glifosato (Molina, 1995). Bastidas y
GOmez en 1999, evaluaron el potencial mutagénico de la mezcla Roundup; Arsenal e Inex
con la prueba de Ames presentando resultados mutagénicos para las cepas TA 100, en la
concentracion inferior. Galindo (1996), evidencié dafio genético representado en una
frecuencia significativamente alta de Intercambio de Cromatidas Hermanas (ICH/metafase)
a la dosis mas baja empleada de tratamiento con Roundup (50 mg/Kg) e incremento dosis-
dependiente en la frecuencia de células alteradas (Alteraciones cromosdmicas) en ratones
tratados (50, 100 y 150 mg/Kg de Roundup). Hardell and Ericsson (1999), revela la
relacion entre glifosato y Linfoma No Hodgkin (LNH). Los investigadores sostienen que la
exposicion al plaguicida puede incrementar los riesgos de desarrollar esta enfermedad, no
obstante, las bases moleculares que soportan la asociacion entre la exposicién a este
plaguicida y el riesgo de LNH no se han logrado esclarecer. Estudios sobre mutagénesis
requeridos para el registro del glifosato por lo general no han mostrado accion mutagénica,
pero los resultados son diferentes cuando los estudios se realizan con férmulas comerciales
en base a glifosato (Kaczewer, 2001).

Maldonado et al (2002), reveld6 en un estudio de monitoreo genético en una poblacion
expuesta a las fumigaciones aéreas, que el Round Up Ultra produce un dafio genético
significativo considerable; analizé linfocitos de sangre periférica mediante la prueba de
Alteraciones Cromosomicas y la prueba Cometa, encontrando aproximadamente un
promedio de 48 % de células dafiadas en la poblacién donde no deberia haber mas de un
5%. Guerrero y Mufioz, en el 2003 evaluaron el Roundup in vivo mediante la prueba de
Micronucleos en branquias de Oreochromis niloticus, registrando un nimero promedio de
micronucleos estadisticamente significativo en las concentraciones de Roundup (0,003;
0,006; 0,012 mL/L) mostrando una respuesta dosis-efecto. Aunque los resultados positivos
de efecto Letal Dominante presentados en este estudio dieron a una concentracion superior
a las utilizadas en los estudios anteriormente mencionados, deben tenerse muy en cuenta ya
que a diferencia de la mayoria, la administracion del plaguicida fue por via oral. Ademas,
como el Roundup dio citotoxico/genotdxico a bajas dosis, mientras que a las dosis
superiores no, se podria pensar que a menores dosis podrian aumentar los efectos adversos.

Segun las especificaciones de uso del plaguicida que vienen en la etiqueta del producto
comercial Roundup para fumigacion casera (200 mL por 20 litros de agua) y segun la
cantidad especificada para las fumigaciones aéreas (23,4 L por 1700 L/hectarea), la
poblacién no estaria expuesta a grandes concentraciones del plaguicida por fumigacion, no
obstante, las fumigaciones son periddicas y por largos periodos de tiempo, lo que permite
predecir que los organismos a pesar de exponerse a bajas concentraciones, estas al ser
constantes podrian causar dafios sistémicos por bioacumulacion del producto. Segin a
denunciado la investigadora colombiana Elsa Nivia en un informe publicado en 2001
titulado “Las fumigaciones sobre cultivos ilicitos si son peligrosas”, en los Estados Unidos
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se recomienda para cultivos agricolas el uso del Roundup en concentraciones del 1%, solo
sobre las malezas y con equipo de proteccion. En Colombia se estd usando el Roundup
Ultra en concentraciones de hasta el 26%, via aérea, fumigandose de manera indiscriminada
sobre alimentos, fuentes de agua, personas y animales.

Si  bien en esta investigacion el Roundup en bajas concentraciones dio
citotoxico/genotoxico en células germinales (espermatidas), los resultados no son
concluyentes debido al bajo porcentaje de fertilidad de los animales. No fue suficiente el
namero de embriones para tener un buen tamafio de la muestra que permitiera tener un
adecuado poder estadistico. No obstante, estos resultados alertan sobre los potenciales
efectos del Roundup en células germinales y en consecuencia los efectos adversos en las
futuras generaciones, ya que ponen en duda la inocuidad del plaguicida en células
germinales y sugieren que el Roundup debe ser considerado como un plaguicida
potencialmente dafiino para la salud humana.

Las hembras empleadas en el experimento registraron un bajo porcentaje de fertilidad en
todos los grupos de tratamiento incluyendo el control negativo (tratamiento con agua). A
pesar de contar con un grupo de animales de fecundidad certificada (VECOL) y de haber
tenido en cuenta las recomendaciones de distintos protocolos para el mantenimiento de los
animales en el bioterio, ademas de que la asepsia fue un parametro tenido en cuenta para la
realizacion del estudio, se descarta la posibilidad de que dicho porcentaje se deba al
tratamiento con el plaguicida, ya que la prefiez baja también fue observada en el grupo
control negativo. Ningun animal manifesté sintomas de enfermedad. Por lo anterior se
presume que el causante del bajo porcentaje de prefiez pudo haber sido el estrés de los
animales, los cuales por los factores estresantes que son desconocidos, por instinto pudieron
haber desequilibrado su ciclo reproductivo, inhibiendo el apareamiento, debido a las
condiciones no optimas para la procreacion y el desarrollo de la especie.

Estudios han mostrado que el estrés puede desencadenar un desequilibrio fisiologico
terminando en una reduccion en la productividad de los ratones: Juan José Borrego,
profesor titular de microbiologia de la Universidad de Malaga testifica que el estrés
disminuye la capacidad del sistema inmunoldgico para contrarrestar las enfermedades
infecciosas; en otra investigacion sobre cancer de piel, se hall6 que ratones que fueron
sometidos a factores estresantes desarrollaron cancer en la piel en menos de la mitad del
tiempo que en ratones que no estaban sometidos al estrés, después de exponerlos a rayos
ultravioleta (Johns Hopkins Medical Institutions, 2004) y en otro estudio se encontr6 que el
estrés es un inductor de aborto en ratones (Gasawara y Furukawa, 2002). Lo anterior nos
indica que el estrés es un factor muy poderoso que afecta a los organismos desequilibrando
sus funciones, reduciendo su productividad, en el caso del presente estudio, hipotéticamente
inhibiendo la reproduccion en la mayoria de los animales.
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Los indices de letalidad dominante estadisticamente no significativos arrojados en los
grupos tratados con Roundup con las dosis media y alta, pueden haberse presentado por el
desencadenamiento del mecanismo de defensa de los ratones que a estas dosis, estimularon
un aumento de la secrecion en el higado de las enzimas detoxificantes como la glutation S-
transferasa (GST) la cual redujo los metabolitos tdxicos del Roundup en el sistema,
disminuyendo su potencial genotéxico. La enzima GST de la fase Il del metabolismo
reacciona con los metabolitos intermediarios de las sustancias quimicas, inhibiendo asi la
formacion de enlaces covalentes con macromoléculas como el ADN. EI mecanismo por el
cual los seres vivos, ademas, de poseer un sistema enzimatico de bioactivacion de
compuestos también puede reaccionar ante la exposicion de un plaguicida con la liberacion
de enzimas de detoxificacion, como la GST (Farber, 1990). Resultados de estudios con
plaguicidas como el endosulfan, mostraron que esta sustancia potencia significativamente
la actividad de la GST en higado de ratas (Srikanth and Seth, 1990) y estimula la
produccién de la GST en la glandula hepatopancreética del Crayfish procambarus clarkii, a
dosis altas (Blat et al, 1988). Otros estudios han documentado que el endosulfan induce la
produccién de enzimas metabolizantes del higado (Wells and Milhorn, 1985; Garretson et
al, 1985; Klaasen, 1985) como GST y la alcoholdeshidrogenasa (Singh y Pandey, 1989).
Los resultados del estudio de Collazos et al, 1995, sobre el efecto genotdxico del
endosulfan in vivo con la prueba de alteraciones cromosémicas muestran que a bajas dosis,
este compuesto es genotdxico, mientras que a dosis altas no. Galindo (1996), en la
evaluacién genotoxica del Roundup evidenci6 dafio genético representado en una
frecuencia significativamente mas alta de Intercambio de Cromatidas Hermanas (ICH), a la
dosis mas baja empleada, comparada con la observada en el grupo control, efecto
genotoxico que concuerda con el registrado en el presente estudio. Segln Au et al (1988,
1991), la exposicion de ratones a 40 y 100 p.p.b. de benceno es mas peligroso
genéticamente que a la dosis mas alta de 1000 p.p.b. en la cual, descendia el porcentaje de
células alteradas. Para confirmar la asociacion de sus resultados con el fendmeno de
detoxificacion por la enzima GST, ellos realizaron un estudio sobre induccién de esta, a
dosis altas por la mezcla de quimicos y el benceno y registraron un incremento significativo
de la enzima.

Por lo tanto se sugiere que el mecanismo de detoxificacion por la GST, pudo presentarse en
los ratones tratados en las condiciones dadas de exposicion del Roundup en células
germinales, en el estudio. Segun los resultados in vivo, la exposicion a bajas dosis del
Roundup produce efectos citotoxicos/genotdxicos que no son inducidos por la dosis media
y alta, igualmente como se registro en otros estudios donde la exposicion a algunos
quimicos como el benceno a bajas dosis causa efectos mas severos que a dosis altas. Zinder
et al (1988), reportaron que la exposicion cronica a bajas dosis (300 p.p.m.) de benceno, es
mas tumor-génico que la exposicion a 1200 p.p.m. Handerson, (1989), observaron que los
metabolitos mas tdéxicos son formados en raton a las mas bajas concentraciones de
exposicion a benceno. Dos estudios de exposicion crénica del glifosato en ratas a diferentes
concentraciones de dosificacion, dieron los siguientes resultados: en el primero se observo
en los testiculos de las ratas, un aumento significante de tumores celulares intersticiales a
dosis bajas; sin embargo, hubo ausencia del mismo efecto con las dosis mas altas usadas en
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el segundo estudio (WHO, 1994). Estudios con resultados como los anteriores permiten
predecir que muchos quimicos a dosis altas, desencadenan un incremento en la produccion
de las enzimas de detoxificacion, las cuales disminuyen los potenciales adversos, mientras
que a dosis bajas, el organismo activaria sus mecanismos de defensa en igual medida a la
cantidad del quimico, produciendo una detoxificacion baja, lo que causaria que el quimico
entre en contacto con macromoléculas como el ADN produciendo dafio.

En consecuencia se concluye que en las condiciones dadas en este estudio, el Roundup a la
concentracion de 1398,36 mg/Kg, dosis baja, es citotdxico/genotdxico in vivo, en la fase de
espermatida de la serie espermatogenética, en los ratones machos tratados con Roundup.
Una vez las espermatidas han alcanzado el estadio de espermatozoides y de fecundar los
ovocitos de las hembras no tratadas, generan letalidad en los descendientes durante su
desarrollo uterino por la cantidad de dafio genotdxico generado en los espermatozoides.

Por lo anterior no es prudente descartar el potencial genotdxico del plaguicida Roundup.
Ademas, existen pocos estudios a nivel de células germinales para recomendar a este
plaguicida como inocuo. Es importante realizar estudios que determinen el efecto del
Roundup en la poblacion expuesta en condiciones reales no solo en células somaticas sino
también en células germinales. Estos estudios se constituyen como herramientas valiosas
para proteger la poblacién y las generaciones futuras al igual que los organismos del
entorno.

Con este tipo de trabajos se puede incentivar a los investigadores de nuestro pais a
adelantar més estudios relacionados sobre los efectos de los plaguicidas en especial del
Roundup en células germinales para disefiar programas de prevencion de problemas de
salud. Los resultados de este estudio seran comunicados y divulgados en eventos cientificos
con el proposito de motivar la reflexion critica y el disefio de estrategias de prevencion,
control y reduccion del uso de plaguicidas como el Roundup, empleado extensivamente en
las actividades agricolas y por el estado en la erradicacion de cultivos ilicitos.
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9. CONCLUSIONES

En las condiciones dadas en este estudio se establecié como Dosis Letal Cincuenta
(DLso) oral a 5 dias del Roundup en ratén (Mus musculus) la dosis de 6991.8 mg/Kg de
peso corporal y como Dosis Maxima Tolerada (DMT) 5593.44 mg/Kg de peso corporal.

Esta investigacion in vivo demostré que el Roundup administrado por via oral induce un
efecto Letal Dominante, en células germinales (estadio de espermatida) para Mus
musculus, tratados con 1398,36 mg/Kg (dosis baja) de peso corporal, ya que aumenta
significativamente el indice de mortalidad en el grupo tratado con relacion al control.
Sin embargo, no se evidencio6 efecto letal dominante para las concentraciones 2796,72
y 5593,44 mg/Kg de Roundup (dosis media y alta respectivamente), las cuales
indujeron indices promedios de mortalidad de 0,064 y 0,084 respectivamente, que no
difieren significativamente del grupo control negativo.

Si bien el Roundup en bajas concentraciones dio citotéxico/genotoxico en células
germinales (espermatidas), los resultados no son concluyentes debido al bajo porcentaje
de fertilidad que presentd la especie de ratdbn Mus musculus. No obstante, estos
resultados alertan sobre los potenciales efectos del Roundup.

Los resultados positivos en la induccion de Letales Dominantes a bajas concentraciones
permiten extrapolar el potencial citotéxico/genotoxico en humanos, no solo en células
germinales sino también en células somaticas.

Basados en la revision bibliografica se puede concluir que el Roundup como mezcla
compleja, que contiene otros ingredientes ademas de su ingrediente activo, el glifosato,
induce un efecto Letal Dominante en células germinales.

La determinacion del potencial citotoxico y genotdxico de los plaguicidas en células
germinales mediante la prueba de Letales Dominantes es relevante para tomar medidas
de control con el fin de reducir o eliminar el uso indiscriminado de los plaguicidas
potencialmente dafiinos, de esta manera prevenir problemas de salud como la
teratogenicidad, la mutagenicidad o problemas de fertilidad en las personas expuestas
directa o indirectamente. Lo mas importante conocer los posibles efectos que puedan
generarse en las generaciones futuras.

70



10. RECOMENDACIONES

Dado que el plaguicida Roundup dio citotoxico/genotdxico a bajas dosis, se deben realizar
mas estudios en las mismas condiciones a menores dosis, para ver si en estas se presenta
una relacién dosis-efecto.

Debido a que la especie Mus musculus resulté de baja fecundidad, es necesario realizar el
apareamiento de los animales en relacion 1:1, como lo recomiendan los investigadores Ray
and Hyneck (1973); Dean and Johstone (1977) y Ehling et al (1978), en estos casos

Es relevante realizar estudios sobre los efectos del Roundup con la prueba de Letales
Dominantes en todos los estadios de la espermatogénesis, para comparar la sensibilidad
entre estos.

Teniendo en cuenta que esta investigacion arrojé resultados positivos, es recomendable
realizar estudios a bajas dosis en células somaticas para evaluar efectos cancerigenos.

Es muy importe evaluar los efectos del Roundup por monitoreo genético de las poblaciones
expuestas tanto con pruebas en células somaticas como en células germinales, ya que los
humanos pueden ser mas susceptibles a esta sustancia.

Teniendo en cuenta los procesos de detoxificacion metabdlica de los organismos, seria
importante y necesario realizar estudios sobre la induccion de enzimas de detoxificacion
como la Glutation S-transferasa (GST) a dosis bajas y altas de Roundup para observar el
grado de produccion de estas enzimas en condiciones especificas.
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Anexo A. Formato para Registro de Datos, Prueba DL

Universidad Del Cauca
Evaluacidn de los Efectos Tdaicos, Citetixices | Genotixices Jn viva de Roundup (Glifesate) Mediante La Pueba de Letales Dominantes en Ratin
( Mus muescelues )
Respensabiles: Nasly Fardey. Unibe Piamba y Carlos Undiés Chicangana Burbane

Fecha y bora experimenta: R1 R2 R3 Ne De Experimento:

Determinacién del la DL50y DMT

Caracteristicas

tomadas en la FASE DE: CONFIRMACION
PruebaDLso
Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3
# de ratones 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5

peso del raton
(Kg)

dosis glifosato
suministrado

(gavage)

Vivos

Muertos

Tiempo que
muere

Manifestaciones
de toxicidad ()

Otras
observaciones




Anexo B. Formato para Registro de Datos, Prueba de LD

Pueba de Letales Deminantes
Nambixe del Prnoyecte: Evaluaciin de les efectas Tdaices, Citotdxices [genatixices in vive del Roundup
(glifesate) mediante ba Pruelia de Letales Deminantes en natin ( Mus muscalus)

Fecha Tratamiento: Fecha cuuce: Fecha Diseccidn: Tnatamiento:
MACHOS | HEMBRAS OBSERVACIONES DE LOS EMBRIONES
EMBRIONES VIVOS EMBRIONES MOLES (Masa OTRAS
MUERTOS Necrética) OBSERVACIONES
NuUmero | Tamafio, NUmero | Tamafio, NUmero | Tamafio,
color color color
otra otra otra

caracteristica

caracteristica

caracteristica

10

1

12

13

14

WIN (N W(N[S[WNSN|WIN(SN(WN(S(WNSN|W NN (W (SWN|SN|W N (SN WS W NS |WN (S (W (N~
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Anexo C. Informacion Basica de los Individuos Experimentales Utilizados en el Trabajo de

Investigacion (Informacion suministrado por Veterinario da Colombia)

CLASIFICACION TAXONOMICA

Reino animal
Phylum chordata
Subfhylum vertebrata
Clase mammalia
Orden rodentia
Familia muridae
Género Mus

Especie Mus musculus
Origen de la colonia Suizo
Designacion de la Cepa Crl: CD1-(ICR)BR
Color blanco
Calidad microbioldgica BR(SPF)

Cruzamiento

Exogénico (No consanguineo)

No. de cromosomas

40

Peso al apareamiento

Macho: 30-35 g, hembra 26-30 g

Edad del apareamiento

macho y hembra: 6semanas

Sistema de apareamiento Monogamico
Duracion ciclo estral 4-5 dias
Pubertad 5-6 semanas
Periodo de gestacién 17-21 dias
Tamafio promedio de la camada 10-12

Peso al nacer 15¢g

Peso al destete 10-12 g
Edad al destete 21 dias
Ganancia diaria de peso 0,2-1¢g
Consumo diario de alimento 4-5¢
Consumo diario de agua 5-10 mL
Vida sexual util 9-10 meses
Esperanza de vida 20-24 meses

CONSTANTES FISIOLOGICAS

Frecuencia cardiaca

600 (328-780)

Frecuencia respiratoria

163 (84-230)

Temperatura corporal 36.5°C
CONCICIONES AMBIENTALES

Temperatura 20-22°C

Humedad ambiental 40-60%

Cambio de aire (no debe haber corriente de | 20 por hora

aire)

Anexo D. Informacion béasica de alimento suministrado a los ratones Mus musculus

Contenido Nutricional Ceniza Max | FibraMax | Grasa Min | Humedad Max Proteinas
“Rodentina”
Porcentaje (%0) 8.0 5.0 6.5 13.0 235
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Anexo E. Representacion gréafica de la Espermatogénesis en Raton

Tubulo

Epididimo seminifero

Testiculo

Espermatogonias
(A, A, A, A, In B)

Espermatocitos
Primarios

Espermatocitos
Secundarios

Espermatidas
(Dos estadios de
diferenciacion)

Espermatozoides,

™~

MDiploide %ﬁ\«

BHaploide -

Anexo F. Representacion grafica de la Espermatogénesis en Humano

espermatozoides
espermafides

espermatodifos secundarios

espermafodfos primarios
espermatogonias

membrana basal
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