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RESUMEN

Existe una preocupacion por el efecto a la salud que el glifosato puede ocasionar en el
humano; al momento no existe un consenso al respecto entre la comunidad cientifica a nivel
mundial. Siendo el glifosato el herbicida mas ampliamente usado en México, el presente trabajo
tiene como objetivo de determinar el efecto en el estrés oxidativo por exposicion dietaria a
glifosato, en una concentracion permitida por la OMS/FAO y la EPA, 1mg/Kg de peso del
individuo/dia, utilizando al pez cebra como modelo. EIl pez cebra se aliment6 diariamente con
férmula balanceada conteniendo glifosato en tres concentraciones, 0, 100 y 1000 pg de glifosato/g
alimento/dia (en una cantidad de alimento equivalente al 1% de su peso), por 21 dias (equivalente
a 1y 10 g/Kg peso corporal/dia). Se evaluo el efecto en el estrés oxidativo del pez cebra, a través
de la medicion de la actividad de las enzimas superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y
glutation peroxidasa (GPx). Estas enzimas fueron analizadas en cerebro, higado y musculo, a las
16 horas de iniciado el tratamiento, a los 7 dias y a los 21 dias. A las 16 horas de iniciado el
experimento, las actividades de CAT en higado y de GPx en musculo incrementaron en el
tratamiento con la concentracion maxima permitida por la FAO/OMS y EPA, 1mg/Kg de peso del
individuo (100 pg/g de alimento/dia). En CAT y GPx, la exposicion a glifosato en la concentracion
alta (1,000 pg/g alimento/dia) se observaron actividades menores, sugiriendo una inhibicion. A los
7 dias, hubo incremento en la actividad de SOD en musculo para ambas concentraciones (100 y
1,000 pg/g alimento/dia) y en SOD y CAT en cerebro para la concentracion baja, 100 pg/g alimento
al dia (méxima concentracion permitida por FAO/OMS), mientras que la concentracion alta (1,000
pg/g alimento/dia) mostr6 menor actividad, similar al control, sugiriendo una inhibicion de SOD y
CAT. Al final del experimento (dia 21) la actividad de GPx disminuy6 en cerebro y musculo
expuestos a glifosato en ambas concentraciones 100 y 1,000 pg/g alimento/dia, sugiriendo una
inhibicidn de la actividad de GPX por efecto del glifosato. Los resultados indican que la exposicion
a glifosato en la concentracion maxima permitida para consumo humano, y la mitad de la dosis
permitida por la EPA (1mg/Kg de peso/dia) causa estrés oxidativo usando el pez cebra como

modelo.
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Palabras clave: glifosato, estrés oxidativo, exposicion dietaria, Danio rerio, superoxido
dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa.
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ABSTRACT

There is a concern about the health effects that glyphosate may have on humans. There has
yet to be a consensus among the scientific community worldwide. Glyphosate is the most widely
used herbicide in Mexico; the objective of this work is to determine the effect on oxidative stress
due to dietary exposure to glyphosate in concentrations permitted in consensus by the FAO and
WHO, 1 mg/Kg of individual weight, using zebrafish as a model. Zebrafish are fed daily with a
balanced formula containing glyphosate in three concentrations, 0 pg/g, 100 pg/g, and 1000 pg of
glyphosate/g feed/day (in an amount of feed equivalent to 1% of their weight), for 21 days. The
effect on oxidative stress in zebrafish was evaluated by measuring the activity of the enzymes
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx). These enzymes
were analyzed in the brain, liver, and muscle 16 hours after starting treatment, seven days, and 21
days. At 16 hours after starting the experiment, the activities of CAT in the liver and GPx in the
muscle increased in the treatment that consisted of dietary exposure at the maximum concentration
allowed by the FAO/WHO, 1 mg/Kg of individual weight, equivalent at 100 ug/g of food/day. In
both enzymes, exposure to glyphosate at the high concentration (1,000 pg/g food/day) lower
activities were observed, suggesting an inhibition of CAT and GPx because of glyphosate
exposure. At seven days, there was an increase in SOD activity in muscle for both concentrations
(100 and 1,000 pg/g food/day) and SOD and CAT in the brain for the lowest concentration, 100
pg/g food per day (maximum concentration allowed by FAO/WHO), while the high concentration
(1,000 pg/g food/day) showed lower activity, similar to the control, suggesting inhibition of SOD
and CAT due to the effect of glyphosate. At the end of the experiment (day 21), GPx activity
decreased in the brain and muscles exposed to glyphosate at both concentrations of 100 and 1,000
ug/g food/day, suggesting inhibition of GPX activity because of glyphosate exposure. The results
indicate that exposure to glyphosate at the maximum concentration allowed for human

consumption (1 mg/kg body weight/day) causes oxidative stress using zebrafish as a model.

Key words: glyphosate, oxidative stress, dietary exposure, Danio rerio, superoxide dismutase,

catalase, glutathione peroxidase.
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1. INTRODUCCION

El desarrollo de las actividades agronémicas ha llevado al incremento del uso de
plaguicidas y herbicidas para asegurar los cultivos, quedando residuos en el suelo, agua, aire y en
la superficie de los alimentos; de esta manera la humanidad ha entrado en contacto con estos
contaminantes, los cuales pueden causar alteraciones en el metabolismo de los organismos vivos
(Bhilwadikar et al., 2019). México es un alto consumidor de agroquimicos consumiendo en el afio
2009 el 21.6% del total del consumo mundial (Salazar-Lépez and Madrid, 2011). Dentro de los
agroquimicos mas utilizados en México se encuentra el glifosato, un herbicida no selectivo
utilizado para la eliminacion de las plantas no deseadas tanto en zonas de cultivo, como en zonas
residenciales. El uso del glifosato se ha visto incrementado en las Gltimas décadas hasta llegar a
ser el herbicida mas utilizado a nivel mundial, esto debido al cultivo de plantas genéticamente
modificadas (GM) resistentes al glifosato y a su uso como agente secante para la cosecha de
alimentos como el frijol, la avena y el trigo (Samsel and Seneff, 2015a).

El glifosato inhibe el crecimiento de las plantas a través de la interferencia con la produccion de
aminoacidos aromaticos esenciales mediante la inhibicion de la enzima 5-enolpiruvil-shikimato-3-
fosfato sintasa. Esta enzima es responsable de la biosintesis del corismato, un intermediario en la
produccidén de los aminoacidos fenilalanina, tirosina y triptéfano. Aungue esta via no se encuentra
en organismos animales, existen diversos estudios en los que se sugiere la toxicidad del glifosato
causando diversas enfermedades (Lushchak et al., 2001, Samsel and Seneff, 2013c, Samsel and
Seneff, 2015a, Samsel and Seneff, 2015b, Samsel and Seneff, 2016).

Estudios previos indican que compuestos xenobidticos como el glifosato, pueden inducir el estrés
oxidativo, favoreciendo la generacidn de especies reactivas al oxigeno (ROS) con la consecuente
generacion de dafio a lipidos, proteinas y acidos nucleicos (Velasques et al., 2016b), lo que se ha
relacionado con el desarrollo de una variedad de enfermedades, entre ellas la aterosclerosis, la
diabetes, las enfermedades neurodegenerativas, las enfermedades inflamatorias cronicas, el cancer
y el envejecimiento (Elejalde Guerra, 2001). Las células contienen un numero de defensas
antioxidantes para mantener un estado estable de ROS, entre éstas se encuentran las enzimas
superdxido dismutasa SOD, glutation peroxidasa GPX, y catalasa CAT. Estas enzimas constituyen

un buen bioindicador del estrés oxidativo y pueden revelar la magnitud de la respuesta a ciertos
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contaminantes. La enzima SOD elimina la actividad corrosiva del radical superéxido Oz antes de
que éste reaccione con moléculas biologicas susceptibles u origine otros agentes toxicos,
catalizando la conversion de Oz en perdxido de hidrogeno (H20z), (Lopes et al., 2001). Este H20-
generado por la SOD es eliminado por la enzima catalasa CAT y la enzima glutation peroxidasa
GPx. (Garcia Triana et al., 1995). La catalasa convierte el H2O2 en H>O y O2, mientras que la
glutation peroxidasa (GPx) convierte el glutation en glutation oxidado haciendo uso de la H20:
(Dorval et al., 2005). Por su lado la enzima GST cataliza la conjugacion del xenobiotico activado
con glutation reducido (GSH), convirtiendo al xenobio6tico en una molécula mas facilmente
eliminable (Lopes et al., 2001, Sheehan et al., 2001).

Se ha registrado que el glifosato genera una respuesta en el estrés oxidativo de ratas, a traves del
incremento en la oxidacion lipidica, cuando se utilizan concentraciones del herbicida subletales
(269.9u0/g) (El-Shenawy, 2009). Resultados sobre el efecto del glifosato en la actividad de las
enzimas antioxidantes en animales son contradictorios. Yousefi y col. (2021) encontraron un
incremento en la actividad de las enzimas SOD y glutation peroxidasa (GPx) en pez carpa cuando
fue sometido a glifosato en concentraciones subletales. Bali y col. (2019) encontraron una
disminucion en la actividad de la enzima SOD en ratones cuando son sometidos a concentraciones
altas de glifosato (250 pg/g). Al momento no hay estudios que determinen el efecto de el glifosato
a niveles encontrados en los alimentos o a niveles actualmente permitidos en los alimentos.

Las investigaciones biomédicas han requerido a través de los afios del uso de animales como
modelos para entender la patologia de diversas enfermedades o compuestos que podrian dafiar la
salud. El pez cebra, Danio rerio, se ha constituido como una especie modelo en la comprensién de
los mecanismos moleculares de vertebrados. Este tiene la ventaja de ser pequefio, con un ciclo
reproductivo corto y con la caracteristica de compartir un alto grado de similitud con el genoma
humano (Lieschke and Currie, 2007). En términos de aplicacion, se utiliza como modelo para
entender enfermedades en humanos, y en ecotoxicologia los datos generados a partir de ensayos
de toxicidad con el pez cebra han demostrado su utilidad para entender mecanismos de afectacion
provocados por metales pesados, disruptores endocrinos y contaminantes organicos (Dai et al.,
2014).
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2. ANTECEDENTES

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a los plaguicidas como cualquier sustancia o
mezcla de sustancias, de caracter organico o inorganico, que estd destinada a combatir insectos,
acaros, roedores y otras especies indeseables de plantas y animales que son perjudiciales para el
hombre, incluyendo los vectores de organismos causantes de enfermedades humanas, y las
especies que interfieren de cualquier otra forma en la produccion, elaboracion, almacenamiento,
transporte o comercializacion de alimentos, madera, entre otros, también aquellas otras sustancias
destinadas a utilizarse como regulador del crecimiento de la planta, defoliante o desecante,
asimismo aquellas que pueden administrarse a los animales para combatir insectos aracnidos u
otras plagas en o sobre sus cuerpos (OMS/FAOQO, 2010), (Cuadro 1). México es un alto consumidor
de agroquimicos consumiendo en el afio 2009 el 21.6% del total del consumo mundial (Salazar-
Lopez and Madrid, 2011). De acuerdo con la OMS y la FAO, entre los afios 2009 y 2010, México
aplicé aproximadamente 4.55 toneladas de plaguicidas por cada 1,000 hectareas (Arellano-Aguilar
and Rendon, 2017).

Cuadro 1. Clasificacion de los plaguicidas segin el organismo a controlar. Fuente: Diaz y
Betancourt (2018)

Clasificacion Organismo a combatir
Insecticida Insectos
Herbicida Hierbas (malezas)
Rodenticida Roedores
Acaricida Acaros
Fungicida Hongos
Bactericida Bacterias
Molusquicida Babosas y caracoles
Nematicida Nematodos
Regulador del crecimiento vegetal | Crecimiento de cultivos
Conservador de la madera Organismos destructores de la madera
Defoliante y desecante Follaje

Los plaguicidas poseen un elemento toxico que es conocido como principio activo. La toxicidad
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de los plaguicidas se calcula a través de la medicién de la dosis letal media (DLso), es decir la
concentracion necesaria para matar al 50% de la poblacion de una muestra. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) establece una clasificacion de los plaguicidas basada en su peligrosidad
o0 grado de toxicidad aguda (Cuadro 2), definida ésta como la capacidad del plaguicida de producir
un dafio agudo a la salud a través de una o multiples exposiciones, en un periodo de tiempo

relativamente corto (Diaz y Betancourt, 2018).

Cuadro 2. Clasificacion de los plaguicidas segln su toxicidad. Fuente: Diaz y Betancourt, (2018).

Clase Toxicidad DL50 DL50 Ejemplos Etiqueta
(mg/kg) | (mg/ko)
oral dermal
Extremadamente <5 <50 Paration, PELIGRO
Clase 1A - S
peligrosos dieldrin
Clase IB | Altamente peligrosos 5-50 502200 E.Id”n’ PELIGRO
diclorvos
Moderadamente >50 a >200 a PELIGRO
Clase Il peligrosos 2000 2000 DDT, clordano _
Clase I Poco peligrosos >2000a | >2000a Malation ARSE/AEIO
5000 5000
Clase IV | No ofrecen peligro > a 5000 >a 5000 | Glifosato PRECAUCION

De acuerdo con la clasificacion de plaguicidas segun su toxicidad, el glifosato esta considerado
como un plaguicida de clase 1V, es decir, normalmente no ofrece peligro (Nivia, 2000), (Cuadro
1). Es importante sefialar que estos indicadores no proporcionan informacion sobre los efectos
cronicos, ni sobre la citotoxicidad de algin compuesto (Ramirez y Lacasafia, 2001).

Por su vida media, los plaguicidas se clasifican en permanentes, persistentes, moderadamente
persistentes y no persistentes (Cuadro 3). La persistencia se refiere a la capacidad de una sustancia
0 un compuesto, de permanecer en un sustrato del ambiente en particular, después de que ha
cumplido el objetivo por el cual se aplico. La persistencia se mide segun la cantidad de dias
necesarios para que un plaguicida se reduzca a la mitad de su concentracion inicial. De acuerdo
con Sterren y cols. (2016) el glifosato se degrada relativamente rapido en el suelo, considerandose

no persistente.

Cuadro 3. Clasificacion de los plaguicidas segun su vida media de efectividad.
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Persistencia Vida media Ejemplos
No persistente De dias hasta 12 semanas | Malation, diazinén, carbarilo, diametrin, glifosato

Modergdamente De 1 a 18 meses Paration, lanato
persistente
Persistente De varios meses a 20 afnos DDT, aldrin, dieldrin
Permanentes Indefinidamente Productos hechos a partir de mercurio, plomo,

arsénico

Fuente: Ramirez y Lacasafia (2001)

2.1.1. Herbicidas

Uno de los grupos de plaguicidas de mayor uso a nivel mundial son los herbicidas que son
utilizados para el control de plantas, especialmente aquellas conocidas como malezas, que crecen
asociadas a los cultivos y que compiten por agua, espacio, luz y nutrientes (Mufioz, 2021). La
presencia de maleza ocasiona un incremento en los costos de produccion, asi como una
disminucion en el rendimiento y la calidad en los productos cosechados y los herbicidas son una
importante herramienta para combatir este problema de manera quimica (Nicholls et al., 1997,
Rosales and Esqueda, 2006). Estos han sido utilizados desde los afios 40°s, y con el paso de los
afios han sido cada vez mas complejos con respecto al espectro del control de la maleza, a la
duracion del periodo de control y a la selectividad de los cultivos (Rosales and Esqueda, 2006).
Los herbicidas también son utilizados en sistemas donde se desea eliminar la vegetacion después
de la cosecha o antes de la siembra, o a orillas de caminos y carreteras.

2.2 Glifosato

El glifosato es el herbicida mas utilizado a nivel mundial (en kilogramos por afio) (Duke, 2020); y
aun mas, el glifosato, es la sustancia quimica mas rociada y distribuida en la historia de la
humanidad (Mufioz, 2021). Fue sintetizado por Henri Martin en 1950, un trabajador de una

compariia farmaceutica suiza. Su capacidad como herbicida fue descubierta por el quimico John E.
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Franz (Gill et al., 2017), iniciando su comercializacion como herbicida en el afio 1974 patentado
por la compafiia Monsanto (Mufioz et al., 2021). A partir de 2002, al vencimiento de la patente,
distintas compafiias y paises ha realizado formulaciones genéricas que se ofertan en el mercado
con distintos nombres. Desde su introduccion al mercado mundial, ha sido uno de los plaguicidas
con mayor tasa de incremento en su uso y en su produccién (Giesy et al., 2000). Actualmente tiene
ventas globales por alrededor de 8,000 millones de délares al afio (Mufioz, 2021).

El glifosato, N-fosfonometilglicina (Figura 1), es un herbicida de amplio espectro no selectivo
(tiene la capacidad de matar todo tipo de plantas), sistémico (se transporta internamente desde el
punto de contacto hasta otras de sus partes), controla plantas anuales y perenes, herbaceas o lefiosas,
y en diversos estados de crecimiento (Mufioz, 2021). Expresa su accion herbicida mas
efectivamente a través del contacto directo con el follaje y la subsiguiente translocacién por toda

la planta, la entrada al sistema radical es insignificante en plantas terrestres.

O O
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Figura 1. Estructura quimica del glifosato.

L

El glifosato pertenece al grupo de los herbicidas organofosforados, es un compuesto polar y
anfotérico que se une fuertemente a los suelos, pero también es muy soluble en agua (mas de 10g/L
a 25 °C); tiene una vida media en el suelo que varia entre 2 a 215 dias, y una vida media en el agua
entre 2 a 91 dias, dependiendo de la temperatura y la composicion microbiana, entre otros factores
(Sterren et al., 2016). En el medio ambiente, y debido principalmente a procesos microbianos, el
glifosato se degrada a su metabolito acido aminometilfosfonico (AMPA por sus siglas en inglés).
Este metabolito es también muy soluble en agua, pero se degrada mas lentamente que el glifosato
(Sterren et al., 2016).
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Figura 2. Mecanismo de accion del glifosato en plantas, inhibiendo la sintesis de los aminoacidos
aromaticos esenciales por inhibicién competitiva de la enzima EPSPS. Fuente: Williams y cols., (2000).

El glifosato ejerce su accion por inhibicion del crecimiento vegetal a través de la interferencia en
la produccién de aminoécidos aromaticos esenciales mediante la inhibicion de la enzima
enolpiruvil shikimato fosfato sintasa EPSPS, que es responsable de la biosintesis de corismato, un
intermediario de la biosintesis de fenilalanina, tirosina, y triptéfano, esenciales para la formacién
de otros productos como ligninas, alcaloides y acidos benzoicos que son necesarios para el
crecimiento y desarrollo de las plantas (Figura 2) (Williams et al., 2000). Esta via para la
biosintesis de aminoacidos aromaticos no es compartida por los organismos del reino animal, por
lo que el blogqueo de esta via es un efectivo inhibidor de la biosintesis de aminoacidos exclusivo

para plantas, aunque algunos microorganismos también la presentan y pueden verse afectados por
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este compuesto (Shehata et al., 2013).

Ademaés de ser utilizado para acabar con la maleza, desde 1980 se tiene nota de que el glifosato se
usa como agente desecante, aplicandolo al final de la temporada de crecimiento para acelerar las
operaciones de cosecha, especialmente en cultivos de granos pequefios como el trigo, cebada,
avena, frijol, papa, lenteja, garbanzo, maiz y amaranto, entre otros; acelerando y sincronizando la
muerte de las plantas para apresurar asi la cosecha (Benbrook, 2016, Gonzalez-Ortega and
Hagman-Aguilar, 2018). Se utiliza también para el control de plantas en jardines domiciliarios y
zonas urbanas, en la silvicultura, e incluso en la acuicultura.

A través de los afos, se han creado cultivos genéticamente modificados (GMO) para resistir al
glifosato; su comercializacion inicio en 1996 y actualmente el 80 % de los cultivos modificados
genéticamente estan dirigidos especificamente a la introduccion de genes resistentes al glifosato
permitiendo eliminar malezas sin dafiar el crecimiento de los cultivos (Cuadro 4) (Swanson et al.,
2014). El uso de cultivos biotecnolégicos ha aumentado desde el inicio de su comercializacién en
1996. El area global de cultivos biotecnoldgicos plantados aumentd méas de 80 veces durante el
periodo de 1996 a 2007; de 1.7 millones de hectareas en seis paises en 1996, a 143 millones de
hectareas en 23 paises en 2007. Los principales productores mundiales son Estados Unidos,
Argentina, Brasil, Canad, India y China, los cuales representan méas de 90% de la produccion
global de GMO, con més del 50% siendo producido solo en los Estados Unidos. El principal cultivo
GMO es la soya, la cual ocupd el 51% del area mundial en 2007, seguido por de maiz (31%), el
algodon (13%) vy la canola (5%) (Rao et al., 2014).

Cuadro 4. Plantas resistentes de glifosato.

Planta Afo de lanzamiento
Soya 1996
Canola 1996
Algodén 1997
Maiz 1998
Betabel 1999
Alfalfa 2005
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2.2.1 El Glifosato y sus Posibles Dafios a la Salud

El glifosato esta ampliamente difundido en el medio ambiente, agua, suelo y alimentos, dado que
es el herbicida més utilizado en el mundo y ha estado en uso por alrededor de 50 afios, por lo que
el glifosato ha sido extensamente estudiado por investigadores de todo el mundo, siendo un
importante centro de debate cientifico.

Hasta el momento, la toxicidad del glifosato sigue siendo sumamente controversial y actualmente
no se ha llegado a un consenso sobre su efecto a la salud. Mientras se encuentra clasificado en la
Clase IV indicando que no ofrece peligro, se encuentra también incluido en la lista de plaguicidas
altamente peligrosos de PAN (Pesticide Action Network International) y esta clasificado como
posible carcinégeno en humanos por Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer
(IARC), 6rgano intergubernamental que forma parte de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) (Arellano-Aguilar Omar, 2017, Bejarano Gonzélez, 2017). No ha sido posible llegar a un
consenso porque las distintas posiciones se ven alimentadas por la existencia de informes
cientificos con conclusiones dispares en cuanto a la toxicidad del glifosato para la salud humana
(Torres Gonzalez and Rodriguez Martinez, 2022). Mientras que unos investigadores concluyen
que el glifosato es menos toxico que el cloruro de sodio y que la aspirina, y que dosis de glifosato
de 2g/Kg de peso corporal no son un riesgo genotoxico en humanos (Gill et al., 2017), existen
alrededor de 160,000 demandas por las cuales las Compafiias Monsanto y Bayer han tenido que
pagar miles de millones de doblares a individuos con problemas de salud y ain se enfrentan
alrededor de 50,000 demandas pendientes (Martin-Rossi, 2020).

El nimero de publicaciones en relacion con el efecto del glifosato es enorme y muchos de estos
trabajos reportan efectos negativos en la salud (Cuadro 5). Una compilacion de informacién
cientifica sobre el efecto del glifosato en la salud muestra 127 articulos cientificos relacionados
con efectos en la salud publica; 9 articulos en relacion con encefalopatia; 6 en autismo, 5 en
Parkinson, 23 en cancer, 8 en linfoma no Hodgkin, 28 en malformaciones (teratogénesis), 27 en
estrés oxidativo, 13 en mutagenicidad, 39 en genotoxicidad, 41 en trastornos del sistema endécrino,
44 en trastornos en el sistema reproductivo, 11 en hepatotoxicidad, 9 en trastornos del sistema
inmunitario, 5 en trastornos del sistema digestivo, 26 en trastornos en el sistema nervioso, 8 en

trastornos en el sistema renal, 8 en trastornos en el sistema cardiovascular. Aunque es importante
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aclarar que estas enfermedades son multifactoriales, es decir, que estan por multiples factores,
como factores genéticos, el estilo de vida, el ejercicio, la dieta, y la exposicién a otros
contaminantes. Con respecto al efecto de la exposicion al glifosato en diferentes sistemas
organismos animales, Martin-Rossi reporta haber encontrado 90 articulos en toxicidad en peces,
44 en anfibios, 1 en tortugas, 32 en crustaceos, 22 en moluscos, 24 en lombrices, 2 en insectos
benéficos, 5 en aracnidos, 2 en aves, 17 en mamiferos, y 1 en reptiles (Martin-Rossi, 2020). Se
debe hacer notar que muchos de estos estudios estan realizados exponiendo a los organismos a
concentraciones subletales de glifosato y que es necesario realizar experimentos que evalten el
efecto de la exposicion a glifosato en concentraciones reales, asi como en las concentraciones

permitidas por las entidades encargadas del control en el uso de plaguicidas.

Cuadro 5. Efectos negativos en la salud asociados al glifosato (Samsel and Seneff, 2013a, Samsel and
Seneff, 2013b, Bernardi et al., 2015, Samsel and Seneff, 2015a, Samsel and Seneff, 2015b, Samsel and
Seneff, 2016, Cai et al., 2017, Cattani et al., 2017, Martin-Rossi, 2020).

. . Trastorno del . .,
. Linfoma no Apoptosis . Disrupcion L
Encefalopatia : sistema Celiaquia
Hodkin celular . hormonal
reproductivo
Trastorno del Trastornos del .,
’ . . , Reduccioén .,
sistema Malformaciones sistema Cancer Depresion
. o s de esperma
inmunitario endocrino
Estrés Trastornos en Trastorno Interferencia
I Genotoxicidad Autismo el sistema del sistema .
oxidativo . Lo nutricional
nervioso digestivo
Trastorno del uelacion .
. Trastorno del .. : Q Permeabilidad
Parkinson . Mutagenicidad sistema de . .
sistema renal . . intestinal
cardiovascular minerales

Swanson y colaboradores realizaron un estudio de correlacion entre la aplicacion de glifosato y el
desarrollo de diversas enfermedades, o0 muerte por enfermedad en los Estados Unidos, con datos
de 20 afos (de 1990 a 2010) utilizando las bases de datos del gobierno. Para el caso de
enfermedades, los datos fueron ajustados por edad, para eliminar la posibilidad de incremento en
prevalencia de cierta enfermedad derivado del incremento en la expectativa de vida, es decir, que
la gente viva mas tiempo con la enfermedad. Los coeficientes de correlacion de Pearson son
altamente significativos como se puede observar en el Cuadro 6, aunque es importante aclarar que

un alto grado de correlacion no implica una relacion causa efecto. Incluso puede existir otro factor
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o factores involucrados, que no hayan sido evaluados y que pudieran manifestar la misma velocidad
de incremento a través de los afios que el uso del glifosato. Los autores citan lo siguiente: “No
damos a entender que todas estas enfermedades tengan una causa Unica, ya que existen muchas
sustancias toxicas y patdgenos que pueden contribuir a las enfermedades crénicas. Sin embargo,
ninguna sustancia toxica ha aumentado su ubicuidad en los ultimos 20 afios como lo ha hecho el
glifosato. La alteracion de las vias de desintoxicacion del cuerpo humano por parte del glifosato

puede intensificar el efecto de otras sustancias quimicas toxicas”.

Cuadro 6. Coeficientes de Pearson entre enfermedades y aplicacion de glifosato (correlacion con
datos de 1990 a 2010), (Swanson et al., 2014)

Enfermedad Coeficiente | R2* 100 | Probabilidad
R ()
Céncer de tiroides 0.988 97.6 0.000000007
Céncer de higado 0.960 92.1 0.000000046
Cancer de vejiga 0.981 96.2 0.000000004
Céncer pancreético 0.918 84.2 0.000000460
Cancer de rifion 0.973 94.8 0.00000002
Leucemia mieloide 0.878 77.1 0.000001500
Muerte por hipertension 0.923 85.2 0.00000016
Muerte por paros cardiacos 0.925 85.5 0.00000015
Obesidad 0.962 92.5 0.000000017
Incidencia de diabetes 0.935 87.4 0.000000083
Fallo renal 0.978 95.6 0.000000006
Muerte por Alzheimer’s 0.917 84.1 0.00000022
Muerte por Parkinson’s 0.875 76.6 0.0000016
Muerte por demencia 0.994 98.8 0.0000000018
Muerte por esclerosis multiple 0.828 68.5 0.000011
Muerte por infeccidn intestinal 0.974 94.8 0.0000000076

2.2.2 El Glifosato en México

En México el glifosato es el plaguicida mas consumido por su bajo costo y por su capacidad de
controlar casi cualquier tipo de cultivo. Segun la Comision Federal para la Proteccion contra
Riesgos Sanitarios (COFEPRIS), el glifosato se considera un herbicida grado 1V de toxicidad, con
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un DL50 en ratas superior a 5000 mg/Kg, ingesta diaria admisible (IDA) de 0.3 mg/Kg y limite
méaximo residual (LMR) en maiz y frijol, de 0.1 y 0.2 Mg/Kg respectivamente.

En México se ha permitido sembrar cultivos genéticamente modificados como algodon y soya,
desde hace mas de 20 afios. El permiso se otorga bajo el principio de caso por caso y paso por paso
(CONAHCYT, 2024).

El 31 de diciembre del 2020 se publico en el Diario Oficial de la Federacion el decreto presidencial
que prohibiria el glifosato y el maiz transgénico, estableciendo un proceso para reducir de manera
gradual el uso del glifosato hasta su eliminacién en enero de 2024. Las compafiias nacionales y
multinacionales que producen y comercializan este herbicida han respondido en contra del decreto,
negando la posibilidad de alternativas a este herbicida; aunado a esto el gobierno de los E.U.A.
apoyo los intereses de estas compafiias argumentando que este decreto infringe los acuerdos del
Tratado de Libre Comercio entre su pais, México y Canada, indicando ademas que el decreto
afectaria grandemente la economia de sus productores de maiz amarillo genéticamente modificado.
El gobierno de México respondio publicando un nuevo Decreto el 13 de febrero de 2023 abrogando
el decreto anterior, posponiendo tres meses la entrada en vigor de la eliminacion total del glifosato
(CONAHCYT, 2023).

Ante las advertencias de organizaciones campesinas y fabricantes de agroguimicos de que la
restriccion ponia en riesgo la produccion de maiz, granos basicos, verduras y hortalizas, el
Gobierno mexicano dio marcha atras en su prohibicidn para importar y fabricar glifosato a partir
del 1 de abril del 2024 en un nuevo decreto publicado el 6 de marzo de 2024 en la Gaceta
parlamentaria, anunciando que se permitira el uso del glifosato como herbicida hasta nuevo aviso;
dado que la prohibicion estaba condicionada a que se pudiera mantener la produccion agricola
contando con alternativas agroecologicas y saludables que permitieran prescindir completamente

del glifosato, lo que no se ha cumplido.

2.2.3 Residualidad de Glifosato en Alimentos

Es importante destacar que la mayoria de los alimentos pueden contener trazas de herbicidas, pero
los niveles suelen estar por debajo de los limites establecidos por las autoridades reguladoras. Sin
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embargo, la presencia residual de herbicidas en alimentos sigue siendo una preocupacion
importante para la salud humana y el medio ambiente. La organizacion de agricultura y comida
(FAO por sus siglas en inglés) reporto que la exposicion al glifosato resulta peligrosamente toxico
como resultado de la acumulacion en la cadena alimenticia (Bai et al., 2016).

Los consumidores estan cada vez mas expuestos al glifosato a través de los alimentos, un
considerable numero de articulos cientificos han reportado la presencia de glifosato en alimentos
para consumo humano. Una recopilacion de referencias cientificas sobre el glifosato, publicada en
2020 incluye 17 articulos cientificos que analizan glifosato en alimentos y bebidas, de 1994 a 2019
(Martin-Rossi, 2020).

La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA por sus siglas en inglés) propuso un
umbral considerado seguro de 0.5 mg/Kg de peso corporal; mientras que la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) y la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO) en la reunién conjunta FAO/OMS sobre Residuos de Plaguicidas (JMPR) concluyeron que
es improbable que la exposicion dietaria a glifosato conlleve un riesgo de desarrollo de céancer en
humanos; indicando que una exposicion de hasta 1 mg/Kg de peso corporal no ha sido asociado
con efectos genotdxicos (Torretta et al., 2018). En Estados Unidos, la Agencia de Proteccion para
el medio ambiente en 2013 incrementd el limite maximo permitido de glifosato en alimentos a
2mg/Kg de peso corporal.

La residualidad de glifosato en alimentos es una consecuencia directa del uso del producto en
arboles y cultivos, especialmente en aquellos alimentos producidos a partir de cultivos
genéticamente modificados para soportar el glifosato, donde los cultivos se rocian directamente
con el herbicida; en frutos donde se aplica el producto para el control de la maleza, llegando a estar
en contacto con los arboles frutales, los cuales no se ven afectados por el herbicida; en cultivos
donde el herbicida es utilizado como disecante de la planta para una rapida cosecha. En todos los
casos, el glifosato puede llegar al alimento al ser asperjado directamente al mismo o al ser rociado
a las hojas del arbol o la planta pudiendo posteriormente transportarse internamente hasta el
alimento. “Esto implicaria que los niveles actuales de residuos permitidos en los alimentos podrian
estar causando multiples problemas de salud que, segin se ha documentado en la literatura
cientifica, son causados por sustancias quimicas que alteran el sistema endocrino” (Swanson et al.,
2014).

En México no hay legislacion especifica para glifosato en agua potable, pero la NOM-201-SSA1-
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2015, establece que los compuestos organicos no halogenados, donde se incluye el glifosato, no
deben exceder 10 pg/L. Ademas de encontrar glifosato en la orina de las personas que viven y
trabajan dentro de las areas agricolas con una concentracion de 0.47 ug/L y las que viven en la
ciudad de Campeche 0.22 pg/L. (Polanco y Araujo 2018). Leyva-Soto y cols. (2018) (2018)
analizaron el riesgo para los agricultores expuestos a agua contaminada con glifosato y AMPA, en
Valle de Mayo, Sonora, concluyeron que las concentraciones de ingesta diarias ponen en riesgo la
salud y el consumo de agua de un pozo cerca de canales donde ha sido aplicado, consideran que
esta correlacionado con la cantidad de personas con diabetes e hipertensién. Rendén-von Osten y
Dzul-Caamal (2017) evaluaron aguas subterrdneas, agua embotellada y orina de granjeros de
localidades agricolas de Campeche. Encontrando concentraciones de hasta 1.42ug/L en agua
subterranea. 0.6 pg/L en agua embotellada y 0.47 pg/L en orina, evidenciando una exposicion
excesiva a glifosato en estas comunidades agricolas. Ruiz-Toledo y cols. (2014) encontraron hasta
36.7 ug/L de glifosato en aguas de rios en el estado de Chiapas. Asi mismo, en la cuenca Ayuquila-
Armeria, en los estados de Jalisco y Colima, se ha encontrado una concentracion promedio de 0.29
mg/L en aguas superficiales (Rodriguez Aguilar et al., 2019).

En CIAD Cuauhtémoc se analizé la residualidad de glifosato en alimentos a la venta en la region
(Olivas-Mufioz, 2020). Se analizaron un total de 25 muestras de productos adquiridos en los centros
comerciales de la ciudad de Cuauhtémoc, Chih. (Figura 3). Entre los productos alimenticios se
encuentran, cereales de mesa, totopos, tortillas harinas, granos y avena mexicana e importada de
E.U., galletas frijol y amaranto. Todos los alimentos analizados mostraron glifosato en su
contenido. Aquellos conteniendo avena en sus ingredientes mostraron una mayor concentracion de
glifosato. El cereal para el desayuno de avena en forma de donitas present6 una concentracion de
hasta 0.17 mg/Kg de alimento, las hojuelas de maiz presentaron una concentracion de 0.01 mg/Kg,
las donitas de colores presentaron valores de 0.1 mg/Kg, las barras de avena presentaron hasta 0.16
mg/Kg, la avena importada present6 0.75 mg/Kg, mientras que la avena mexicana presentd valores
de 0.27 mg/Kg. El amaranto presenté valores de 0.022 mg/Kg, el frijol 0.0033 mg/Kg, la harina de
trigo 0.006 mg/Kg, mientras que la harina de maiz nixtamalizada 0006 mg/Kg. Torreta y cols.
(2018) mencionan que productos adquiridos en Italia presentaron las siguientes concentraciones de

glifosato, 0.14 mg/Kg en hojuelas de maiz y 0.023 mg/Kg de alimento en harina de trigo.
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Figura 3. Residualidad de glifosato (Olivas-Mufioz, 2020).

2.3 El Estrés Oxidativo

Los organismos vivos se desarrollan en condiciones aerdbicas y expuestos a agentes oxidantes.
Cuando hay un desbalance entre la produccién de agentes oxidantes, es decir, entre la produccion
de especies reactivas al oxigeno (ROS por sus siglas en inglés), y su eliminacién a través de
diferentes mecanismos defensores, el organismo entra en un estado de estrés oxidativo (Qiao et
al., 2013). El termino de estrés oxidativo como dafio a las células fue introducido por primera vez
en el capitulo introductorio de un libro publicado en 1985 titulado Estrés Oxidativo como “una
alteracion en el equilibrio prooxidante-antioxidante a favor del anterior” (Ha, 1985).

El oxigeno es una molécula imprescindible para la vida, ya que tiene una alta reactividad e
importancia en los procesos de oxidacion-reduccion lo que le permite participar en la cadena de
transferencia de electrones y en la generacion de adenosina-5-trifosfato (ATP) a través de la
fosforilacion oxidativa. Estos procesos resultan esenciales para la vida; sin embargo las especies
reactivas al oxigeno (moléculas conteniendo oxigeno) son altamente toxicas para el organismo
(Finaud et al., 2006). El oxigeno, a través de las especies reactivas al oxigeno, se ve ligado al dafio
en lipidos, proteinas y el ADN, de aqui la importancia que tienen las especies reactivas al oxigeno
(Burton and Jauniaux, 2011).
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El término ROS refiere a moléculas conteniendo oxigeno con alta reactividad quimica, metabolitos
del oxigeno parcialmente reducidos con una fuerte capacidad oxidante. Los electrones en los
atomos ocupan orbitales y cada orbital alberga un maximo de dos electrones. Cuando una especie
contiene electrones no apareados (es decir un electrén que se encuentra solo en su orbital), se le
considera un radical libre, con fuerte tendencia a formar pares de electrones para llegar a una
configuracién mas estable. Este radical tratara de donar su electrén a otra molécula o robar un
electrén de otra molécula, consiguiendo asi que la otra molécula se transforme en un radical libre.
Por lo que los radicales libres tienen la caracteristica de causar reacciones en cadena (un radical
generara otro radical sucesivamente), (Carvajal, 2019). El anion superoxido O..” es el principal
ROS producido, y la mitocondria el principal érgano celular que lo produce (Cadenas et al., 2000).
El anion superdxido puede dar origen a los demas ROS. El Cuadro 7 muestra las principales

especies reactivas al oxigeno ROS.

Cuadro 7. Principales especies reactivas al oxigeno (ROS)

Formula Nombre
(07 Superéxido
H20; Peroxido de hidrdgeno
HO’ Hidroxil
Os Ozono
10, Oxigeno singulete
HOO" Hidroperoxil
ROOH | Hidroperéxido de alquilo
ROO’ Peroxil
RO’ Alcoxil
ClO lon hipoclorito

El superoxido se detoxifica mediante las enzimas superdxido dismutasa SOD, que lo convierten en
peréxido de hidrégeno. El peréxido de hidrégeno no es un radical libre, por lo que es menos
reactivo que el radical O2™". Sin embargo, se incluye en el término de ROS ya que esta intimamente
involucrado en la generacion y detoxificacion de radicales libres. Al ser no polar, puede difundirse
a través de las membranas celulares y de los organulos y, por lo tanto, actia ampliamente como
segundo mensajero en las vias de transduccion de sefiales. A su vez, el peréxido de hidrégeno se
detoxifica a agua mediante las enzimas catalasa CAT y glutation peroxidasa GPx como se muestra

en la Figura 4.
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Figura 4. Las principales especies reactivas al oxigeno, sus posibles origenes y vias de desintoxicacion.

Es importante que las enzimas antioxidantes actlen en conjunto, ya que un desequilibrio en las
concentraciones de O2" y perdxido de hidrégeno puede resultar en la formacion del ion hidroxilo
(OHe*) mucho mas peligroso. Esta reaccion estéd catalizada por iones férricos libres en la reaccion
de Fenton. El ion hidroxilo tiene una vida estimada de 10"-9 s,1 y reacciona con cualquier molécula
bioldgica en su vecindad inmediata de manera limitada por la difusion. Debido a su alta reactividad,
no se conoce ningun eliminador de OHe. La generacion excesiva de superoxido también puede dar
lugar a interacciones con el Oxido nitrico (NOe¢) para formar peroxinitrito (ONOO-). El
peroxinitrito es un poderoso prooxidante. Dado que es capaz de difundirse hasta 5 pm, puede

afectar a las células vecinas (Pacher et al., 2007).

2.3.1 Efecto de los Compuestos Xenobidticos en el Estrés Oxidativo

La exposicion a pesticidas puede causar un incremento en el estrés oxidativo de los organismos

ViV0s ya que actan como prooxidantes y provocan efectos en multiples 6rganos (Sinhorin et al.,
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2014) . La Figura 5 muestra como agentes externos como la contaminacion del aire, la radiacion
ionizante, la luz UV, los metales pesados, los metaloides, los pesticidas y los hidrocarburos
aromaticos policiclicos, entre otros, inducen la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)

en tejidos objetivo, activando vias de sefializacion que se ponen en marcha en respuesta al estrés

oxidativo.
Factores ambientales asociados al
dano oxidativo
Contaminacién Radiacién
ambiental Ionizante Respuesta al Citoplasma
trés
A & e - “ o
Oxidativo et iaciiva o
Pulmones
N -+
Luz g /Q Misculo ,—S’"{
Ultravioleta 1 P
& e 9 ROS 1,05
’V\l\,_» 0 \ Cerebro \ Higado
A
'y / —
/J:/] Riiién Intestino
:/] Proteccion antioxidante de 6reanos
Metales Sustancias nocivas y
pesados xenobiéticos téxicos
(pesticidas)

Figura 5. Agentes externos causantes de la liberacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en
organos activando la sefializacién para la respuesta contra el estrés oxidativo (Limon-Pacheco and
Gonsebatt, 2009).

Enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa (SOD), y la catalasa (CAT), sistemas
antioxidantes redox como GSH-GPx vy la tiorredoxina (Trx); y la accion de las vitaminas Ey C
colaboran en la neutralizacién de los ROS. El paraquat ha sido ampliamente estudiado como
inductor de estrés oxidativo, y se cree que la toxicidad del paraquat se debe principalmente a la
generacion de ROS vy a alteraciones en el ciclo redox (Dinis-Oliveira et al., 2008). En ratas, el
paraquat induce alteraciones en los sistemas antioxidantes en muchos tejidos (por ejemplo, higado,
sangre, rifion, pulmon), y sus objetivos incluyen el GSH, el glutation reductasa (GSSG-Rd), la

catalasa (CAT), el superdxido dismutasa (SOD), el glutation peroxidasa (GPx) y el glutation S-
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transferasas (GST) (Tomita et al.,, 2005, Ray et al., 2007). ElI malatién, un compuesto
organofosforado, es otro ejemplo de un pesticida que induce estrés oxidativo, lo que conduce a la
generacion de radicales libres y alteraciones en los sistemas antioxidantes en varios érganos en
ratas. Varios estudios han reportado desarrollo de estrés oxidativo en diversos organismos causado
por la exposicion a glifosato, Martin-Rossi (2020) reporta haber encontrado 27 articulos cientificos

en este tema.

2.3.2 Dafios Causados por el Estrés Oxidativo

Cuando el organismo entra en un estado de oxidacién inducido por el estrés oxidativo, por diversos
factores tanto internos como externos al cuerpo, existe un exceso de ROS, moléculas altamente
reactivas que pueden causar dafio a diversas biomoléculas, como lipidos, proteinas, &cidos
nucleicos y carbohidratos. Segun (Storz and Imlayt, 1999) diversos estudios sugieren que el dafio
causado puede irse acumulando desencadenado a la contribucién a otros problemas de salud. El
dafio causado por el estrés oxidativo puede tener consecuencias a nivel celular y contribuir al
envejecimiento, asi como a diversas enfermedades, incluyendo enfermedades neurodegenerativas,
enfermedades cardiovasculares, y cancer. Aqui se describen los posibles efectos del estrés
oxidativo en cada una de estas categorias:

El estrés oxidativo puede conducir a la peroxidacion lipidica, un proceso en el cual los radicales
libres atacan los &cidos grasos insaturados de los lipidos, provocando la formacién de productos de
oxidacion. La peroxidacion lipidica puede comprometer la integridad de las membranas celulares
y afectar la funcion de las estructuras celulares. El estrés oxidativo puede causar la oxidacion de
residuos de aminodacidos, la formacion de enlaces cruzados y la fragmentacion de las cadenas
proteicas. La oxidacion de proteinas puede afectar su actividad bioldgica, su plegamiento y su
capacidad para desempefiar funciones especificas en las células. Aunque los carbohidratos en si
mismos no son tan susceptibles al estrés oxidativo como los lipidos y las proteinas, las especies
reactivas de oxigeno pueden afectar a las moléculas de carbohidratos unidos a las proteinas
(glucosilacion). La alteracion de la glucosilacion puede influir en la funcion de las proteinas

glicosiladas y contribuir a problemas metabolicos.

31



El estrés oxidativo también puede causar dafio a los &cidos nucleicos, que son las moléculas que
componen el material genético de las células (ADN y ARN). Estos dafios pueden tener importantes
implicaciones para la integridad genética y la capacidad de las células para funcionar
correctamente. Las bases nitrogenadas que forman parte de las moléculas de ADN y ARN pueden
ser oxidadas por especies reactivas de oxigeno (ROS), esto puede incluir la oxidacion de adenina,
guanina, citosina y timina en el ADN. La oxidacion de estas bases puede alterar la informacion
genética almacenada en el ADN vy afectar la capacidad de replicacion y transcripcion.

El estrés oxidativo puede inducir roturas en las cadenas de ADN. Las roturas de cadena pueden
ocurrir de manera sencilla o pueden ser mas complejas, como las roturas de doble cadena. Las
roturas de cadena pueden dar lugar a mutaciones genéticas y, en casos extremos, a la pérdida de
informacidn genética importante. Las enzimas encargadas de reparar el ADN también pueden ser
afectadas por el estrés oxidativo. Si estas enzimas no funcionan correctamente, la capacidad de la
célula para reparar los dafios en su material genético se ve comprometida. El dafio a los acidos
nucleicos por estrés oxidativo puede contribuir al desarrollo de enfermedades como el cancer.
Existen proteinas antioxidantes, como la oxoguanina glicosilasa y otras enzimas implicadas en la
reparacion del ADN dafiado por oxidacién, que desempefian un papel clave en la proteccion del

material genético contra el estrés oxidativo.
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Figura 6. Enfermedades que han sido relacionadas con el estrés oxidativo (Azzi, 2022)
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Los dafios a lipidos, proteinas, carbohidratos, y a &cidos nucleicos ocasionan el desencadenamiento
de diversas enfermedades (Pisoschi et al., 2021), en la Figura 6 se muestran las enfermedades que
han sido relacionadas con el estrés oxidativo. Existe evidencia de que el glifosato es un probable

carcindgeno para humanos, sin embargo mas investigacion es necesaria (Kogevinas, 2019).

2.3.1 Efecto del Glifosato en el Estrés Oxidativo

Numerosos estudios han sugerido que el efecto toxicolégico del glifosato es mediado via la
induccion del estrés oxidativo El estrés oxidativo mediado por el glifosato rompe el balance de
oxidacion y antioxidacion, dafiando lipidos, ADN y proteinas y conduciendo a la muerte celular y
apoptosis (Wang et al., 2022). El glifosato causa peroxidacion lipidica, la cual depende la cual es
dependiente de la concentracion del glifosato y del tiempo de exposicion (Burella et al., 2018, Hong
etal., 2018, Zhong et al., 2018). EI ADN puede ser dafiado por exposicion a glifosato (Hong et al.,
2018, Santo et al., 2018). Ratas macho expuestas a 0.1, 0.5, 1.75 y 10 mg/Kg de glifosato mostraron
un dafio primario a ADN en hepatocitos y leucocitos, el glifosato indujo un dafio en ADN en
camardn expuesto por 48 y 96 h en la concentracion LCso (Hong et al., 2018).

El glifosato ha mostrado causar dafio a las enzimas antioxidantes (CAT, SOD, GPx, entre otras)
incrementando su actividad cuando la exposicion no es tan severa, e inhibiendo su actividad cuando
la exposicién a glifosato es mayor y/o por un periodo de tiempo prolongado (Beuret et al., 2005,
Astiz et al., 2009, Lushchak et al., 2009, Zhong et al., 2018, Turkmen et al., 2019, Yousefi et al.,
2021). La exposicion a glifosato en altas concentraciones inhibe la actividad de las enzimas
antioxidantes, tal vez por exceso de radicales libres ROS. Hong y cols. (2018) encontré que el
glifosato incrementa la concentracion de los biomarcadores del estrés oxidativo (oxidacién de
lipidos) mientras inhibe la actividad de las enzimas antioxidantes, y esto es dependiente
directamente de la concentracion del glifosato. Burella y cols. (2018) explican la inhibicion de
enzimas antioxidantes como una consecuencia a la alta produccion de ion superdxido. Turkmen y
cols. (2019) observaron que la actividad de las enzimas antioxidantes, inhibidas por la exposicion
a glifosato, es recuperada si se suplementa al organismo expuesto (en este caso rata) con N-

acetilcisteina. Zhong y cols. (Zhong et al., 2018) Consiguieron aumentar la actividad de las enzimas
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antioxidantes inhibida por la exposicion a glifosato, en plantas de agua Hydrocharis dubia, al
aplicar fosforo, nutriente esencial en la planta, ellos concluyen que esto es debido a que el fosforo
inhibe la absorcion de glifosato, dado que el glifosato y el fosfato pueden usar el mismo sistema
de transporte. Yousefi y cols. (2021) expusieron a peces carpa a glifosato en concentraciones
subletales, encontrando valores menores de SOD y GPx, después de la exposicion a glifosato
(estadisticamente similares al control). Incrementando significativamente después de suplementar
a los peces con comino negro. El Cuadro 8 muestra algunos estudios enfocados en la exposicion a

glifosato de diferentes organismos y su efecto en el estrés oxidativo.

34



Cuadro 8. Estudios que muestran efecto de la exposicion a glifosato en el estrés oxidativo de diversos

organismos.
Organismo Método de Efectos encontrados en relacion con el control Referencia
estudiado exposicion y
concentracion
Ratas Exposicién via oral Higado de ratas: Excesiva ox. lip. No hay (Beuret et
prefiadas y en alimentos y diferencia en los valores de SOD, CAT y GPx al., 2005)
sus fetos liquidos, 1% de Fetos: Incremento en GPx
glifosato
Ratas Via inyeccién 10mg | Higado: Disminuyé la actividad de SOD. No (Astiz et al.,
gly/Kg pc, tres hay diferencias en CAT y GPx. Incremento en la | 2009)
veces/sem/5 sem ox. lip.
Testiculos: Disminucion en la actividad de CAT,
no hay diferencia en SOD y GPx
Peces Via agua ambiental. | Cerebro: reduccion en SOD 51-68% (Lushchak
2.5-20mg/L, por 96 h | Higado: reduccion en SOD 33-53% et al., 2009)
Peces Via agua ambiental, | Musculo: Incremento en la ox. lip a 0.95mg/L (de
Rhamdia 0.45 0 0.95 mg/L por | Higado: Incremento en la ox. lip. en ambas Menezes et
quelen 8 dias concentraciones. SOD y CAT no mostraron al., 2011)
diferencias en ambas concentraciones.
Cerebro: Incremento en la ox. lip. en ambas
concentraciones
Ratas 375mg/Kg pc/dia por | Incremento en ox. lip. en sangre, higado, rifion, | (Turkmen et
8 semanas en agua corazon y cerebro; el cual disminuy6 al al., 2019)
de beber suplementar con N-acetil cisteina.
Disminucidn de la actividad de CAT y SOD en
sangre, aumentando nuevamente al suplementar
con N-acetil cisteina
Planta de 1,5y 15 mg/L en Incremento en ox. lip., actividad de SOD, CAT, | (Zhong et
agua agua ambiental por APX, POD, PPO. Todo esto disminuy¢ al al., 2018)
Hydrocharis | 14 dias aplicar el nutriente esencial fésforo
dubia
Camardn La concentracion Incremento en la ox. lip. y disminucién en SOD | (Hong et al.,
LCso por 48 horas y CAT, asi como en la capacidad antioxidante 2018)
Caiman Aplicacion tépica en | Incremento en la ox. lip. en sangre de caimanes | (Burella et
huevos (500, 750, recién eclosionados, mientras no se observo al., 2018)
1000 pg incremento en SOD ni CAT
Roundup/huevo)
Peces 14 dias de No hay diferencia en SOD y GPx, sin embargo, | (Yousefi et
exposicion (0.122 al suplementar con N. Sativa (comino negro) al., 2021)
mg/L) estas enzimas se activaron

Gly: glifosato, pc: peso corporal, ox. lip.: peroxidacion lipidica, semana: sem; CAT: catalasa; SOD:
superoxido dismutasa; GPx: glutation peroxidasa; APX: ascorbato peroxidasa; PPO: polifenol oxidasa;

POD: peroxidasa
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2.4 Sistemas Antioxidantes

El cuerpo humano tiene varios sistemas de defensa antioxidantes unos sintetizados en vivo y otros
provenientes de la dieta. Los antioxidantes son cualquier sustancia que retrasa, previene o remueve
el dafio oxidativo a una molécula objetivo (Halliwell and Gutteridge, 2015). Los principales
mecanismos de defensa estan conformados por antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos que
trabajan en conjunto para neutralizar las ROS y proteger las células contra la oxidacién, mas sin
embargo no son la unica defensa que el organismo tiene contra la oxidacion en el cuerpo.

Dentro de los antioxidantes no enzimaticos se encuentran la vitamina E, la vitamina C, los
compuestos fenolicos, el glutatién, el acido urico, la bilirrubina, la biliverdina, el selenio, la
transferrina y la lactoferrina entre otros (Birben et al., 2012). Algunas proteinas contienen metales
que pueden tener propiedades antioxidantes y ayudar a neutralizar los ROS. Un ejemplo es la
metalotioneina, que contiene zinc y puede actuar como antioxidante. Los micronutrientes dietéticos
también contribuyen al sistema de defensa antioxidante. Estos incluyen el B-caroteno, la vitamina
C y la vitamina E (la familia de la vitamina E comprende tanto tocoferoles como tocotrienoles,
siendo el a-tocoferol la forma predominante y mas activa) (Alli et al., 2014). Las moléculas
solubles en agua, como la vitamina C, son agentes potentes de captacion de radicales en la fase
acuosa del citoplasma, mientras que las formas liposolubles, como la vitamina E y el B-caroteno,
actan como antioxidantes en entornos lipidicos. Ademas, el selenio, el cobre, el zinc y el
manganeso son elementos importantes, ya que actlan como cofactores para las enzimas
antioxidantes. Se considera que el selenio es particularmente importante en la proteccion del
entorno lipidico contra lesiones oxidativas, ya que sirve como cofactor para la GSH-Px. El
antioxidante celular mas abundante es el tripeptido glutation, GSH (l-y-glutamil-I-cisteina glicina)
que se encuentra en el citosol, la mitocondria y el nacleo. EI GSH se sintetiza a partir de los
aminoacidos el &cido glutdmico, la cisteina, y la glicina (Carvajal, 2019). EI GSH previene la
oxidacion de los grupos tiol de las proteinas, ya sea directamente reaccionando con especies
reactivas o indirectamente a través de glutation transferasas.

De acuerdo con Limén-Pacheco y Gonsebatt (2009) los mecanismos de defensa contra el dafio
oxidativo inducido por radicales libres incluyen lo siguiente: (i) eliminacion catalitica de radicales

libres y especies reactivas por factores como la catalasa (CAT), la superoxido dismutasa (SOD), la
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peroxidasa y antioxidantes especificos de tiol; (ii) unién de proteinas (por ejemplo, transferrina,
metalotioneina, haptoglobina, ceruloplasmina) a iones metalicos prooxidantes, como hierro y
cobre; (iii) proteccion contra el dafio macromolecular por proteinas como las proteinas de choque
térmico o de estrés; y (iv) reduccion de radicales libres mediante donadores de electrones, como
GSH, vitamina E (tocoferol), vitamina C (&cido ascérbico), bilirrubina y &cido Urico como se puede

observar en las Figuras 5 y 6.

2.4.1 Enzimas Antioxidantes

El sistema considerado como defensa antioxidante de primera linea incluye a la superoxido
dismutasa (SOD), a la catalasa (CAT) y a la glutation peroxidasa (GPx), las cuales eliminan de
forma integral, primero el ion superoxido y enseguida el perdxido de hidrégeno (Qiu et al., 2020,
Sarikaya et al., 2020). Sin embargo, las propiedades sefializadoras del peréxido de hidrogeno
pueden ser suprimidas por su catabolismo excesivo (Azzi, 2022)

La superoxido dismutasa (SOD), la catalasa y el glutation peroxidasa trabajan juntas para convertir
los ROS en sustancias menos dafiinas. Estas enzimas tienen la funcion especifica de neutralizar las
especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) y prevenir el dafio oxidativo en las
células. Un vistazo general a la conectividad de las enzima es que la superoxido dismutasa (SOD)
convierte el anién superdxido (O2°") en peroxido de hidrogeno (H20.), mientras que catalasa (CAT)
y glutation peroxidasa (GPx) trabajan el producto de SOD convirtiéndolo en agua H.O. A
continuacion, se describe a detalle el funcionamiento de estas enzimas antioxidantes y su forma de

transformar los ROS en compuestos menos reactivos y que no generen dafio al organismo.

2.4.1.1. Superoxido dismutasa (SOD). Las SOD son proteinas que contienen metal y catalizan la
eliminaciéon del superdxido, generando peroxido de hidrogeno como producto final de la
dismutacion. Se han identificado tres isoformas, y todas estan presentes en todas las células
eucariotas. La isoforma de SOD de cobre y zinc SOD1 esta presente en el citoplasma, nacleo y
plasma. Por otro lado, la isoforma de SOD de manganeso SOD?2 se encuentra principalmente en
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las mitocondrias y SOD3 (extracelular).

Esta enzima cataliza la conversion del radical superoxido (O2°7) en oxigeno molecular (O2) y
peroxido de hidrogeno (H20.). El superoxido es una especie altamente reactiva que puede causar
dafo celular, y la accién de la SOD ayuda a neutralizarlo. La forma en que SOD actua es la
siguiente 20,* + 2 H* — H20; + O». El anién perdxido de hidrégeno sigue siendo un ROS, aunque
menos toxico, que otra enzimas se encargan de descomponer.

Dado que el superoxido es la principal especie reactiva de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés)
producida desde diversas fuentes, su dismutacion por la superoxido dismutasa (SOD) es de
importancia primordial para cada célula. Las tres formas de SOD, es decir, CuZnSOD, Mn-SOD y
EC-SOD, estdn ampliamente expresadas en el pulmén humano. La Mn-SOD se localiza en la
matriz mitocondrial (Birben et al., 2012). En general, se considera que CuZnSOD y Mn-SOD
actian como eliminadores generales de radicales superdxidos. El nivel relativamente alto de EC-
SOD en el pulmdn, con su union especifica a los componentes de la matriz extracelular, puede
representar un componente fundamental de la proteccidn de la matriz pulmonar (Zelko et al., 2002).
El peroxido de hidrogeno (H202) producido por la accion de las SOD o la accion de oxidasas, como

la xantina oxidasa, se reduce a agua por la enzima catalasa y la enzima glutation peroxidasa.

2.4.1.2. Catalasa (CAT). Las enzimas catalasa son enzimas que convierten el peroxido de
hidrogeno (H202) en agua y O, y se localizan principalmente en organelos subcelulares como los
peroxisomas. La catalasa es una enzima que se encuentra en casi todas las células del organismo,
especialmente en aquellas que se encuentran con altos niveles de oxigeno, como los glébulos rojos
y el higado. Su funcion principal es descomponer el peréxido de hidrogeno (H202) en agua (H20)
y oxigeno molecular (O>), la reaccién es la siguiente 2H,0, — 2 H2O + O.. El peroxido de
hidrogeno es otro ROS y puede ser toxico para las células si se acumula en grandes cantidades. El
agua producida no es toxica y puede ser utilizada en otros procesos celulares. La enzima catalasa
es unas de las que presentan mayor actividad al ser el organismo expuesto a diversos xenobioticos

como lo son los plaguicidas.

2.4.1.3. Glutation Peroxidasa (GPx). El conjunto de enzimas glutation peroxidasas (GPx) tiene
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como funcién eliminar el H.O2 acoplando su reduccién con la oxidacion de GSH. La reaccion es
la siguiente H2O2 + 2GSH — GS-SG + 2H>0 (Margis et al., 2008). El agua producida no es toxica
y puede ser utilizada en otros procesos celulares. GPx también puede reducir otros peréxidos, como
los hidroperoxidos de éacidos grasos. Estas enzimas estan presentes en el citoplasma a
concentraciones milimolares y también en la matriz mitocondrial. La mayoria de los tejidos
animales contienen actividad de CAT y GPx. Esta enzima utiliza el glutation, un antioxidante
celular esencial, para reducir y neutralizar el peroxido de hidrogeno y otros peréxidos organicos.
El caso de CAT y GPx es muy similar ya que se cuenta con estudios que demuestran que estas dos
enzimas reaccionan con la liberacion de ROS generada por la presencia de xenobioticos que son
compuestos externos al cuerpo, es decir que no son nativos del mismo por lo que entran en contacto
con el organismo gracias a las condiciones ambientales a las que nos vemos expuestos.

Es importante destacar que las enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPx trabajan de manera
coordinada y se complementan entre si, y que el exceso de ROS afecta su funcién causando su
inhibicion (Modesto and Martinez, 2010, Burella et al., 2018, dos Santos Teixeira et al., 2018,
Turkmen et al., 2019).
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3. HIPOTESIS

La exposicion dietaria a glifosato en una concentracion permitida por las entidades
encargadas de regular el uso de plaguicidas causa un efecto en el estrés oxidativo del pez cebra
(Danio rerio)
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

El objetivo de este estudio fue analizar el estrés oxidativo por efecto de la exposicion dietaria a
glifosato en una concentracion permitida por las entidades encargadas de regular el uso de

pesticidas, utilizando al pez cebra como modelo.

4.2 Objetivos Especificos

1. Llevar a cabo una exposicion dietaria a glifosato del pez cebra (Danio rerio), en tres diferentes
concentraciones 0, 100 y 1,000 pg/g alimento/dia, por un periodo de 21 dias.

2. Determinar la actividad de la enzima superdéxido dismutasa SOD en cerebro, masculo e higado
de pez cebra a las 16 horas, a los 7 dias y a los 21 dias de exposicion.

3. Determinar la actividad de la enzima catalasa CAT en cerebro, musculo e higado de pez cebra a
las 16 horas, a los 7 dias y a los 21 dias de exposicion.

3. Determinar la actividad de la enzima glutation peroxidasa GPx en cerebro, misculo e higado de
pez cebra a las 16 horas, a los 7 dias y a los 21 dias de exposicion.
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5. MATERIALES Y METODOS

En el presente estudio se evalud el efecto de la exposicion dietaria a glifosato en el estrés
oxidativo utilizando como organismo modelo al pez cebra (Danio rerio). La fase experimental de
mantenimiento y alimentacion de los peces, asi como el muestreo y diseccion de estos se realizo
en el Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo (CIAD) Unidad Mazatlan bajo la
supervision de la doctora Beatriz Yafiez Rivera y la estudiante de doctorado Beatriz Ibarra
Mendoza. Peces cebra adultos fueron obtenidos de una tienda de peces; estos fueron mantenidos
de acuerdo con la guia para peces cebra (Diaz-Martin et al., 2021); aclimatados por 7 dias
alimentandolos diariamente una cantidad proporcional al 1% de su peso corporal/dia. Después del
periodo de aclimatacion los peces fueron sometidos a una exposicion a glifosato a través de la dieta,
utilizando tres concentraciones: control 0 ug/g de alimento, concentracion baja (100 ug glifosato/g
de alimento) y concentracién alta (1000 ug de glifosato/g de alimento).

El efecto de la exposicion a glifosato en el estrés oxidativo del pez cebra fue evaluado en el CIAD
unidad Cuauhtémoc, a traves de la medicion de la actividad enzimatica de las enzimas del estrés
oxidativo superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPx). Para este
estudio se recibieron por parte del CIAD Mazatlan un total de tres tejidos de pez cebra (musculo,
higado y cerebro), con 4 unidades por cada nivel de glifosato (0, 100 y 1000 pg/g), las cuales se
manejaron como 2 repeticiones con un pool de 2 unidades por repeticion. Las muestras fueron

tomadas a las 16 horas, alos 7 y a los 21.

5.1. Determinacién de Concentraciones Experimentales

Las concentraciones de glifosato se determinaron mediante una revision bibliografica de residuos
de este plaguicida en diferentes productos alimenticios (ver Figura 1). Ademas, se consideraron las
dosis de referencia propuestas por entidades regulatorias internaciones: a) la autoridad europea de
seguridad alimentaria (EFSA por sus siglas en inglés) (0.5 mg/Kg de peso del individuo/dia); b)
reunion conjunta FAO/OMS sobre residuos de plaguicidas (JMPR por sus siglas en inglés) (1
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mg/Kg de peso del individuo/dia); y ¢) Agencia de proteccion del medio ambiente (EPA por sus
siglas en inglés) (2 mg/Kg de peso del individuo/dia). Con base en estos valores, se selecciond la
concentracion de 1 mg/Kg de peso de pez cebra/dia (1pg/g de pez) y una concentracion 10 veces
mayor (10 pg/g). Para conseguir esto se aliment6 a cada pez cebra con alimento equivalente a 1%
de su peso/dia conteniendo 100ug de glifosato/g de alimento, esto significa que 100 g de peso de
pez cebra se alimentaron con 1g de alimento/dia, es decir, 100 g de pez se expusieron a través de
la dieta a 100 pg de glifosato por dia. De esta manera se obtuvo la concentracién de 100 ug de
glifosato/g de alimento por dia (equivalente a 1 mg/Kg de peso de pez cebra/dia) y una
concentracion 10 veces mas alta, 1,000 ug/g de alimento (equivalente a 10 mg/kg de peso de pez

cebra/dia), para compararse con el control 0 ug/g de alimento.

5.2. Incorporacién de Glifosato en la Dieta del pez cebra (Danio rerio)

Se utilizd un lote Unico de alimento comercial Zeigler® para pez cebra adulto compuesto por 55%
de proteina cruda, 15% de grasa cruda, 1.5% de fibra cruda, 12% de cenizas y 12% de humedad.
Los pellets de alimento se homogeneizaron mediante tamizado y pesaje para garantizar pellets con
un peso de 0.0005 g + 0.0001 g. A continuacién, se pesaron 0.1 g de glifosato (ingrediente activo,
Sigma Aldrich®) y se disolvieron en 100 ml de agua destilada, obteniendo asi una solucion madre
de glifosato con una concentracion de 1000 pug/ml. Posteriormente, se tom6 una alicuota de 10 ml
de esta solucion y se afor6d a 100 ml para obtener la segunda concentracion de 100 pg/ml.

Para preparar los lotes de alimento adicionado con glifosato, se llevaron a cabo ciclos de aspersion
homogénea y secado durante 24 horas, considerando una proporcion de absorcion de 1ml de
solucion por gramo de alimento. Se prepararon dos lotes de alimento, cada uno con una
concentracion diferente de glifosato, estos se almacenaron en condiciones de oscuridad a -40 °C.
Las concentraciones realistas de glifosato se determinaron mediante espectrometria de masas y
cromatografia liquida en el Laboratorio de Plaguicidas de CIAD Unidad Culiacéan, de acuerdo con

el protocolo descrito por Moguso et al., 2015.
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5.3. Mantenimiento y Seleccion de pez cebra

Se seleccionaron peces macho adultos de aproximadamente 6 meses de edad y un peso de 0.8 +
0.2 g de una granja de peces ornamentales localizada en “El Quelite, Sinaloa”. Los peces se
mantuvieron en recipientes de 9.5 L con agua declorinada a 28 £ 0.5 °C y con aireacion continua.
Los organismos se alimentaron dos veces al dia ad libitum con dieta comercial Zeigler® y se
mantuvieron en un ciclo de fotoperiodo 14:10 h (luz: oscuridad). La purificacion y los parametros
del agua se ajustaron siguiendo lo descrito por Lawrence (2011). Los procedimientos
experimentales se realizaron de acuerdo con los lineamientos establecidos por el comité de ética
de CIAD (CEI-CIAD, COBIOETICA-26-CEI-001-20200122).

5.4. Determinacion del Escenario de Exposicion

Se llevaron a cabo bioensayos preliminares para determinar una estrategia de alimentacion que

permitiera una ingesta homogénea de glifosato.

5.5. Estrategia “Pellet por Pellet”

Se pesaron individualmente organismos que posteriormente se colocaron en acuarios
independientes de 2 L para un periodo de aclimatacién, durante el cual se alimentaron dos veces al
dia de acuerdo con la dieta basal para pez cebra descrita por Navarro-Barrén et al., 2018. Una vez
finalizado el periodo de aclimatacion, se aplico un enfoque de alimentacion “pellet por pellet”
durante 5 minutos, dos veces al dia, para determinar la cantidad de alimento que cada organismo

ingiri6 diariamente.
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5.6. Estrategia “Porcentaje por Peso Corporal Promedio”

Se pesaron de forma grupal organismos (~20) para obtener el peso promedio por grupo.
Posteriormente, los organismos fueron separados en tanques de 6 L, y después del periodo de
aclimatacion, se les ofreci6 alimento correspondiente al 1% del peso corporal promedio, dividido
dos veces por dia, durante 5 minutos. Al finalizar cada sesion de alimentacion, se pesaron los pellets

restantes para determinar la ingesta real diaria por tanque.

5.7. Exposicion a Glifosato Via Dietaria y Recoleccion de Muestras

Se seleccionaron organismos con un peso promedio de 0.6 g. Posteriormente, se realiz6 la
aleatorizacion de la distribucion de los organismos en tres tratamientos (0 pg/g, 100 pg/g y 1000
pg de glifosato/g de alimento), utilizando la funciéon “RAND()” de Excel.

Los primeros organismos fueron alimentados como se mencioné anteriormente y después de 15
horas de exposicion a los tres tratamientos, las primeras muestras fueron recolectadas y
posteriormente los organismos se aclimataron durante 7 dias y después continud el periodo de
exposicion durante 21 dias mas. Durante este tiempo, los organismos fueron alimentados dos veces
al dia, durante 5 minutos, con dieta control o dieta adicionada con glifosato segln el tratamiento
correspondiente, al 1% de peso corporal por dia. Al finalizar cada sesién de alimentacion, el
alimento restante fue sifoneado cuidadosamente y pesado para determinar la ingesta total diaria por
unidad.

Los muestreos se realizaron semanalmente en los dias 0, 7, 14, 21 del bioensayo. Se recolectaron
aleatoriamente dos organismos por unidad experimental, los cuales fueron anestesiados con
tricaina al 0.05% (E10521-10G Ethyl 3-aminobenzoate methanesulfonate, Sigma Aldrich®) y
decapitados. Se realiz6 la medicion del peso y la longitud de cada organismo con una balanza
analitica y un calibrador vernier, respectivamente. Posteriormente, se extirparon el cerebro, el

higado y el musculo para hacer las mediciones correspondientes.
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5.8. Andlisis de Actividad Enzimatica

5.8.1. Obtencion del Extracto Enzimatico Crudo (EEC) del Pez Cebra

El extracto enzimatico se realizo haciendo pools de dos cerebros, dos higados o dos musculos de
pez cebra, por repeticion. Para la extraccion de las enzimas se utilizé un buffer de fosfato de sodio
0.5 M el cual se prepar6 tomando un alicuota de 4.25 ml de fosfato de sodio monobésico 0.1 My
una alicuota de 45.75 ml de fosfato de sodio dibasico 0.1 M, ambas alicuotas se colocaron en un
matraz de 100 ml aforando con agua destilada, por ultimo, se ajusto el pH a 7.8 a una temperatura
de 4 grados centigrados. La homogeneizacion se realizé utilizando 50mg de musculo por cada 500
pl de buffer de extraccidn, para el higado se utilizaron 20.87 mg en 500 pl y para cerebro se
utilizaron 26.81 mg en 500 pl agregando 25 pl de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF por sus
siglas en inglés) segun indica Lushchak y col. (2005a) para la inhibicion de las proteasas que
pudieran degradar la proteina en el EEC, se colocaron estas proporciones en un Vaso Potter-
Elvehjem y se tritur6 cada tejido utilizando un homogeneizador (Glas-Col de velocidad variable,
reversible) durante 2 minutos, posteriormente se procedié a su centrifugacion utilizando una
centrifuga 5804 R, Eppendorf, a 20,600 g durante 10 minutos a una temperatura de 4 grados
centigrados, recuperando el sobrenadante para ser utilizado en las mediciones de actividad

enzimatica.

5.8.2. Determinacién de Proteina (Método de Bradford)

El método de Bradford es una técnica de cuantificacion de proteina mediante la union de un
colorante (Azul de Coomassie G-250) a la proteina, contrastando con una curva de calibracion
realizada con el estandar de proteina (Albumina de suero bovino (BSA). La metodologia utilizada
para la determinacion de proteina fue de acuerdo al método de Bradford descrito por Lushchak y
col., en 2005. Para la lectura de las muestras se colocaron 20 ul del EEC y 1ml del reactivo de
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Bradford, se procedié a su agitacion en vortex y a un posterior reposo durante 10 minutos a
temperatura ambiente. La lectura se llevo a cabo a 595nm utilizando un espectrofotometro modelo
Thermo scientific, evolucién 201 UV/Visible (E.U.A.).

5.8.3. Actividad de la Enzima Superdxido Dismutasa (SOD)

Para la medicion de la actividad de la enzima superdxido dismutasa (SOD) se utilizé la metodologia
propuesta por Misra y cols., (1972), la cual esta basada en la deteccion del radical superoxido,
donde una unidad de SOD es definida como la cantidad de enzima que inhibe la velocidad de la
oxidacion de la epinefrina (adrenalina) en un 50%. Para realizar la medicion se colocaron en celdas
de cuarzo, alicuotas de concentraciones: 0, 10, 50 y 100 pl de extracto enzimético en una dilucion
1:20 para cada repeticién, aforando a 1ml con de buffer de carbonato de sodio 50 mM (pH ajustado
a 10 a una temperatura de 4 grados centigrados), 10 ul de EDTA 0.1M vy por ultimo 0.1 ml de
epinefrina (4.58 mg epinefrina a 10 ml de agua destilada pH 2). Posteriormente las muestras se
llevaron a incubacion durante 3 minutos a temperatura ambiente para luego medir la tasa de
oxidacion de la epinefrina a 406 nm durante 10 minutos con lecturas cada 10 segundos utilizando
un espectrofotdémetro modelo Thermo scientific, evolucién 201 UV/Visible (E.U.A.).

Para el calculo de la actividad de SOD se determina el porcentaje de inhibicidn de la oxidacion de
epinefrina obtenido con cada una de las alicuotas de EEC utilizadas (0, 10, 50 y 100 ul),
posteriormente se grafican los porcentajes de inhibicion en funcién del volumen utilizado de EEC
y se obtiene una ecuacion de regresion que se emplea para calcular el volumen de EEC necesario
para inhibir la oxidacion de epinefrina en un 50%, el cual sera equivalente a una Unidad de SOD.
Tomando en cuenta la cantidad de tejido utilizado y la cantidad de proteina en este tejido se

obtienen las unidades de SOD por cada miligramo de proteina.
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5.8.4. Actividad de la Enzima Catalasa (CAT)

La determinacidn de la actividad de la enzima catalasa se realizé mediante la técnica propuesta por
Samantay cols. (2014). En una celda de cuarzo se colocaron 1.98 ml de buffer de fosfato de sodio
50 mM (pH 7.0), 1 ml de perdéxido de hidrogeno 30 mM y 20 pl de extracto enziméatico EEC,
enseguida se determind el cambio de absorbancia a 240nm cada 5 segundos durante 5 minutos,
utilizando un espectrofotometro modelo Thermo scientific, evolucion 201 UV/Visible (E.U.A.). el
cambio de absorbancia indica la velocidad de desaparicion del H20». Los calculos se realizaron
dividiendo la pendiente (absorbancia/min) entre el coeficiente de extincion de 43.6 M7,
convirtiendo los mililitros de EEC en miligramos de proteina y expresando los resultados como

pmoles/min mg proteina.

5.8.5. Actividad de la enzima Glutation Peroxidasa (GPx)

El fundamento sobre el que se basa el célculo de la actividad de GPx es la medicién de la oxidacion
de NADPH por la reaccion del glutatiéon reductasa (GR) a 340nm en un espectrofotometro (Flohé
and Gunzler, 1984, Blahova et al., 2013). Para ello se procedié de acuerdo al ensayo de Sigma
Aldrich (EC 1.11.1.9) (Sigma-Aldrich, 2020) el cual consta de los siguientes reactivos: buffer de
fosfato de sodio 50mM con 0.4mM EDTA (pH 7 a 25°C, reactivo A), azida de sodio 1 mM
preparada en el reactivo A (reactivo B), Fosfato dinucledtido de B-nicotinamida y adenina, 1 mg
en un tubo de 15 ml (NADPH, reactivo C), glutation reductasa, 100 unidades/ml (reactivo D),
glutation reducido (GSH), 200 mM (reactivo E), bufer de fosfato de sodio 10 mM con ditiotreitol
(DTT), 1 mM, pH 7 (reactivo F), extracto enzimatico crudo (reactivo G), y peroxido de hidrogeno
al 0.042% (reactivo H). Se prepard un coctel de reaccion con 9.2 ml del reactivo B, 0.1 ml del
reactivo D y 0.05 ml del reactivo E, se ajusté el pH a 7 a 25 grados centigrados. En una celda de
cuarzo se agregaron 3 ml del coctel de reaccién, 0.05ml del reactivo G (EEC), se mezclaron por
inversion y observando el cambio de absorbancia a 340 nm hasta ser constante, agregando
enseguida 0.05ml del reactivo H, mezclando inmediatamente por inversion de la celda y anotando
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el cambio de absorbancia durante 5 minutos. De forma similar se corrié un blanco con 0.05 ml del
reactivo F. Para el célculo de la actividad e GPx se utilizo la ecuacion indicada mas adelante, en
donde 2 son los pumol de GSH producidos por 1 pmol de NADPH oxidado, 3.1 es el volumen total
del ensayo. 6.22 el coeficiente de extincion (milimolar) de NADPH a 340 nm y 0.05 volumen en

mililitros de enzima o extracto enzimatico utilizado.

AA340nm  AA340nm ., ,
unidades __ (mm test " min blanw)(z)(S.l)(factor de dilucion) (1)
ml enzima (6.22)(0.05)

5.9. Andlisis Estadistico

Los datos se presentan como media + desviacion estandar (D.E.) (n = 2), los cuales fueron
analizados mediante un analisis de varianza de un factor (ANOVA), seguido por la prueba de
Duncan. Se realizo la prueba de Duncan para comparar la homogeneidad de las varianzas entre los
grupos. Los resultados se consideraron estadisticamente significativos si P < 0.08. Todos los
analisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete estadistico IBM SPSS version 27.
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

En el presente estudio se utiliza al pez cebra como modelo para determinar el efecto en el
estrés oxidativo de una exposicion dietaria a glifosato. Se alimentd al pez cebra con formula
balanceada conteniendo glifosato (ingrediente activo, Sigma Aldrich®) en tres concentraciones, 0
ug/g (control), 100 pg/g y 1000 pg/g de alimento. Diariamente se alimento al pez cebra con una
cantidad de alimento equivalente al 1% de su peso. La exposicion a glifosato a traves de la
alimentacion se llevo a cabo por 21 dias. Se evalu6 el efecto de esta alimentacion en el estrés
oxidativo del pez cebra, a traves de la medicion de la actividad de las enzimas superoxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPx), principales enzimas para la desintoxicacién
de especies reactivas al oxigeno (Slaninova et al., 2009) ya que constituyen la primera defensa
celular contra las especies reactivas al oxigeno (ROS), neutralizando de manera activa los ROS
generados durante el metabolismo celular (Velasques et al., 2016a). Estas enzimas fueron
analizadas en el cerebro, el higado y el masculo del pez, a las 16 horas de iniciado el tratamiento,
alos 7 dias y a los 21 dias (la enzima CAT en higado solo pudo ser analizada a las 16 horas, debido
a que no se conto con suficiente muestra). Para determinar la actividad de la enzima SOD en U/mg
proteina, CAT y GPx en los resultados se presentan en unidades por gramo de tejido en los Cuadros
10, 11, 12. Dado que los resultados son presentados generalmente para la enzima SOD en U/mg de
proteina, para la enzima CAT en nmol/min mg proteina y para la enzima GPx en nmol/min mg
proteina. Se llevo a cabo la determinacidn de proteina. Los resultados de proteina se muestran en
el Cuadro 9, donde se puede observar que el higado presenta la cantidad mas alta de proteina,
seguido por el cerebro y al final el masculo. EI Cuadro 9 muestra como la cantidad de proteina en
higado en cada tratamiento, incrementa conforme avanza el tiempo de estudio. El efecto es menos
pronunciado a mayor exposicion al glifosato. La proteina en higado control incrementé en un
60.5% mientras que en el tratamiento 100 pg/g alimento el incremento fue de 38% mientras que
en el tratamiento de exposicion mas alta el incremento fue de 6.8% (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Concentracion de proteina soluble (mg/g peso fresco) en cerebro, musculo e higado de
pez cebra expuesto a glifosato a través del alimento.

Organo Glifosato Tiempo de alimentacién (dias)
ug/kg 0.7 7 21
Cerebro 0 23.1 24.5 27.9
100 30.0 14.8 23.8
1000 26.8 22.6 20.9
Musculo 0 6.0 6.7 6.3
100 7.2 6.0 9.1
1000 7.1 7.9 7.9
Higado 0 124.0 176.2 199.0
100 132.2 160.5 209.2
1000 168.7 177.4 180.2

6.1. Actividad de la Enzima Superdxido Dismutasa (SOD)

La superoxido dismutasa SOD es la primera enzima desintoxicante y el antioxidante mas poderoso
de la célula. Es una importante enzima antioxidante enddgena que actia como componente del
sistema de defensa de primera linea contra las especies reactivas de oxigeno (ROS). Cataliza la
dismutacion de dos moléculas de anion superoxido (*O2) en perdxido de hidrégeno (H202) y
oxigeno molecular (O2), lo que hace que el anidn superoxido, potencialmente dafiino, sea menos
peligroso (Ighodaro and Akinloye, 2018a).

El Cuadro 10 muestra los resultados de la actividad de la enzima SOD en unidades por gramo de
tejido, en cerebro, musculo e higado. Los valores obtenidos se encuentran dentro de la misma
magnitud a los reportados por Lushchak y cols. (2005a) en higado y musculo de pez dorado
expuesto a hiperoxia. En el presente trabajo, el higado fue el 6rgano con mayor actividad de SOD
de los tres tejidos, seguido del cerebro y el musculo. Esto no se observa en cuando la actividad
enzimatica esta dada tomando en cuenta la proteina (Figuras 7 a 9), dado que el higado es el 6rgano
gue presenté mayor concentracion de proteina (Cuadro 9). Lushchak y cols., en 2009, estudiaron
la actividad de la enzima SOD en pez dorado por efecto de la exposicion a glifosato (Lushchak et
al., 2009) encontrando una actividad 5.4 veces mayor en higado con respecto a cerebro; Lushchak
y cols., 2005 estudiaron SOD en pez dorado con exposicién a hiperoxia, encontrando que la enzima

presento valores de 16 veces mayores en higado que en musculo. En el presente trabajo se llegaron
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a observar valores de SOD en higado hasta 8 veces mayores en comparacion con el mdsculo
(control al dia 21; Cuadro 10) y 4 veces mayores en comparacion con el cerebro (control y 100
pg/g alimento al dia 21).

Cuadro 10. Actividad de la enzima SOD (U/g de tejido fresco) a los 0.7, 7 y 21 dias de exposicién
a glifosato a través de la alimentacion; pendiente y coeficiente de correlacion.

Organo | Glifosato Tiempo de alimentacién (dias) Pendiente R
ug/g alimento 0.7 7 21

Cerebro | 0 6201.9 5846.7 5299.8 -44 0.99
100 5072.3 7050.6 4483.4 -57 0.43
1000 5227.8 4382.1 5103.8 4 0.09

Mdsculo | 0 2210.2 1572.4 2739.1 37 0.64
100 2043.7 3398.6 3436.4 58 0.75
1000 1385.5 3412.5 2877.0 55 0.53

Higado |0 8651.7 8787.7 22663.9 752 0.96
100 14343.8 10685.3 18726.4 282 0.72
1000 9528.9 10041.3 12996.6 180 0.99

Los resultados de la actividad de la enzima SOD, en U/g de tejido (Cuadro 10), en el tratamiento
control (0 pg/g tejido), en los 6rganos cerebro e higado muestran pendientes con un coeficiente de
correlacion cercano a 1. Lo que indica que el comportamiento de la enzima SOD del pez cebra sin
exposicion a glifosato es lineal en el tiempo. Las pendientes de SOD en higado presentan los mas
altos valores, ademas de un alto coeficiente de correlacion (0.96, 0.72 y 0.99 para control, 100 y
1,000 pg/g alimento) en comparacion con musculo y cerebro; sin embargo, la pendiente va
disminuyendo conforme incrementa la concentracion de glifosato (752, 282 y 180 para control,
100 y 1,000 ug/g alimento), (Cuadro 10). Este decremento en la pendiente podria indicar que la
exposicion dietaria a glifosato suprime la actividad de la SOD, el cual es mas pronunciado a mayor
concentracion de glifosato; 62% y 76% de disminucion en SOD para 100 y 1,000 pg/g alimento,
respectivamente. De acuerdo con Lushchak y cols. (2009), la exposicién a Roundup, cuyo
ingrediente activo es el glifosato, suprimio la actividad de la superoxido dismutasa en un 58-67%

en higado de pez dorado (96 h de exposicion 2.5-20 mg/L agua ambiental).
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Figura 7. Actividad de la enzima SOD en cerebro de pez cebra con exposicion dietaria a glifosato por 21
dias. Los resultados representan la media de dos repeticiones + SD. Diferentes letras entre tratamientos
indican diferencia significativa, para cada tiempo evaluado (p<0.08).

La Figura 7 muestra la actividad de la enzima superoxido dismutasa en cerebro, en U/mg de
proteina. Se puede observar que el cerebro muestra un considerable incremento en la actividad de
SOD en exposicion dietaria de 100ug/g al dia 7 del estudio, 150% mayor que el tratamiento con
exposicion alta a glifosato, 1,000ug/g de alimento. Esto sugiere un incremento en el estrés
oxidativo en el cerebro del pez cebra a 100ug/g al dia y una posible inhibicién de la actividad de
SOD al dia 7 en una concentracién 10 veces mas alta de glifosato (no observandose diferencia
significativa entre este tratamiento y el control). Es interesante observar que para el dia 21 de
exposicion dietaria a glifosato, 100ug/g ya no mostrd incremento en la actividad de SOD,
mostrando valores estadisticamente semejantes a 1,000g/g y al control, lo que nuevamente sugiere
una inhibicion de SOD en los tratamientos con exposicion a glifosato 100ug/g y 1,000ug/g al final
de la exposicion. Algunos autores reportan la inhibicion de SOD por exposicion al glifosato
indicando que esta inhibicion incrementa a medida que incrementa el tiempo de exposicion y/o la
concentracion (EI-Shenawy, 2009, Modesto and Martinez, 2010, Sinhorin et al., 2014, Bali et al.,
2019). De acuerdo con Modesto y cols. (2010), un exceso del producto de la enzima SOD, peroxido

de hidrdgeno, podria estar causando la reduccion de la actividad de SOD. Sinhorin y cols. (2009)
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atribuyen la inhibicion de SOD por exposicion a glifosato a un incremento en H202 y a un
incremento en la proteina carbonilo que es responsable de cambiar la proteina y reducir la actividad
de las enzimas. Bali y cols. (2019) encontraron una reduccion significativa en la actividad de SOD
en el cerebro de ratones con exposicion dietaria (en agua ingerida) en concentraciones de 250 pg/g
y 500ug/g de peso del ratdn por dia, en ratones expuestos por un periodo de 6 (sub cronico) o 12
semanas (crénico), exposiciones en proporciones 25 a 500 veces mayor 250 y 500ug/g de peso del
raton/dia vs ~1 y ~10 ug/g de peso corporal/dia (100 y 1,000ug/g de alimento); y un periodo de
exposicion superior, 6 y 12 semanas vs 3 semanas. Efecto que fue mas marcado a mayor
concentracion de glifosato y a mayor tiempo de exposicion. Estos tratamientos mostraron disminuir
la actividad de la acetil colin esterasa AChE, afectar al proceso de memoria y reconocimiento de
los ratones, asi como a la memoria de corto y largo plazo (Bali et al., 2019). Sinhorin y cols. (2014)
encontraron una disminucion en la actividad de SOD en cerebro de pez surubi con exposicion
aguda a glifosato a traves del agua ambiental en concentraciones de 2.25, 4.5, 7.5y 15 mg/L por
96 h; la disminucion de la actividad de SOD con respecto al control fue de 29.7, 30 y 27.8%,
respectivamente.

La Figura 8 muestra la actividad de la enzima superdxido dismutasa en musculo, en U/mg de
proteina. Se puede observar al tiempo 7 un incremento estadisticamente significativo (P<0.08) en
la actividad de SOD en el musculo de pez cebra por exposicion a glifosato, en ambas
concentraciones, 100ug/g alimento (equivalente a 1mg/Kg de peso de pez cebra/dia) y 1,000ug/g
de alimento; dos semanas después, al dia 21 del estudio, estos valores disminuyeron, no mostrando
diferencia significativa con el control, sugiriendo una inhibicion de la enzima SOD al final del
tratamiento, (Figura 8). En pez cebra entero expuesto a concentraciones subcrénicas de atrazina
(pesticida ampliamente usado a nivel mundial) 0.3, 3, 30, 60 0 90 pg/L por 28 dias, mostré6 mayor
actividad de SOD en la concentracion de 30ug/L, mientras que en la concentracion superior, 90
ug/L, la actividad de SOD fue inhibida, los autores concluyeron que la exposicion a 90 pg/L de
atrazina causo una regulacion negativa del sistema de defensa antioxidante (Blahova et al., 2013).
Sinhorin y cols. (2014) encontraron un incremento en TBARS (especies reactivas al &cido
tiobarbitarico) en musculo de pez surubi con exposicion aguda a glifosato a través del agua
ambiental. De acuerdo con Slaninovay cols. (2009), el masculo es un érgano mas sensible al estrés
oxidativo, con un sistema antioxidante mas deficiente, en comparacién con el higado. Esto

concuerda con los resultados obtenidos en el presente trabajo ya que mientras SOD incremento al
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dia 7 en el musculo de los peces expuestos a glifosato, en higado no se observaron diferencias

significativas entre tratamientos a ningin tiempo evaluado (Figura 9).
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Figura 8. Actividad de la enzima SOD en musculo de pez cebra con exposicién dietaria a glifosato por 21
dias. Los resultados representan la media de dos repeticiones + SD. Diferentes letras entre tratamientos
indican diferencia significativa, para cada tiempo evaluado (p<0.08).

La Figura 9 muestra la actividad de la enzima superdxido dismutasa en higado, en U/mg de
proteina. La absorcion de glifosato via oral es relativamente alta; en ratas se ha observado una vida
media de absorcion de glifosato de 2.29 h y una vida media de eliminacion de 14.38 h (Anadén et
al., 2009). Al mostrar una lenta eliminacién, el glifosato puede distribuirse a todos los tejidos
causando dafio (Wang et al., 2022). A las 16 horas de iniciado el experimento, se observa un
incremento en la actividad de SOD en la concentracion de 100pg/g, mientras que la concentracion
de 1,000ug/g fue ligeramente inferior al control; sin embargo, las diferencias no fueron
estadisticamente significativas. Tampoco se observaron diferencias significativas entre
tratamientos al dia 7 ni al final del experimento, dia 21. Menezes y cols. (2011) evaluaron el efecto
de la exposicion ambiental en agua, de Roundup en concentraciones de 0.45 y 0.95mg/L en pez

bagre negro, encontrando en higado un incremento en TBARS (especies reactivas al acido
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tiobarbiturico), pero no encontrando incremento en la actividad de SOD. Esto indica que a pesar
de que la exposicion a Roundup si causo estrés oxidativo (incremento en TBARS), la actividad de
SOD no incrementa; los autores sugieren que el glifosato genera una toxicidad que impide la accion
de SOD (de Menezes et al., 2011).
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Figura 9. Actividad de la enzima SOD en higado de pez cebra con exposicion dietaria a glifosato por 21
dias. Los resultados representan la media de dos repeticiones + SD. Diferentes letras entre tratamientos
indican diferencia significativa, para cada tiempo evaluado (p<0.08).

Al final del experimento, dia 21, la actividad de SOD en 100 pg/g y en 1,000 pg/g peso de alimento
disminuyé en un 17.6% y un 33.8% con respecto al control. El higado es un 6rgano que puede
presentar una mayor concentracion de ROS por la exposicion a glifosato, y esta gran cantidad de
ROS podria estar causando la inhibicion de la actividad de la SOD en el presente estudio. Sinhorin
y cols. (2014) encontraron una disminucion en la actividad de SOD en higado de pez surubi con
exposicion aguda a glifosato a través del agua ambiental en concentraciones de 2.25, 4.5, 7.5y 15
mg/L por 96 h. Dos Santos y cols. (2018) aplicaron exposiciones subletales de glifosato (0.75mg/L)
y encontraron que la actividad de SOD en el higado de pez pintado de Amazonas decrementaba en

un 22.6% en comparacion con el control, mientras a su vez la carbonilacion de la proteina
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(alteracion del metabolismo normal de la proteina causado por la acumulacion de moléculas
dafiadas por el estrés oxidativo) incrementaba. Ellos sugieren que la disminucion en la actividad
de SOD en higado, por exposicion a glifosato es causado por un exceso de sustancias oxidantes, es
decir, la actividad de la enzima SOD se pierda a mayor cantidad de ROS. Modesto y cols. (2010)
también observaron una disminucion en la actividad de SOD a 6 h de exposicion a la mayor
concentracion de glifosato estudiada, sugiriendo que esto puede estar relacionado con la
produccidén de sustancias oxidantes. Es decir, un exceso de peroxido de hidrogeno puede reducir la
actividad de SOD.

6.2. Actividad de la Enzima Catalasa (CAT)

La catalasa es una enzima que cataliza la descomposicion del perdxido de hidrégeno (H202) en
agua (H20) y oxigeno (Oz). Esta reaccion es crucial para proteger las células contra el dafio causado
por el peréxido de hidrogeno, que es un subproducto toxico del metabolismo celular y puede
generar especies reactivas de oxigeno. Esta enzima se encuentra principalmente en los peroxisomas
de las células (Ighodaro and Akinloye, 2018a).

El sistema SOD-CAT es considerado la primera linea de defensa en contra de la toxicidad del
oxigeno, inhibiendo la formacion de oxirradicales; por lo que estas enzimas han sido usadas como
biomarcadores de la produccion de ROS (Pandey et al., 2003).

El presente estudio analizd la actividad de la enzima CAT en pez cebra, como efecto de la
exposicion de glifosato a través de la dieta. Los resultados muestran que, para CAT la mayor
actividad enzimatica (en unidades por gramo de tejido) se encuentra en el higado (Cuadro 11). Para
la enzima CAT el segundo érgano con mayor actividad enzimatica, fue el musculo. Esto no se
observa en cuando la actividad enzimatica esta dada tomando en cuenta la proteina (Figura 10,
Figura 11 y Figura 12), dado que el higado es el 6rgano que presentd mayor concentracion de
proteina (Cuadro 9). Lushchak y cols. (2005), estudiaron CAT en pez dorado con exposicion a
hiperoxia, encontrando que el higado es el tejido con mayor actividad enzimatica, seguido del
rifion, cerebro y musculo (Lushchak et al., 2005a). Lushchak y cols., en 2009, estudiaron la

actividad de la enzima y CAT en pez dorado por efecto de la exposicion a glifosato (Lushchak et
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al., 2009) encontraron una actividad de CAT 11.7 veces mayor en higado en comparacion con
cerebro. Lushchak y cols. (2005) encontraron valores de CAT en higado 48 veces mayores que en
cerebro y 64 veces mayores que en el musculo. En el presente trabajo se encontraron valores de
CAT hasta 7 veces mayores en comparacion con el cerebro (100 pg/g alimento a las 16 horas;
Cuadro 11), y hasta 3 veces mayores en comparacion con el muasculo (100 pg/g alimento a las 16
horas; Cuadro 11).

Cuadro 11. Actividad de la enzima CAT (U/g de tejido) a los 0.7, 7 y 21 dias de exposicion a

glifosato a través de la alimentacion; pendiente y coeficiente de correlacion.

Organo Glifosato Tiempo de alimentacion (dias) Pendiente R
ug/kg 0.7 7 21

Cerebro 0 179.7 232.0 217.9 1.40 0.29
100 128.8 326.9 184.4 0.60 0.00
1000 216.8 198.2 87.3 -6.62 0.97

Musculo 0 358.1 236.1 216.1 -6.07 0.67
100 303.8 170.6 235.7 -2.03 0.10
1000 331.9 206.6 264.6 -2.08 0.12

Higado 0 425.7 462.7 - - -
100 893.2 - - - -
1000 558.1 - - - -

El cuadro 11 muestra la actividad de la enzima catalasa en cerebro, en pmoles/min mg proteina. Se
observa al dia 7 del experimento un incremento considerable en la actividad de SOD (P<0.08), de
129% en comparacién con el control en el tratamiento con exposicién baja a glifosato, ~1 mg/Kg
(100 pg/g de alimento), concentracion sugerida como dosis maxima segura en la Reunion Conjunta
FAO/OMS sobre Residuos de Plaguicidas, y menor que la sugerida por la EPA (2mg/Kg); sin
embargo, el tratamiento con exposicion 10 veces superior, 1,000ug/g alimento, no mostro
incremento y se comport6 estadisticamente similar al control. Esto sugiere la presencia de
oxidantes que podrian conducir a la inactivacion de la actividad enzimatica. De acuerdo con
Modesto y cols. (2010), un exceso de perdxido de hidrogeno es responsable de la reduccion de la
actividad de SOD, y una disminucién en la actividad de CAT puede ser debida a iones superdxido
gue podrian no estar siendo neutralizados eficientemente por SOD. Esto puede ser confirmado por
el hecho de que la actividad de SOD también tuvo el mismo comportamiento, una inhibicién en

cerebro al tiempo 7 en la exposicion a glifosato mas alta (Figura 10). Sinhorin y cols. (2014)
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encontraron una disminucion en la actividad de CAT en higado de pez surubi con exposicion aguda
a glifosato a través del agua ambiental en concentraciones de 4.5, 7.5 y 15 mg/L por 96 h en

comparacion con el control (68.4, 55.8 y 65%, respectivamente).
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Figura 10. Actividad de la enzima CAT (umoles/min mg proteina) en cerebro de pez cebra con exposicion

dietaria a glifosato por 21 dias. Los resultados representan la media de dos repeticiones + SD. Diferentes
letras entre tratamientos indican diferencia significativa, para cada tiempo evaluado (p<0.08).

La Figura 11 muestra la actividad de la enzima catalasa en musculo, en pmoles/min mg proteina.
Escasos estudios fueron encontrados en relacion con el efecto de la exposicion a glifosato la
actividad de CAT en el musculo del pez cebra u otro organismo. En pez cebra entero, expuesto a
atrazina en concentraciones subcrénicas de 0.3, 3, 30, 60 0 90 ug/L por 28 dias, Blahova y cols.
(2013) observaron una inhibicion significativa en la actividad de CAT en todos los grupos
experimentales en comparacién con el grupo de control. Los autores sugieren que la disminucion
de la actividad de CAT refleja una falla del sistema antioxidante del pescado después de la
exposicion a la atrazina. En el presente trabajo se observan diferencias significativas entre los
tratamientos con exposicion a glifosato y el tratamiento control. A las 16 horas de exposicion a

glifosato los valores de CAT en musculo fueron menores en un porcentaje de 30% y 21%
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respectivamente para 100 y 1,000 pg/g alimento, sin embargo, esta diferencia no fue significativa.
Al dia 7 y al dia 21 tampoco se observaron diferencias significativas entre la actividad de CAT en

musculo de peces expuestos a glifosato y el control (p<0.08).

= w N o ~
ol o o1 o ol
>

>

Actividad enzimatica de catalasa en
musculo (umol/min mg proteina)
H >

H >
L
>
>

o

0.7 7.0 21.0
Tiempo de exposicion (dias)

0 ug/g 100 pg/g = 1000 pg/g

Figura 11. Actividad de la enzima CAT (umoles/min mg proteina) en musculo de pez cebra con exposicion
dietaria a glifosato por 21 dias. Los resultados representan la media de dos repeticiones + SD. Diferentes
letras entre tratamientos indican diferencia significativa, para cada tiempo evaluado (p<0.08).

La Figura 12 muestra la actividad de la enzima catalasa en higado, en umoles/min mg proteina. Se
puede observar que a las 16 horas de exposicion dietaria a glifosato, hay un incremento en CAT en
el tratamiento con exposicion baja a glifosato (100u/g de alimento) en comparacion con el control
(109%), sin embargo, la concentracion alta de exposicion (1,000ug/g alimento) presenta valores
estadisticamente semejantes al control, lo que sugiere que esta concentracion de glifosato pudiera
estar causando una inhibicion de la actividad de CAT, debido a un exceso de ROS. Turkmen y
cols. (2019) indican que el glifosato causa dafio oxidativo inhibiendo la actividad de las enzimas
antioxidantes. Burella y cols. (2018) sugieren que la inhibicion de CAT es debido al exceso de
ROS por exposicion a una alta concentracion de glifosato. De acuerdo con Modesto y cols. (2010)

encontraron resultados similares a los obtenidos en el presente trabajo, la actividad hepatica de
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CAT se redujo después de 6 horas de exposicion a Roundup Transorb del pez Prochilodus lineatus
en una concentracion de 5mg/L agua ambiental y después de 24 horas ya no solo en la
concentracion 5mg/L sino también en la concentracion baja, 1 mg/L. Se sabe que existe una
compleja via de interaccion entre las enzimas implicadas en el sistema antioxidante del animal y
que la actividad de una enzima influye en la actividad de otras enzimas, igualmente el sustrato o
producto de algunas de las enzimas antioxidantes también puede influir en la actividad de otras
(Modesto and Martinez, 2010); es decir, las enzimas pueden ser inactivadas por un exceso de
sustancias oxidantes, por un exceso de sustrato o de producto de éstas (Modesto and Martinez,
2010).
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Figura 12. Actividad de la enzima CAT (umol/min mg proteina) en higado de pez cebra con exposicién
dietaria a glifosato por 21 dias. Los resultados representan la media de dos repeticiones + SD. Diferentes
letras entre tratamientos indican diferencia significativa, para cada tiempo evaluado (p<0.08).

Dos Santos y cols. (2018) aplicaron exposiciones subletales de glifosato (0.75mg/L) y encontraron
que la actividad de CAT en el higado de pez pintado de Amazonas era similar al control. Ellos

concluyeron que el aumento en la actividad de CAT es una respuesta frente a la produccion de
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ROS, sin embargo, altos niveles de sustancias oxidantes pueden provocar un de este mecanismo
compensatorio (dos Santos Teixeira et al., 2018). Sinhorin y cols. (2014) encontraron una
disminucion en la actividad de CAT en higado de pez surubi con exposicion aguda a glifosato a
través del agua ambiental en concentraciones de 4.5, 7.5 y 15 mg/L por 96 h en comparacion con
el control (32, 36.9 y 36.3%, respectivamente) en comparacion con el control. De igual manera
Murussi y cols. (2016) encontraron una disminucion en la actividad de CAT en higado en pez bagre

expuesto a glifosato en concentraciones de 2.5 y 5 mg/L por 96 h.

6.3. Actividad de la Enzima Glutation Peroxidasa (GPx)

La enzima glutation peroxidasa GPx cataliza la reduccion del perdxido de hidrdgeno y otros
peroxidos organicos utilizando glutation reducido (GSH) como cofactor. Esta involucrada en la
proteccién celular contra el estrés oxidativo al eliminar peroxidos dafiinos, ademéas de H2O»,
algunas formas de glutatién peroxidasa pueden descomponer otros perdxidos, como los lipidos
peroxidados (Ighodaro and Akinloye, 2018b). GPx tiene un rango méas amplio de accion que la
CAT, ya que no solamente actuia sobre el peroxido de hidrogeno sino también sobre otros tipos de
hidroperdxidos, como los lipoperdxidos (Sarikaya et al., 2020).

En términos generales durante la experimentacién la tendencia de GPx fue a inhibir su actividad
en los organismos expuestos a glifosato con respecto al control, mas sin embargo en el caso del
cerebro al final de la experimentacion, es decir a los 21 dias.

El presente estudio analiz6 la actividad de la enzima GPx en pez cebra, como efecto de la
exposicion de glifosato a través de la dieta. Cuando existe estrés oxidativo en el organismo, hay
por consecuencia efecto en la actividad de las enzimas antioxidantes en los diferentes 6rganos
(Slaninova et al., 2009). Los resultados de GPx en unidades por gramo de tejido muestran la mayor
actividad enzimatica en el higado (Cuadro 12). Lushchak y cols. (2005), estudiaron GPx en pez
dorado con exposicion a hiperoxia, encontrando que el higado es el tejido con mayor actividad
enzimatica, seguido del rifion, cerebro y musculo (Lushchak et al., 2005a). Lushchak y cols. (2005)
encontraron valores de GPx en higado 32 veces mas altos en comparacion con cerebro; en el

presente trabajo se encontraron valores de GPx en higado hasta 12 veces mas altos que en cerebro

62



(1000 pg/g alimento al dia 21; Cuadro 12), y hasta 17 veces més alto que en masculo (1000 pg/g
alimento a las 16 horas).

Cuadro 12. Actividad de la enzima GPx (U/g de tejido) a los 0.7, 7 y 21 dias de exposicion a
glifosato a través de la alimentacion; pendiente y coeficiente de correlacion.

Organo Glifosato Tiempo de alimentacion (dias) Pendiente R
ug/kg 0.7 7 21

Cerebro 0 0.86 1.00 1.26 0.02 1.00
100 0.94 0.57 0.86 0.00 0.00
1000 1.03 1.16 0.70 -0.02 0.69

Mdsculo 0 0.74 0.60 0.68 0.00 0.06
100 1.49 0.39 0.62 -0.03 0.35
1000 0.46 0.63 0.76 0.01 0.92

Higado 0 6.28 6.96 8.46 0.11 1.00
100 S5.77 4.83 9.61 0.21 0.77
1000 7.78 6.66 8.26 0.04 0.24

Los resultados de la actividad de la enzima GPx, presentados en U/g de tejido (Cuadro 12), en el
tratamiento sin glifosato (0 pg/g tejido), en los 6rganos cerebro e higado muestran pendientes con
un coeficiente de correlacion cercano a 1. Lo que sugiere que el comportamiento de las enzimas
SOD y GPx del pez cebra control, sin exposicion a glifosato, es lineal en el tiempo.

La Figura 13 muestra la actividad de la enzima catalasa en cerebro, en nmoles/min mg proteina. A
16 horas de iniciado el experimento, no se observaron diferencias significativas entre los grupos
experimentales (p<0.08); a los 7 dias de exposicion a glifosato se observa un incremento en la
actividad de GPx en el tratamiento con la concentracion mas alta, 1,000 pg/g alimento dia (24%
en comparacion al control), la diferencia no fue significativa. Beuret y cols. (2005) encontraron un
incremento en GPx en fetos de ratas expuestas a glifosato mientras que el higado de las madres no
mostrd diferencia en el valor de GPx, con respecto al control. Al final del experimento (dia 21) se
observo una disminucién en la actividad de la GPx en cerebro en comparacion con el control, en
los tratamientos con exposicion a glifosato 100 pg/g alimento dia y 1,000 ug/g alimento dia
(p<0.08), equivalente a una disminucion del 20% y 26%, respectivamente (Figura 13). Yousefi y
cols. (2021) no encontraron diferencias en GPx de peces expuestos a glifosato, sin embargo, al

suplementar con comino negro, la enzima se activo. ElI-Shenawy y cols. (2009) observaron un
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aumento en el estrés oxidativo de ratas expuestas a glifosato (234.95 y 269.9 mg/kg) a través de un
incremento en la oxidacion de lipidos y una disminucién en el glutation reducido GSH. Esta

disminucion fue mayor a mayor tiempo de exposicion a glifosato.
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Figura 13. Actividad de la enzima GPx (nmol/min mg proteina) en cerebro de pez cebra con exposicion
dietaria a glifosato por 21 dias. Los resultados representan la media de dos repeticiones + SD. Diferentes
letras entre tratamientos indican diferencia significativa, para cada tiempo evaluado (p<0.08).

La Figura 14 muestra la actividad de la enzima catalasa en musculo, en nmoles/min mg proteina.
Se puede observar que a las 16 horas de exposicién dietaria a glifosato, hay un incremento en GPx
en el tratamiento con exposicion baja a glifosato (100u/g de alimento) en comparacion con el
control (64.5%) (p<0.08), sin embargo, la concentracion alta de exposicion (1,000png/g alimento)
presenta valores estadisticamente semejantes al control, lo que sugiere que esta concentracion de
glifosato pudiera estar causando una inhibicion de la actividad de GPx. Oruc y cols. (2004)
encontraron un incremento en la actividad de GPx asi como en la concentracion de malonaldehido
en musculo de pez carpa por exposicion a diazinon (compuesto organofosforado). Zivnay cols.
(2013) evaluaron el efecto del &cido acetilsalicilico sobre el estrés oxidativo en pez cebra entero
utilizando concentraciones de 0.004, 0.04, 40 y 120 mg/L, obteniendo un incremento en la
actividad de GPx. Bartoskova y cols. (2013) observaron un incremento en GPx en pez cebra entero
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expuesto a ibuprofeno. Isik y Celik estudiaron trucha arcoiris expuesta a metilparation encontrando
un incremento en la oxidacion de lipidos en musculo, asi como un incremento en la actividad de
GSH (laenzima GPx es capaz de reducir los peréxidos mediante la utilizacion de GSH como agente
reductor, el cual es oxidado y convertido en glutation disulfuro). En el presente trabajo encontramos
un mayor efecto del estrés oxidativo (GPx) en mdsculo en comparacion con el higado (Figura 14
y Figura 15). Slaninova y cols. (2009) sugieren que el muasculo es un 6rgano mas sensible al estrés
oxidativo en comparacion con el higado, ya que estos dos érganos difieren en la velocidad de
generacion de radicales libres y el potencial antioxidante, siendo el sistema antioxidante del higado

mas eficiente que el del masculo.
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Figura 14. Actividad de la enzima GPx (nmol/min mg proteina) en cerebro de pez cebra con exposicion
dietaria a glifosato por 21 dias. Los resultados representan la media de dos repeticiones + SD. Diferentes
letras entre tratamientos indican diferencia significativa, para cada tiempo evaluado (p<0.08).

Al final del experimento (dia 21) los dos tratamientos con exposicion a glifosato muestran una
inhibicion de la actividad enzimatica de GPx, con valores estadisticamente menores al control
(p<0.08), (Figura 14). Monteiro y cols. (Monteiro et al., 2006) estudiaron el estrés oxidativo del
pez capitan (Brycon cephalus) expuesto a metilparation (2 mg/L por 96 h), observando que a pesar

de haber un incremento en la actividad de la lipoxigenasa (incremento en la peroxidacion de
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lipidos), la actividad de GPx decrementd; esto lo relacionan con la produccién de -O.". Blahova 'y
cols. (2013) evaluaron el estrés oxidativo de pez cebra entero expuesto a atrazina (pesticida
ampliamente usado a nivel mundial) en concentraciones subletales de 30 y 90 pg/L por un periodo
de 28 dias encontrando un incremento en GPx en concentracion de 30 pg/L, mientras que al
incrementar la concentracion a 90 pg/L la actividad de GPx disminuye, concluyendo que altas
concentraciones de atrazina inhiben a GPx.

La Figura 15 muestra la actividad de la enzima glutation peroxidasa en higado, en nmol/min mg
proteina. Se puede observar que no hubo diferencia significativa entre los tratamientos a ningun
tiempo estudiado (p<0.08).
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Figura 15. Actividad de la enzima GPx (nmol/min mg proteina) en cerebro de pez cebra con exposicion
dietaria a glifosato por 21 dias. Los resultados representan la media de dos repeticiones + SD. Diferentes
letras entre tratamientos indican diferencia significativa, para cada tiempo evaluado (p<0.08).

En el presente trabajo encontramos un menor efecto de la enzima GPx por exposicién a glifosato
en higado (Figura 15) en comparacion con el musculo (Figura 14). Al tener el higado la funcién de
desintoxicacion de sustancias xenobioticas, se puede inferir que la cantidad de ROS presente en
este organo sea considerablemente mayor a la encontrada en el cerebro y el masculo. Este exceso

de ROS podria estar causando la inhibicion de la enzima GPx en el presente trabajo, razén por la
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cual no se observan diferencias estadisticas significativas entre el control y los tratamientos con
exposicion a glifosato. Burella y cols. (2018) que la actividad de las enzimas antioxidantes es
inhibida por una alta cantidad de ROS. Velasques y cols. (Velasques et al., 2016a) observaron una
reduccion en la expresion del gen gpxla en pez cebra expuesto a glifosato menor concentracion.
Uner y cols. (2001) encontraron que la actividad de GPx en higado por exposicion a cipermetrina
(piretroide) disminuia en pez carpa. EI-Shenawy y cols. (2009) encontraron un incremento en los
niveles de peroxidacion lipidica en el higado de ratas expuestas a glifosato en concentraciones
subletales, sin embargo observaron una reduccion en la actividad de GSH en higado. La enzima
GSH es necesaria para la reduccion de peroxidos por parte de GPx, funcionando como agente
reductor siendo oxidado y convertido en glutation disulfuro, concluyendo que el glifosato es un

probable disruptor del sistema antioxidante.
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7. CONCLUSIONES

Actualmente no hay un consenso entre la comunidad cientifica sobre si la exposicion al
glifosato genera o no un efecto negativo a la salud. Para contribuir a dilucidar esta polémica, en el
presente estudio se trabajo con la dosis méxima permitida por la OMS/FAQO, que es a su vez la
mitad de la dosis permitida por la EPA, 1mg/Kg de peso corporal (100 pg/g de alimento). Se
investigo el efecto de esta dosis de glifosato en el estrés oxidativo de pez cebra, estudiando las
principales enzimas del estrés oxidativo, superoxido dismutasa SOD, catalasa CAT, y glutatién
peroxidasa GPx. Debido a que el modo de accién del glifosato es a través de la inhibicion de la
sintesis de aminoacidos en plantas, se espera que no tenga efecto dafiino en organismos animales.
No obstante, los resultados presentados en este estudio muestran que una concentracion de glifosato
permitida por los organismos reguladores OMS, FAO, EPA, 1 mg/Kg de peso corporal (100 pg/g
de alimento) puede causar efectos adversos en su estatus antioxidante.

De manera general existe un incremento en la actividad de SOD, CAT y GPx, en 6rganos de
aquellos peces expuestos a la concentracion menor de glifosato (100 pg/g de alimento) mientras
que la concentracion mayor muestra valores menores que el control (sin exposicion a glifosato), o
sin diferencia significativa con el control, sugiriendo una inhibicion de las enzimas antioxidantes
por efecto del glifosato.

Especificamente, la exposicion de glifosato en pez cebra a través del alimento incremento la
actividad de la SOD al dia 7 en cerebro y masculo; avanzado el tiempo de exposicion, al dia 21, se
sugiere una inhibicidn de esta enzima, por la exposicion de glifosato, en cerebro, masculo e higado.
La enzima CAT mostré un incremento en el dia 7 en cerebro y a las 16 horas en higado, en la
concentracion mas baja de glifosato (100 pg/g de alimento), se sugiere una inhibicion de CAT en
fechas posteriores, asi como en los érganos expuestos a glifosato en la concentracion alta (1,000
Hg/g de alimento). La enzima GPx incremento en musculo a las 16 horas de exposicion a glifosato
en la concentracion baja; GPx disminuyo al dia 21 en ambas concentraciones (100 y 1,000 pg/g de
alimento), en comparacion al control, esto ocurri6 tanto en cerebro como en musculo, sugiriendo
una inhibicién enzimatica por la exposicion a glifosato.

Los resultados de este trabajo muestran que la exposicion a glifosato en una concentracion sugerida

como dosis maxima segura en la Reunion Conjunta FAO/OMS sobre Residuos de Plaguicidas
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(JMPR), ~1 mg/Kg de peso corporal (100 pg/g de alimento) y menor que la sugerida por la EPA
(2mg/Kg de peso corporal), causa estrés oxidativo a un grado que incrementa la actividad de las
enzimas antioxidantes, mientras que la concentracion alta ~10 mg/Kg (1,000 pg/g de alimento), la
cual excede 10 veces la concentracion maxima recomendada por la FAO/OMS y 5 veces la
concentracion sugerida por la EPA, conduce a una inhibicion de las enzimas antioxidantes

indicando un exceso de sustancias oxidantes (ROS).
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8. RECOMENDACIONES

Se sugiere complementar este estudio con analisis que proporcionen mas informacion
acerca del estrés oxidativo, como la oxidacion de lipidos y el dafio a proteinas y DNA.
La capacidad antioxidante de fitoquimicos ha sido ampliamente estudiada, sin embargo, poca es la
informacidn sobre el efecto protector de estos compuestos en organismos sometidos a estrés
oxidativo por exposicion a glifosato; se recomienda estudios sobre el potencial uso de compuestos
fitoquimicos para proteger contra el dafio oxidativo causado por el glifosato.
Estudios previos han sugerido la importancia de evaluar el efecto del glifosato en el sistema
enddcrino. Un estudio encontré menor concentracion de hormonas tiroideas T3 y T4 en peces
habitando sitios contaminados, y asocié esta disrupcion al estrés oxidativo causado por los
contaminantes; otro estudio in vitro encontr6 que el glifosato podria causar disrupcion del sistema
enddcrino. Se sugiere estudiar en posteriores investigaciones el efecto del glifosato en el sistema
enddcrino a través del andlisis de las hormonas tiroideas T3y T4.
La disrupcion del sistema enddcrino con la concomitante disminucion de las hormonas tiroideas
T3y T4 puede estar relacionada con enfermedades autoinmunes como el Hashimoto. Estudios han
asociado las enfermedades autoinmunes con la disfuncidn intestinal, especificamente el incremento
en la permeabilidad intestinal, generada por la secrecion de zonulina, lo que conduce a que
moléculas grandes entren al torrente sanguineo causando una activacion del sistema de defensa
autoinmune. Se sugiere estudiar al glifosato como posible promotor de la secrecién de zonulina'y,
por lo tanto, causante de la disrupcion del sistema enddcrino a través del desarrollo de

enfermedades autoinmunes.
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