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RESUMEN

Introduccioén: el estrés oxidativo y la inflamacion asociados a la
insulinorresistencia (IR) contribuyen a generar esteatohepatitis
no alcohdlica. También la exposicion al glifosato, un herbicida
ampliamente utilizado, incrementa la peroxidacion lipidica hepéa-
tica con aumento de radicales libres de O,.

Obijetivos: evaluar los efectos de la administracién prolongada de
un herbicida a base de glifosato sobre la generacion de IR, estrés
oxidativo y cambios histologicos hepaticos en animales tratados
con una dieta rica en sacarosa (DRS).

Metodologia: ratas Wistar macho (~300 g) recibieron Credit®
por via intraperitoneal (~50 mg/kg de glifosato tres veces por
semana; grupo G, n=6), sacarosa al 30% en el agua de bebida
(grupo S, n=6), ambos tratamientos (grupo G+S, n=8), o ningu-
no de ellos (grupo C, n=7). Tras una exposicion de 8-10 semanas
se midieron glucemia e insulinemia basales y tras una carga de
glucosa intraperitoneal. En la semana 13, tras la eutanasia, se
extrajo el higado (tinciones con hematoxilina-eosina y tricrémica
de Masson, TBARS).

Resultados: no hubo diferencias significativas en los niveles
glucémicos basales o postcarga. Los tratamientos con G o S
generaron incrementos leves de la IR evidenciados por el indice
HOMA-IR, mientras que la combinaciéon de G+S llevd a un au-
mento altamente significativo de este pardmetro. También fue
méas marcado, en estos animales, el grado de lipoperoxidacion
(TBARS) medido en homogenatos hepaticos. La evaluacion his-
tolégica mostré signos de esteatosis y fibrosis en los grupos G
y G+S, e infiltrados inflamatorios en todos los grupos tratados.

Conclusiones: aislado o en combinacién con sacarosa, el herbi-
cida a base de glifosato aumenté el grado de esteatosis y fibro-
sis a nivel hepatico. Por otro lado, la administracion del herbicida
incremento la magnitud de la insulinorresistencia inducida por
la DRS generando un mayor estrés oxidativo a nivel hepatico.

Palabras claves: glifosato, insulinorresistencia, sacarosa, estrés
oxidativo, esteatosis hepatica, inflamacion, fibrosis.
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ABSTRACT

Introduction: insulin-resistance (IR) -associated inflammation
and oxidative stress are involved in the etiopathogenesis of
non-alcoholic steatohepatitis. Exposure to glyphosate, a broadly
used herbicide, has also proved to increase the hepatic content
of free oxygen radicals.

Objectives: to evaluate the effects of the prolonged administra-
tion of a glyphosate-containing herbicide on IR, hepatic oxidati-
ve stress levels and histologic changes in sucrose-treated rats.
Methodology: male Vistar rats weighing ~300 g received the
herbicide (Credit®) injected intraperitoneally (i.p.) 3 times/week
at a dose of 50 mg/kg glyphosate (group G, n=6), 30% sucro-
se in the drinking water (group S, n=6), both treatments (n=8,
group G+S) or vehicle injections and tap water (n=7 controls or
group C). Serum insulin and glucose levels (basal and after an i.p.
glucose load) were measured during weeks 8-10 after initiating
these treatments. During week 13, animals were slaughtered,
and liver tissue samples were taken for histologic evaluations
and for oxidative stress/lipidic peroxidation estimation (TBARS).
Results: no significant changes in glycemic levels were found.
IR (as estimated by HOMA-IR) was slightly increased versus
controls in animals receiving G or S, and significantly augmen-
ted in G+S rats. These animals also showed marked elevations
in hepatic TBARS content. Histologic evaluations showed signs
of steatosis and fibrosis in the G and G+S groups, and inflam-
matory infiltrates in all treated groups.

Conclusions: the administration of glyphosate to animals recei-
ving a sucrose-rich diet results in increased metabolic disturban-
ces. Hepatic oxidative stress is also augmented, thus showing
an additive effect of glyphosate on metabolic and hepatic chan-
ges observed in sucrose-treated animals.

Key words: glyphosate, insulin resistance, sucrose, oxidative
stress, hepatic steatosis, inflammation, fibrosis.
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INTRODUCCION

El higado graso no alcohdlico (HGNA) es la
forma més comun de injuria hepética en paises
desarrollados’. Se caracteriza por la acumulacion
excesiva de grasa en el hepatocito (esteatosis
macrovesicular), en ausencia de antecedentes de
consumo de alcohol en cantidades consideradas
hepatotoxicas y de procesos inflamatorios?. La es-
teatohepatitis (EH) se caracteriza por la presencia
de esteatosis mas cuerpos de Mallory, necrosis y
fibrosis; se trata de una entidad de alto riesgo de
evolucionar a cirrosis, el estadio mas avanzado de
la enfermedad?. Actualmente la EH ha sido reco-
nocida como la causa mas comun de cirrosis, y
la mortalidad proporcional por causa hepatica en
este grupo alcanza el 175% contra sélo el 2,7%
en individuos sin EH o HGNA?Z. La prevalencia del
hepatocarcinoma celular es mayor en pacientes
con obesidad y diabetes tipo 2 y correlaciona con
la duracién de la enfermedad metabdlica®.

Si bien aun existen muchos interrogantes en
cuanto a la etiologia de esta complicacion, se re-
conocen como factores causales elementos tanto
ambientales como genéticos. La ingesta caldrica
excesiva, la alimentacion rica en grasas y el exceso
de carbohidratos simples (sobre todo fructosa) en la
dieta han sido utilizados en trabajos experimentales
para inducir HGNA?®. Debe senalarse que la incorpo-
racion dietaria de fructosa se ha incrementado con-
siderablemente en las Ultimas décadas de la mano
del consumo de gaseosas, que son endulzadas con
jarabes ricos en este monosacarido®. La esteatosis
hepatica, en su forma primaria, reconoce como me-
canismo patogenético fundamental (pero no Unico)
a la insulinorresistencia (demostrable en la casi tota-
lidad de los pacientes con este trastorno)’.

En cuanto a la patogénesis de la EH, desde hace
una década es ampliamente aceptado el modelo

de los dos impactos o “hits’ a saber: 1) acumula-
cién grasa; 2) inflamacion/proliferacion®. El prime-
ro, reversible, se explica por el desbalance entre la
oferta y la salida de 4cidos grasos libres de los he-
patocitos. El segundo impacto se asocia a cambios
inflamatorios/proliferativos desencadenados por la
infiltracién grasa de los hepatocitos y en los que in-
tervienen la disfuncion mitocondrial, la generacién
de estrés oxidativo, la puesta en marcha de progra-
mas de defensa celular y la secrecion de citoquinas
proinflamatorias. Otras formas de esteatosis reco-
nocen exposicion a téxicos ambientales, entre los
cuales se encuentran diversos pesticidas®.

El progresivo desarrollo de la siembra directa de
soja, que utiliza variedades resistentes a los herbici-
das, generd un gran incremento en los Ultimos 20
anos del uso del glifosato®. Las cifras de utilizacion
anual del mismo en nuestro pais pasaron especi-
ficamente en la Ultima década de 100.000 litros a
150.000.000 litros®. El glifosato es un acido orgénico
débil formado por una molécula de glicina y otra de
fosfonometilo. Este herbicida produce la inhibicién
de aminoacidos arométicos en los vegetales por in-
activacion de la enzima 5-enolpiruvilchiguimato-3-fos-
fato sintetasa. Esta enzima no existe en animales
y, en consecuencia, la citotoxicidad del glifosato es
considerada relativamente baja o inexistente en hu-
manos™. Sin embargo, la mayoria de los productos
comerciales que contiene glifosato estd combinada
con un surfactante, que ayuda al glifosato a penetrar
los tejidos vegetales. Esto confiere a la formulacion
comercial caracteristicas toxicolégicas diferentes al
glifosato solo™. El surfactante més utilizado es la po-
lioxietileno amina (POEA), que le otorga al producto
utilizado en el campo mucha mayor toxicidad'™.

Uno de los primeros reportes en relacionar al
glifosato con posibles efectos adversos sobre los
mamiferos fue el de Hietanen et al.’®, quienes en
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1983 publicaron un reporte donde demostraron
alteraciones en la actividad de enzimas hepaticas
en ratas expuestas a glifosato durante 14 dias. En
1998, Peluso et al. observaron alteraciones dosis
dependientes en el ADN del higado y rinones de
ratas expuestas al herbicida Roundup®™. En el afo
2004 un grupo de la Universidad Nacional de San
Luis, en nuestro pais, publicd un trabajo realizado
en ratas Wistar, donde demostré que el glifosato
al 1% genera en las ratas expuestas y en sus fe-
tos una excesiva peroxidacion lipidica hepatica'®,
lo que provocaria una alteraciéon severa de los sis-
temas de defensa antioxidantes. Ese mismo ano,
investigadores de Brasil publicaron un trabajo don-
de demostraron, también en ratas, alteraciones
hepéticas generadas por la exposicion subcronica
al glifosato™. Con respecto a los mecanismos car
cinogénicos, los trabajos experimentales no refle-
jan un aumento de estos procesos, pero se debe
tener en cuenta que la conversiéon de glifosato a
N-nitrosofosfonometil glicina, potencialmente car
cinogenética, requiere de una alimentacion rica en
nitratos, hecho que no ha sido tenido en cuenta en
la mayoria de los estudios de carcinogénesis reali-
zados en roedores'

Si bien no existen evidencias univocas con res-
pecto a una mayor prevalencia de diabetes mellitus
(DM) en poblaciones expuestas a herbicidas como
el glifosato o similares, trabajos experimentales
muestran un impacto de las alteraciones de la ge-
neracion de especies reactivas del oxigeno sobre
la accion de insulina y la secrecién de la misma'@™®,
Estos mecanismos estan ligados con la patogénesis
de la DM tipo 2, trastorno que afecta en nuestro pais
a 8-10% de la poblacion adulta??!, con una preva-
lencia en franco aumento en la Ultima década. Las
alteraciones en la accién de la insulina constituyen
el trastorno subyacente al sindrome metabdlico o
de IR, que combina obesidad visceral, hipertension
y dislipidemia. Este sindrome constituye un factor
de riesgo para DM tipo 2, enfermedad cardiovascu-
lar, NASH vy diversas neoplasias, y su prevalencia en
nuestro pais supera el 20% de la poblacion adulta?.
Estos datos epidemioldgicos sugieren fuertemente
la posibilidad de existencia del sindrome de IR en
pacientes expuestos a agroguimicos a base de glifo-
sato, dada la alta y ubicua utilizacion de los mismos?®,
asociacion no estudiada hasta ahora en cuanto a sus
posibles efectos metabdlicos y hepatotdxicos.

La administracién a ratas de una dieta rica en
sacarosa (DRS) por periodos breves (de aproxima-

damente 12 semanas) constituye un modelo de IR
con incremento de los depdsitos lipidicos y estea-
tosis hepética sin disminucién de la secrecion in-
sulinica?®?4, Teniendo en cuenta los antecedentes
mencionados nos propusimos evaluar, en ratas
con insulinorresistencia inducida por una DRS, si
el tratamiento prolongado con un herbicida con-
teniendo glifosato agravaba el cuadro metabdlico
que caracteriza al estado de insulinorresistencia,
incrementando el estrés oxidativo y las alteracio-
nes histolégicas (depdsitos lipidicos, cambios in-
flamatorios) a nivel del tejido hepético.

MATERIALES Y METODOS

En este estudio experimental se utilizaron Wis-
tar macho adultas alojadas en condiciones estan-
dar (jaulas grupales de 4-6 animales, temperatura
22-24 °C, humedad 50-70%, luces encendidas
7-19 hs, libre acceso a agua de la red y alimento
balanceado) en el bioterio de la Facultad de Bio-
guimica y Ciencias Biolégicas de la Universidad
Nacional del Litoral, institucion cuyo Comité de
Etica aprobd el protocolo de estudio. A los tres
meses de edad (peso aproximado 300 g) las ratas
fueron distribuidas en cuatro grupos:

e Grupo control o C (n=7 bebiendo agua de la
red y recibiendo solucién fisiolégica por via intra-
peritoneal -i.p.- tres veces por semana).

e Grupo glifosato o G (n=6, bebiendo agua de
la red y recibiendo tres veces por semana una
inyeccion i.p. del herbicida comercial Credit® -Nu-
farm S.A., Buenos Aires, Argentina- conteniendo
50 mg/kg de glifosato).

e Grupo sacarosa o S (n=6, recibiendo sacaro-
sa al 30% en el agua de bebida y solucién fisiolo-
gica i.p. tres veces por semana).

e Grupo glifosato + sacarosa o GS (n=8, reci-
biendo sacarosa al 30% en el agua de bebida y
una inyeccion i.p. del herbicida comercial con 50
mg/kg de glifosato tres veces por semana.

Todos los animales continuaron recibiendo ali-
mento balanceado ad /ibitum. Cada dos semanas
se registraron las variaciones ponderales, y tras
ocho semanas se tomaron muestras de sangre de
la cola (bajo anestesia con pentobarbital) para me-
dir el hematocrito, asi como los valores de gluce-
mia, trigliceridemia (Laboratorios Wiener, Rosario,
Argentina) e insulinemia (Rat Insulin EIA, Bertin
Pharma, Rockwell, MD, EUA) en ayunas. Se es-
timo el grado de insulinorresistencia utilizando el
modelo de homeostasis (HOMA-IR) descripto por
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Matthews et al.?®. Se empled, ademas, el indice
HOMA-B para estimar la secrecion de insulina?.

Entre la octava y la décima semana de tratamien-
to se realizd una prueba de tolerancia a la glucosa en
tres ratas de cada grupo: tras un ayuno de 8 hs de
duracion, los animales fueron anestesiados con pen-
tobarbital y recibieron una inyeccién i.p. de solucién
glucosada al 10% conteniendo 2 g/kg de glucosa;
se obtuvieron muestras de sangre inmediatamente
antes y 30, 60, 90 y 120 min después de la admi-
nistracion de la solucion glucosada para la medicion
de glucemia e insulinemia. En la semana 13 los ani-
males fueron sacrificados por intoxicacion con CO,,.
Se extrajeron tres fragmentos hepaticos de los lébu-
los derecho, izquierdo y medio, siendo divididos en
muestras de ~0,125 cm?® destinadas a la evaluacién
histoldgica (fijacion en formalina al 10% en PBS), y
en pequenos fragmentos de ~0,03 mm?® que fueron
congelados rapidamente sobre hielo seco y almace-
nados a -80°C para la medicién del estrés oxidativo.

Para la evaluacion histolégica, realizada en for
ma ciega con respecto a los tratamientos aplica-
dos, los fragmentos fueron incluidos en parafina.
Se obtuvieron 3-5 cortes (5 pm) de cada muestra
(tinciones: hematoxilina-eosina y tricromica de
Masson). Inicialmente se evalud todo el preparado
a 10x. Luego se analizaron 20 campos consecutivos
con el objetivo 40x. Se estudiaron los hepatocitos
de las tres zonas del acino hepatico de Rappaport:
periportal, intermedia y perivenosa. Se valoraron
las siguientes caracteristicas histoldgicas del tejido
hepatico: hepatocito (relacion nucleo citoplasma,
cromatina y presencia 0 no de inclusiones intraci-
toplasmaticas), espacios periportal y caracteristicas
de la triada?%?’. Posteriormente se evalud en todos
los preparados si presentaban o no:

e Degeneracion balonizante y microvesiculas
lipidicas.

¢ Dilatacion de las venas centrolobulillares.

¢ Infiltrado inflamatorio en las triadas portales
(se considerd positivo si presentaban incremento
de la cantidad células inflamatorias en mas de 1
de cada tres espacios porta).

e Fibrosis del parénquima hepético (tincién tri-
crémica de Masson).

La medicion del nivel de estrés oxidativo se
hizo a través de la cuantificacion de lipoperéxidos
en homogenatos de las muestras hepaticas utili-
zando una modificacién previamente descrita de
la técnica del &cido tiobarbiturico?.

La evaluacion estadistica incluyd inicialmente el

estudio de la distribucién de los resultados numéri-
cos mediante la prueba de normalidad de Kolmogo-
rov-Smirnoff. Todos los datos cuantitativos presenta-
ron una distribucion normal por lo cual los resultados
fueron analizados en busca de diferencias significa-
tivas mediante un ANOVA seguido por las pruebas
post-hoc de Dunnett o Tukey. Las diferencias entre
proporciones (variables cualitativas) fueron evalua-
das mediante pruebas de chi?. Una p <0,05 fue con-
siderada significativa (pruebas de 2 colas).

RESULTADOS

La evaluacion ponderal realizada quincenalmen-
te no mostré diferencias significativas entre los
cuatro grupos, y tampoco se detectaron diferen-
cias relevantes entre los diferentes grupos experi-
mentales en cuanto a la glucemia o la insulinemia
en ayunas o al hematocrito (datos no presentados).
En las muestras obtenidas durante la semana 8, los
animales de los grupos S y GS, pero no los del gru-
po G, presentaron valores significativamente mas
elevados de triglicéridos en relacion a los controles
(p=0,002; Figura 1). Con respecto a los pardmetros
de sensibilidad a la insulina y secrecién de esta
hormona, los animales del lote G y del lote S pre-
sentaron cambios no significativos en los indices
HOMA-IR y HOMA-B (Figuras 2 y 3). En cambio,
como puede observarse en las mismas figuras, los
animales del lote GS presentaron diferencias rele-
vantes con respecto a los controles en los indices
HOMA-IR (p=0,0132) y HOMA-B (p=0,0102).

El ascenso de los niveles glucémicos 30 min
tras la administracién de glucosa i.p. fue similar
en los cuatro grupos. A los 90-120 min los valores
glucémicos retornaron a niveles cercanos a los ba-
sales, sin que se detectaran diferencias entre los
grupos estudiados (Figura 4A). Las insulinemias
medidas tras la carga de glucosa i.p. mostraron
valores superiores en los animales tratados con
glifosato + sacarosa, sin que las diferencias alcan-
zaran significacion estadistica frente a los restan-
tes grupos (Figuras 4B y 4C).

Con respecto al grado de estrés oxidativo me-
dido en homogenatos de tejido hepéatico, los trata-
mientos con sacarosa o glifosato en forma aislada
incrementaron levemente los valores de TBARS,
mientras que la combinacion de ambos factores
indujo un aumento significativo de este pardmetro
(Figura 5).

En la evaluacién histologica los higados perte-
necientes a los animales del grupo C mostraron:

10 Reus V' y col. El glifosato genera dafio hepatico y agrava la insulinorresistencia asociada a la administracion de sacarosa / Trabajo original



Revista de la Sociedad Argentina de Diabetes Vol. 50 N° 1 Abril de 2016: 07-16 ISSN 0325-5247 (impresa) ISSN 2346-9420 (en linea)

e [ dminas de hepatocitos poliédricos, mononu-
cleados, bien delimitados, con nucleos eucromaticos
y citoplasma granular eosinéfilo, dispuestas de mane-
ra radial con respecto a la vena central, separadas por
capilares sinusoidales con eritrocitos en su interior.

e \enas centrales sin infiltrados periféricos vy
de tamano conservado.

¢ Triadas portales con sus tres componentes
y muy escaso tejido conectivo rodedndolos, con
hepatocitos periféricos sin particularidades.

Las alteraciones histopatolégicas encontradas
en los grupos tratados fueron:

1) Hepatocitos con microvesiculas lipidicas y
signos sugestivos de tumefaccion celular hepa-
tocitaria en los animales de los grupos G y GS
(p=0,0308 y p=0,0046 versus grupo C respectiva-
mente; Tabla 1).

2) Infiltrado inflamatorio periportal de grado
leve y moderado, presentando todos los grupos
tratados diferencias significativas con el grupo
control (p=0,0064 versus C; Tabla 2).

3) Un incremento significativo del grado de
fibrosis (estadio 1 o superior segun el score de
Knodell) en los animales pertenecientes a los gru-
pos Gy GS (p=0,0075 y p=0,0046 respectivamen-
te frente al grupo C; Tabla 3).
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Figura 2: indice HOMA-IR calculado a partir de la glucemia
y la insulinemia medidas en muestras de sangre
de la cola obtenidas tras 12 hs de ayuno a las 8
semanas de tratamiento con sacarosa (diluida al
30% en el agua de bebida, n=6), glifosato (una in-
yeccion i.p. del herbicida Credit® conteniendo 50
mg/kg de glifosato, tres veces por semana, n=6),
sacarosa + glifosato (n=8) o vehiculo i.p.y agua
corriente (controles, n=7). Los datos se presentan
como media aritmética + error estandar de la
media (¥*p=0,0132 vs controles; ANOVA de una
via y prueba de Dunnett).
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Figura 1: Niveles séricos de triglicéridos medidos en mues-
tras de sangre de la cola obtenidas tras 12 hs de
ayuno a las 8 semanas de tratamiento con saca-
rosa (diluida al 30% en el agua de bebida, n=6),
glifosato (una inyeccion i.p. del herbicida Credit®
conteniendo 50 mg/kg de glifosato, tres veces
por semana, n=6), sacarosa + glifosato (n=8) o
vehiculo i.p. y agua corriente (controles, n=7). Los
datos se presentan como media aritmética + error
estandar de la media (*p=0,002 vs controles y
glifosato, ANOVA de una via y prueba deTukey).

Figura 3: indice HOMA-$ calculado a partir de la glucemia
y la insulinemia medidas en muestras de sangre
de la cola obtenidas tras 12 hs de ayuno a las 8
semanas de tratamiento con sacarosa (diluida al
30% en el agua de bebida, n=6), glifosato (una in-
yeccion i.p. del herbicida Credit® conteniendo 50
mg/kg de glifosato, tres veces por semana, n=6),
sacarosa + glifosato (n=8) o vehiculo i.p.y agua
corriente (controles, n=7). Los datos se presentan
como media aritmética + error estandar de la
media (*p=0,0102 vs controles; ANOVA de una
via y prueba de Dunnett).
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Figura 4: Niveles de glucemia (A) e insulinemia (B) medi-
dos en muestras de sangre de la cola obtenidas
durante una prueba de tolerancia a la glucosa (2 g/
kg de dextrosa intraperitoneal) realizada tras 8-10
semanas de tratamiento con sacarosa (diluida al
30% en el agua de bebida, n=6), glifosato (una
inyeccion i.p. del herbicida Credit® conteniendo 50
mg/kg de glifosato, tres veces por semana, n=6),
sacarosa + glifosato (n=8) o vehiculo i.p.y agua
corriente (controles, n=7) (C). Area bajo la curva de
insulinemia. Los datos se presentan como media
aritmética + error estandar de la media (p=N.S.).
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Figura 5: Concentracion de lipoperéxidos (sustancias reacti-
vas al acifo tiobarbitlrico o TBARS, expresadas en
uM de malondialdehido o MDA por ug de proteina)
en homogenatos de tejido hepatico obtenido tras
la necropsia realizada a las 13 semanas de trata-
miento con sacarosa (diluida al 30% en el agua de
bebida, n=6), glifosato (una inyeccion i.p. del her
bicida Credit® conteniendo 50 mg/kg de glifosato,
tres veces por semana, n=6), sacarosa + glifosato
(n=8) o vehiculo i.p.y agua corriente (controles,
n=7). Los datos se presentan como media aritmé-
tica + error estandar de la media (*p=0,0482 vs
controles; ANOVA de una via y prueba de Dunnett).

Glifosato
(n=6)

Glifosato
+ sacarosa
(n=8)

Sacarosa
(n=6)

Controles
(n=7)

Presencia de
tumefaccion
celular y/o
microvesiculas
(“lipid ghosts”)

No 6 1 2 1

Si 1 5% 4 7*

chi?=9,139; *p<0,05 vs controles.

Tabla 1: Numero de animales de los distintos grupos que
presentd alteraciones celulares sugerentes de
acumulacion lipidica en cortes de tejido hepatico
(tincion: hematoxilina + eosina) obtenidas tras la
necropsia realizada a las 13 semanas de trata-
miento con sacarosa (diluida al 30% en el agua
de bebida), glifosato (una inyeccidn i.p. del herbi-
cida Credit® conteniendo 50 mg/kg de glifosato,
tres veces por semana), sacarosa + glifosato o
vehiculo i.p. y agua corriente (controles).
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Presencia de Controles | Glifosato | Sacarosa | Glifosato
infiltrado (n=7) (n=6) (n=6) + sacarosa
periportal leve (n= 8)
a moderado
No 6 1 1 1
Si 1 5% 5% 7*

ch?=11,71; *p< 0,01 vs controles.

Tabla 2: Numero de animales de los distintos grupos que
present¢ infiltrado inflamatorio periportal leve a
moderado en cortes de tejido hepatico (tincion:
hematoxilina + eosina) obtenido tras la necropsia
realizada a las 13 semanas de tratamiento con
sacarosa (diluida al 30% en el agua de bebida),
glifosato (una inyeccion i.p. del herbicida Credit®
conteniendo 50 mg/kg de glifosato, tres veces por
semana), sacarosa + glifosato o vehiculo i.p.y
agua corriente (controles).

Presencia de Controles | Glifosato | Sacarosa | Glifosato

fibrosis (n=7) (n=6) (n=6) + sacarosa
en el (n= 8)

parénquima
hepatico

No 6 1 2 1

Si 1 6* 4 7%

ch”=10,91; *p<0,02 vs controles.

Tabla 3: Numero de animales de los distintos grupos que
presentd fibrosis en cortes de tejido hepatico
(tincidn tricromica de Masson) obtenido tras la
necropsia realizada a las 13 semanas de trata-
miento con sacarosa (diluida al 30% en el agua
de bebida), glifosato (una inyeccidn i.p. del herbi-
cida Credit® conteniendo 50 mg/kg de glifosato,
tres veces por semana), sacarosa + glifosato o
vehiculo i.p. y agua corriente (controles).

DISCUSION

El consumo de una dieta rica en sacarosa, aso-
ciado a la administracién intraperitoneal de un her
bicida conteniendo glifosato (150 mg/kg semanales
del compuesto activo), indujo alteraciones metabdli-
cas caracteristicas del estado de insulinorresistencia
(IR), con un incremento del estrés oxidativo a nivel
hepético. Si bien estas alteraciones se manifestaron
parcialmente en los lotes de animales tratados con
sacarosa o glifosato en forma exclusiva, la combina-
cién de ambos factores (doble injuria) generé cam-
bios metabdlicos mas marcados que los dos trata-
mientos por separado, alcanzando estas diferencias
significacion estadistica frente a los controles. En
respuesta a la insulinorresistencia incrementada
por la administracion de ambos tratamientos en
forma conjunta se observé un aumento significati-
vo de la secrecion de insulina estimada por el indice

HOMA-B. Demostramos también la toxicidad hepa-
tica del herbicida a base de glifosato a la dosis utili-
zada en estos experimentos, que se manifiesta en
los grupos Gy GS por tumefaccién celular, presencia
de microvesiculas correspondientes a depositos li-
pidicos (lipid ghosts) y por un incremento del grado
de fibrosis. Los fendbmenos inflamatorios, sugeridos
por la presencia de infiltrados periportales, fueron
comunes a los tres grupos de tratamiento.

Existen controversias marcadas con respecto
a la toxicidad de los herbicidas en base a glifosato
(GBH) y a su impacto ambiental. Desde su introduc-
cién en la década de 1970 hasta el comienzo de este
milenio estos productos fueron considerados como
de muy baja o nula toxicidad?®. Sin embargo, la pre-
ocupacion con respecto a posibles danos ha ido en
aumento de la mano del masivo incremento en su
uso: se estima que, en los Estados Unidos, la apli-
cacion de estos productos crecid méas de 30 veces
entre 1997 y 2014 (de 2,72-3,62 x 10° kg a mas de
108,8 x 10° kg)***'. En nuestro pais su uso se incre-
mentd durante la Ultima década en unas 150 veces®.
La aparente inocuidad y seguridad ligada al uso del
glifosato, por su baja toxicidad y escasa persistencia
tras la aplicacion, ha sido rebatida por numerosos
estudios que demuestran, entre otros aspectos, su
presencia en granos y en productos elaborados, por
ejemplo, pan® vy, sobre todo y en altas concentracio-
nes, en porotos de soja provenientes, entre otros
lugares, de nuestro pais®. En esta Ultima evaluacion,
realizada en 2013 en muestras de porotos de soja
obtenidas en la provincia de Salta, se encontraron
restos de glifosato en una concentracion de hasta
100 mg/kg, varias veces superior al limite permitido.
Al presentar los productos agricolas grados diversos
(inclusive muy elevados) de contaminacion, el pro-
blema de la exposicion no se limita a las zonas en las
gue se realiza la fumigaciéon con estos productos, y
esto se explica por la demostracion de glifosato en
liquidos biolégicos (sangre, orina) de personas (inclu-
so embarazadas) que viven en regiones urbanas®.
Por otro lado, también se encuentran residuos de
esta sustancia en la orina de vacas criadas en regio-
nes en las cuales se utilizan estos productos®®, por
lo que la posibilidad de incorporaciéon del glifosato
al organismo humano no se limita a la ingesta de
productos vegetales.

Una de las razones por las que el glifosato fue
considerado como de muy baja toxicidad para el rei-
no animal es su mecanismo de accion, la inhibicion
de una enzima presente Unicamente en las plantas™.
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Sin embargo, en las Ultimas dos décadas se han
descrito numerosos efectos tdxicos en vertebrados
e invertebrados, y que incluyen, entre otras altera-
ciones, disrupciéon endocrina, embriopatias y dano
tisular (hepético y renal fundamentalmente)®. Mas
alarmante aun es la reciente declaracion, por parte
de la Agencia Internacional para la Investigacién del
Céncer de la OMS, del glifosato como una sustancia
“probablemente carcinogénica en humanos”?”.

Con respecto a los efectos de los GBH sobre ci-
toquimica, estructura y funciéon hepéticas, los infor
mes sobre alteraciones asociadas a la exposicion a
distintas dosis de estos productos se han sucedido
desde comienzos de 198076, Benedetti et al., en
2004, informaron sobre incrementos en los niveles
circulantes de aminotransferasas (sugiriendo dano
hepatocelular), aumento del nimero de células de
Kupffer en los sinusoides hepaticos y presencia de
fibrosis parenquimatosa tras la exposicién subcré-
nica de ratas Wistar a un GBH'®. Estos resultados,
obtenidos con dosis tan bajas como de 4,87 mg/
kg de glifosato cada dos dias, podrian explicar por
qué, en nuestro estudio, los animales del grupo GS
no presentaron alteraciones histolégicas mas rele-
vantes que los del grupo G a pesar de haber resul-
tado la adicion de ambos tratamientos en un ma-
yor grado de insulinorresistencia y de generacion
de estrés oxidativo. Se puede hipotetizar, incluso,
que otros mecanismos ademas de la generacion
de estrés oxidativo intervienen en la produccion del
dano hepético registrado tras la exposicién a las do-
sis del GBH utilizadas en nuestro estudio. Se han
mencionado, a modo de ejemplo, la activacion de la
via apoptotica asociada a calpaina® o la generacién
de alteraciones mitocondriales, con aumento de la
permeabilidad de la membrana y desacoplamiento
de la fosforilacion oxidativa®.

A diferencia de lo que ocurre con algunos pes-
ticidas clorados (aldrin, clordano, heptacloro y di-
clorvos, por citar algunos ejemplos) y con otros
contaminantes organicos persistentes como las
dioxinas v los bifenilos policlorados, estudios epi-
demiolégicos como el realizado por Montgomery
et al.*% no muestran un incremento de la preva-
lencia de diabetes en trabajadores rurales (fumi-
gadores) expuestos a glifosato. En forma similar,
Mink et al.#' no encontraron, en una revision siste-
matica de los estudios relacionando la exposicion
a glifosato con el riesgo de sufrir enfermedades
no oncolégicas, una asociacion entre este herbi-
cida y una prevalencia incrementada de diabetes.

Estos autores mencionan como una dificultad in-
herente a los estudios incluidos en la revisién la
imposibilidad de establecer en forma fehaciente
el grado de exposicién de los individuos, lo que
atenta sin duda alguna contra la calidad de los re-
sultados. Una segunda fuente de error esté dada
por la multiplicidad de compuestos a los que los
fumigadores y usuarios en general estan expues-
tos. Ambos factores impiden establecer una rela-
cion causal entre el grado de exposicién (variable
en cuanto a magnitud y especificidad) y la mag-
nitud de los fendmenos de toxicidad, incluyendo
la aparicion de diabetes. No existen, en nuestro
conocimiento, publicaciones que hayan evaluado
el efecto del glifosato por si solo, o bien de algun
GBH, sobre la generaciéon de diabetes en anima-
les de experimentacion, asi como tampoco sobre
la sensibilidad a la insulina in vivo o in vitro.

Dado que el diseno experimental del presente
trabajo no incluyd la evaluacion de posibles me-
canismos de generacion de insulinorresistencia,
no podemos realizar mas que especulaciones con
respecto a los resultados observados. Se puede
mencionar, por ejemplo, la puesta en marcha de
un estado proinflamatorio mediado por el incre-
mento de radicales libres de oxigeno que, como
ha sido revisado previamente'®, puede abocar en
la generacion de insulinorresistencia. Distintos au-
tores han demostrado activacién de mecanismos
de inflamacion, tales como incremento de los ni-
veles de TNF-o*? o de la produccién de prostaglan-
dinas E2 y F2a* tras la administracién de GBHs.
La presencia incrementada de células inflamato-
rias senalada por nosotros y por Benedetti et al.™®
es también una clara demostracion de la activa-
cion de procesos inflamatorios a nivel hepatico.
Otro mecanismo potencialmente involucrado en
el incremento de la insulinorresistencia observa-
do tras la exposicion a sacarosa y GBH en forma
conjunta seria la alteracion de la flora bacteriana
inducida por el fitofarmaco. En este sentido se ha
descrito que el glifosato genera alteraciones in vi-
tro de la microbiota en ganado bovino* y en aves
de corral*®. Finalmente, una publicacién reciente
de Martini et al.*¢ sefiala que, en adipocitos en
cultivo, el glifosato inhibe la activacién de los re-
ceptores PPARY, efecto que podria contribuir a la
generacién de insulinorresistencia.

Ademéas de la ausencia de evaluaciones meca-
nisticas y de una titulacion de la dosis requerida para
alcanzar los efectos observados, otra debilidad de
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nuestro estudio puede residir en el hecho de que no
se uso glifosato en forma pura, o de alguna de sus
sales, sino en forma de un compuesto herbicida que
lo incluia en su formulacién junto a otros elementos,
como el surfactante polioxietileno amina (POEA) y
excipientes no declarados en la hoja de seguridad
del producto®. Resulta dificil separar la toxicidad del
glifosato de aquélla correspondiente a la formulacién
utilizada, asi como también determinar la contribu-
cién del surfactante presente en la misma a los efec-
tos observados. En general, existe consenso en que
los herbicidas que asocian POEA al glifosato son
més téxicos que el glifosato en forma aislada®?4¢C,
Existen, por otro lado, estudios experimentales que
sugieren que la POEA tiene toxicidad por si sola®'.
El principal metabolito del glifosato, dcido aminome-
tilfosfonico o AMPA, tiene ademas efectos téxicos
demostrados en distintos sistemas celulares®?. Fi-
nalmente la toxicidad podria presentar, de acuerdo
a Caglar y Kolankaya, un dimorfismo sexual®®. Estos
resultados resaltan aun mas la complejidad del pro-
blema planteado por la utilizacion de grandes canti-
dades de GBHSs en base a la falsa premisa de la baja
toxicidad de su componente activo, pero sin tener
en cuenta que se trata de compuestos con multi-
ples ingredientes, cada uno ligado quizas a efectos
toxicos independientes o aditivos.

En conclusion, nuestros resultados muestran
que la administracién de un herbicida conteniendo
glifosato en dosis discretamente elevadas, teniendo
en cuenta los niveles de esta sustancia demostra-
dos en productos agropecuarios tratados con estos
fitoquimicos, pero muy inferiores a las consideradas
toxicas por organismos de proteccién ambiental, in-
duce per se cambios histolégicos hepaticos (estea-
tosis, inflamacioén y fibrosis, disrupcién de la histoa-
rquitectura normal) y potencia la insulinorresistencia
y el estrés oxidativo generados por la administracion
concomitante de una dieta rica en sacarosa.

Financiamiento del estudio

El presente estudio fue subsidiado por la Uni-
versidad Nacional de Litoral en el marco del Pro-
grama de Promocién y Apoyo a la Investigacion en
Temas de Interés Institucional (PAITI, Resolucién
C.S. N°653/2011).
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