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Resumen 

El correcto funcionamiento del cerebro se basa en la precisa conectividad de los circuitos 

neuronales. Actualmente existen evidencian que demuestran la alta vulnerabilidad del 

sistema nervioso a contaminantes ambientales. En este sentido, el uso masivo de 

plaguicidas constituye una amenaza de alto riesgo para la salud humana. Basados en estas 

evidencias y antecedentes de nuestro laboratorio nos propusimos estudiar los efectos 

neurotóxicos del glifosato durante estadíos maduros del desarrollo neuronal.  

Para evaluar la toxicidad inducida por la exposición “in vivo” al herbicida se trataron ratas 

durante el período de maduración del sistema nervioso y sinaptogénesis. Se realizaron 

pruebas neurocomportamentales, y luego, se analizó el nivel de expresión de marcadores 

sinápticos a través de pruebas bioquímicas. Además, por medio de ensayos en neuronas en 

cultivo y microscopía, se estudió el efecto del herbicida sobre la formación y maduración de 

estructuras sinápticas especializadas. 

Los resultados evidenciaron que las ratas expuestas a glifosato presentaron signos claros 

de neurotoxicidad, tanto en los procesos de aprendizaje y memoria, como en la expresión de 

marcadores sinápticos. Por otra parte, los estudios en neuronas en cultivo mostraron una 

disminución en la densidad y maduración de estructuras especializadas del aparato 

sináptico. 

Estos hallazgos sugieren que la exposición a dosis sub-letales de glifosato afectaría la 

maduración y funcionalidad del sistema nervioso.  

 

Palabras clave: Neurotoxicidad, Glifosato, Sinapsis, Herbicida. 

 

mailto:seba_14_8@hotmail.com
mailto:srosso@fbioyf.unr.edu.ar


 

 

Introducción 

El correcto funcionamiento del cerebro 

se basa principalmente en la precisa 

conectividad de los circuitos neuronales. 

Una neurona en estadío maduro muestra 

una clara arquitectura caracterizada por 

un axón largo, distalmente ramificado, el 

cual permite la transmisión de señales y 

un árbol dendrítico altamente complejo 

que se halla especializado en recibir e 

integrar la información (Jan y Jan, 2003; 

McAllister, Katz y Lo, 1999). El 

crecimiento y maduración de espinas 

dendríticas, protrusiones ricas en actina 

que se encargan principalmente de 

recibir señales excitatorias, son cruciales 

para el ensamblaje de circuitos 

neuronales funcionales (Stamatakou et 

al., 2013).  

Con respecto a esto existen día a día 

más evidencias acerca de la 

vulnerabilidad del sistema nervioso al 

efecto de agentes exógenos, a los que el 

ser humano se halla expuesto, muchas 

veces en forma crónica, a través del 

medio ambiente, la alimentación o por su 

propia actividad laboral. Particularmente, 

el masivo y no controlado uso de 

plaguicidas en nuestro país constituye 

una amenaza ambiental de alto riesgo 

para la salud humana. En Argentina 

existe un amplio espectro de herbicidas, 

sin embargo el glifosato (ingrediente 

activo del herbicida Round up) se ha 

convertido en uno de los más utilizados 

debido a la producción de cultivos 

genéticamente modificados. El glifosato 

es un ácido, pero es usado como sal 

isopropilamina de glifosato. Las 

formulaciones comerciales contienen, 

además del principio activo, adyuvantes 

que facilitan la penetración a los tejidos 

de la planta y exacerbarían su potencial 

tóxico. Si bien este herbicida ha sido 

clasificado como inocuo, en la actualidad 

surgen cada vez más evidencias que 

demuestran los efectos adversos que 

alertan sobre la salud del ser humano. 

Diversos estudios muestran su potencial 

toxicidad a nivel endócrino, reproductivo 

y sobre el ciclo celular (E. Dallegrave et 

al.2003 y 2007; Gasnier et al., 2009; 

Marc, Mulner-Lorillon y Belle, 2004). Sin 

embargo, existe escasa información 

acerca de los efectos tóxicos sobre el 

sistema nervioso. En este contexto, 

algunos trabajos informan sobre distintos 

cambios comportamentales vinculados 

con la exposición al herbicida que 

podrían estar asociados a 

modificaciones en los niveles de distintos 

neurotransmisores (Hernández-Plata et 

al., 2015; Ait Bali, Ba-Mhamed y Bennis, 

2017). Sin embargo aún no se conocen 

los aspectos celulares y moleculares que 

subyacen estas alteraciones. 

En el presente trabajo mostraremos 

algunos de los efectos neurotóxicos que 

produce el glifosato sobre el sistema 

nervioso central de mamíferos e 

intentaremos comenzar a dilucidar 



 

 

cuales son los mecanismos por los que 

se generan estas alteraciones. 

 

Objetivos 

a) Evaluar la toxicidad inducida por la 

exposición “in vivo” a glifosato sobre la 

funcionalidad del sistema nervioso.  

b) Examinar si la formación y 

complejidad de las espinas dendríticas, y 

el ensamblaje de las terminales pre- y 

post-sinápticas son afectadas por la 

exposición neuronal al herbicida 

glifosato. 

 

Materiales y Métodos 

Exposición in vivo a glifosato y estudios 

neurocomportamentales. 

Ratas de origen wistar fueron criadas en 

un ambiente controlado de temperatura 

(23 °C), bajo un ciclo de luz-oscuridad de 

12 horas y con libre acceso al agua y 

comida. Todos los procedimientos fueron 

realizados siguiendo protocolos 

aprobados por el Manual de Cuidado y 

Uso de Animales de Laboratorio del 

National Institute of Health (NIH). Los 

mismos fueron corroborados por el 

Comité Institucional para el Cuidado y 

Uso de Animales de Laboratorio 

(CICUAL) de la Facultad de Ciencias 

Bioquímicas y Farmacéuticas de la 

Universidad Nacional de Rosario.  

Para el desarrollo experimental se 

determinaron 3 grupos de animales, uno 

control y los otros dos basados en 

distintas dosis del herbicida (35 mg/Kg y 

70 mg/Kg, cada 48 horas vía 

subcutánea). Cada animal recibió 

inyecciones día por medio durante 3 

semanas de solución de buffer fosfato 

salino (PBS, vehículo) o glifosato según 

las dosis antes mencionadas (Figura 1). 

El tratamiento se llevó a cabo desde el 

día postnatal (PND) 7 hasta PND 27, 

periodo crítico de la maduración 

neuronal y sinaptogénesis en ratas 

(Semple et al., 2014). 

 

 
 

Figura 1. Diseño experimental de la exposición repetida a glifosato. NOR: Novel Object Recognition; 
PND: día post natal; s.c.: subcutánea; Gli: glifosato 



 

 

Para estudiar la actividad locomotora de 

los animales se utilizó el test 

denominado campo abierto. Este ensayo 

es usado como prueba de elección para 

determinar los niveles generales de 

actividad y los hábitos exploratorios de 

roedores con desordenes del sistema 

nervioso central (Pacchioni et al., 2009). 

El mismo se lleva a cabo en una caja de 

acrílico colocada dentro de una 

estructura de aluminio que contiene 8 

pares de haces infrarrojos localizados a 

3 centímetros del piso. El animal es 

colocado en la arena y  se le permite 

moverse libremente por la misma 

durante 30 minutos. La interrupción de 

los haces de luz es registrada 

automáticamente por medio de una 

computadora que está conectada a la 

caja a través de un analizador. Luego, 

con la utilización de un software 

adecuado, fue posible estimar la 

actividad total de los animales, que 

resulta de la sumatoria de la actividad 

ambulatoria y la estereotipia. Esta 

prueba se realizó el PND 28. 

El estudio de la capacidad de 

aprendizaje y memoria se llevó a cabo a 

través del test denominado Novel Object 

Recognition (NOR). Esta prueba se basa 

en la tendencia espontanea de los 

roedores de explorar durante más tiempo 

un objeto nuevo que uno familiar. La 

elección de explorar un objeto nuevo 

refleja el aprendizaje y la memoria de 

reconocimiento (Bevins et al., 2006).  

El NOR se realizó en las mismas cajas 

acrílicas utilizadas para el test de campo 

abierto con dos clases de objetos 

diferentes. Ambos objetos deben ser 

similares en tamaño pero diferentes en 

forma y apariencia. En la fase de 

familiarización los animales son 

expuestos a dos objetos idénticos y se 

permite que exploren libremente durante 

3 minutos. Al día siguiente las ratas 

exploran la caja en presencia de un 

objeto familiar y un objeto nuevo con el 

propósito de medir la memoria a largo 

plazo. Finalmente se determina el tiempo 

dedicado a explorar cada objeto y el 

índice porcentual de discriminación 

(Figura 2). Esta prueba se llevó a cabo 

durante los PND 29 y 30. 

Figura 2. Novel Object 
Recognition. Diagrama del 
test utilizado para evaluar la 
capacidad de aprendizaje y 
memoria. 



 

 

Evaluación de marcadores pre y post 

sinápticos por Western blot. 

Una vez concluidas las pruebas 

comportamentales, los animales fueron 

sacrificados, se les extrajo el cerebro y 

se homogeneizó el hipocampo en buffer 

RIPA de lisis celular con el agregado de 

inhibidores de proteasas y fosfatasas. 

Las proteínas se separaron por 

electroforesis en geles de poliacrilamida 

con SDS, se transfirieron a membranas 

de nitrocelulosa y se reveló con ECL en 

placas radiográficas (Rosso et al., 2004). 

Los anticuerpos primarios utilizados 

fueron: anti-PSD95 monoclonal de ratón, 

anti-Sinapsina I policlonal de conejo y 

anti-β actina monoclonal de ratón. Las 

cuantificaciones correspondientes se 

realizaron midiendo la densidad óptica 

de las bandas con el software ImageJ. 

Efecto del glifosato sobre la formación y 

maduración de estructuras sinápticas 

especializadas. 

Se realizaron cultivos de neuronas 

piramidales de hipocampo de embriones 

de rata de 18 días de gestación 

siguiendo protocolos ya descriptos 

(Rosso, 2004). Las células se 

mantuvieron en cultivo utilizando el 

medio Neurobasal suplementado con 

B27 y glutamina y se le agrego glifosato 

(0,5 o 1 mg/ml) a los 10 días in vitro 

(DIV). Las neuronas fueron transfectadas 

a los 9 DIV con una construcción de 

EGFP utilizando Lipofectamina 2000 y 

analizadas a los 17 o 20 DIV.  

Para llevar a cabo las técnicas de 

inmunofluorescencia, adquisición de 

imágenes y análisis de las mismas se 

siguieron los procedimientos utilizados 

por Coullery, 2016. Los cultivos fueron 

fijados con 4% paraformaldehido/ 4% 

sucrosa en PBS por 20 minutos a 

temperatura ambiente y se utilizaron 

anticuerpos primarios contra PSD95 y 

Sinapsina I. Además se usaron 

anticuerpos secundaros conjugados con 

Alexa Fluor. 

Para la obtención de imágenes se utilizó 

un microscopio invertido confocal Zeiss 

LSM880. Se tomaron un total de 15 a 25 

células por condición, se analizaron 3 o 4 

segmentos dendríticos por neurona y el 

número de espinas y sinapsis fue 

contado manualmente. Las espinas 

dendríticas fueron definidas como 

protrusiones ubicadas sobre el eje de la 

dendrita y se clasificaron 

morfológicamente en 3 categorías: 

Mushroom, Stubby y Thin según orden 

decreciente de maduración. La sinapsis 

fue definida como la colocalización del 

marcador post sináptico PSD95 y el 

presinaptico Sinapsina I sobre una 

espina dendrítica. 

Análisis estadístico. 

Los valores fueron presentados como el 

promedio ± SEM y corresponden al 

menos a 3 experimentos independientes. 

Para los conjuntos de datos con 

distribución normal se utilizó el test 

estadístico ANOVA, mientras que para 



 

 

aquellos que no cumplían esta condición 

su usó el test de Kruskal-Wallis. 

 

Resultados y Discusión  

Disminución en los niveles de actividad 

locomotora y hábitos exploratorios. 

El test de Campo Abierto arrojó como 

resultado que los animales tratados con 

la dosis más baja de glifosato no 

presentaron diferencias estadísticas con 

respecto al grupo control. En cambio el 

grupo tratado con la dosis de 70 

mg/Kg/48 horas evidenció una menor 

actividad desde el comienzo de la 

prueba, que se acentúa con el paso del 

tiempo, volviéndose significativa a partir 

de los 20 minutos (Figura 3). 
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Figura 3. Campo abierto. Actividad total (ambulación + estereotipía) de animales control y expuestos a glifosato. 

Resultados obtenidos a partir de 3 experimentos independientes. N=15 para cada tratamiento. *p <0.05 respecto al 

grupo control. Barras de error representan ±SEM.  
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Alteración en los procesos de 

aprendizaje y memoria. 

En el test NOR se observó que ambos 

grupos de animales tratados dedicaron 

un tiempo estadísticamente menor a 

explorar el objeto nuevo que los 

animales control, observándose una 

mayor diferencia en la dosis más alta. En 

concordancia el índice de discriminación 

para los animales control fue 

prácticamente el doble que el de los 

animales tratados con glifosato (Figura 

4). Esto demuestra que la exposición al 

herbicida produce alteraciones en la 

memoria de reconocimiento. 

Descenso en la expresión de 

marcadores sinápticos. 

La evaluación por western blot del nivel 

de proteínas involucradas en la 

maquinaria sináptica, como lo son 

Sinapsina I y PSD95, mostró la 

disminución significativa de marcadores 

tanto pre como post sinápticos en ratas 

expuestas a la dosis de 70 mg/Kg/48 

horas (Figura 5). 

 

 

 

Figura 4: Novel Object Recognition. A) Porcentaje de tiempo dedicado a explorar el objeto nuevo de animales 

control y tratados con glifosato. B) Índice de discriminación de objetos definido como (NO-FO)/(NO+FO) para 

animales control y tratados. NO = tiempo dedicado a explorar el objeto nuevo. FO = tiempo dedicado a explorar el 

objeto familiar. Resultados obtenidos a partir de 3 experimentos independientes. N=11 para cada tratamiento. *p 

<0.05, **p <0.01 respecto al grupo control. Barras de error representan ±SEM 



 

 

 

 

Disminución en la maduración y 

densidad de espinas dendríticas. 

Los ensayos con neuronas en cultivo 

demostraron que el efecto del glifosato 

sobre la morfología y el número de 

espinas a lo largo de la dendrita se 

acrecienta tanto con la dosis como con el 

tiempo de exposición al herbicida (Figura 

6 y 7). Las diferencias observadas 

utilizando la dosis de 1 mg/ml son 

estadísticamente mayores que aquellas 

vistas con la dosis de 0,5 mg/ml. Lo 

mismo ocurre con el tiempo, ya que la 

disminución del número de espinas a 20 

DIV es notoriamente más grande que el 

observado a 17 DIV. 

Reducción del número de sinapsis. 

En relación a lo observado con la 

maduración y densidad de espinas 

dendríticas, el número de sinapsis cada 

100 µm exhibe un comportamiento 

similar (Figura 6 y 7). La variación 

observada es dependiente tanto de la 

dosis como del tiempo de exposición al 

glifosato, mostrando una disminución 

muy marcada a los 20 DIV.

Figura 5: Expresión de proteínas sinapticas. A) Western blot representativo de los niveles de PSD 95, Sinapsina I 

y β-Actina en el hipocampo de ratas control y tratadas con glifosato. B) Las cuantificaciones muestran los niveles 

relativos de densidad óptica de  PSD 95/β-Actina y Sinapsina I/β-Actina. Resultados obtenidos a partir de 3 

experimentos independientes. N=4 para cada tratamiento. *p <0.05 respecto al grupo control. Barras de error 

representan ±SEM. 



 

 

 

 

Debido a la escasa información 

disponible sobre los efectos del glifosato 

sobre el sistema nervioso central de 

mamíferos, el presente estudio fue 

diseñado para comenzar a esclarecer las 

bases moleculares y celulares que 

explican la toxicidad del herbicida sobre 

Figura 6: Microscopia confocal de neuronas piramidales de hipocampo. Cultivos controles y expuestos 

a glifosato. A) Imágenes representativas de segmentos dendríticos de neuronas de 17 DIV. B) 

Cuantificaciones correspondientes al número de espinas y sinapsis cada 100 um. Resultados obtenidos a 

partir de 3 experimentos independientes. N=15 neuronas por condición, 3 segmentos dendríticos por 

neurona. *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001 y ****p <0.0001 respecto al grupo control. +p <0.05 respecto a 0,5 

mg/ml. Barras de error representan ±SEM 

 



 

 

la maduración neuronal y los cambios 

comportamentales que esto genera. 

Nuestros resultados muestran que la 

exposición a glifosato induce una 

disminución de la actividad locomotora. 

Este perfil hipoactivo es similar al 

observado por Hernández-Plata et al., 

2015 y Ait Bali et al. 2017 y podría estar 

relacionado a modificaciones en los 

niveles de neurotransmisores. 

 

 

 

Figura 7: Microscopia confocal de neuronas piramidales de hipocampo. Cultivos controles y expuestos 

a glifosato. A) Imágenes representativas de segmentos dendríticos de neuronas de 20 DIV. B) 

Cuantificaciones correspondientes al número de espinas y sinapsis cada 100 um  Resultados obtenidos a 

partir de 3 experimentos independientes. N=15 neuronas por condición, 3 segmentos dendríticos por 

neurona. *p <0.05, **p <0.01 y ****p <0.0001 respecto al grupo control. ++p <0.01 ++++p <0.0001 respecto a 

0,5 mg/ml. Barras de error representan ±SEM 

 



 

 

Los cambios neurocomportamentales 

muestran también modificaciones en los 

procesos de aprendizaje y memoria. El 

presente estudio muestra por primera 

vez esta clase alteraciones asociados 

con la exposición al herbicida. El 

hipocampo es un área cerebral 

fundamental para la consolidación de la 

memoria y modificaciones en sus 

circuitos neuronales pueden generar 

serios desórdenes neurológicos 

(Antunes y Biala, 2012). En este sentido 

los cambios mostrados en la expresión 

de proteínas pre y post sinápticas en 

esta área cerebral podrían brindar las 

bases moleculares que expliquen estas 

alteraciones. 

Cambios en la densidad y morfología de 

las espinas dendríticas, así como en el 

número de sinapsis, han sido 

relacionadas con numerosos desórdenes 

del sistema nervioso central (Gass y 

Olive 2012; Penzes et al. 2011). Estas 

observaciones confirman el rol central de 

las espinas dendríticas, en el control del 

correcto funcionamiento del cerebro 

(Romero et al., 2013). Los resultados 

que hemos obtenido en cultivo primario 

de neuronas muestran por primera vez 

que la exposición in vitro a glifosato 

reduce considerablemente tanto la 

densidad de espinas dendríticas, como 

el número de sinapsis y brindan 

información de cómo alteraciones 

celulares podrían explicar los cambios 

comportamentales observados. 

Conclusiones 

Estos hallazgos sugieren que la 

exposición a dosis sub-letales de 

glifosato afectaría la maduración y 

funcionalidad del sistema nervioso 

modificando las conexiones neuronales. 

Las alteraciones morfológicas a nivel 

celular y los cambios en la expresión de 

proteínas asociadas a la maquinaria 

sináptica podrían comenzar a explicar 

los mecanismos por los cuales el 

herbicida ejerce su efecto neurotóxico.  
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