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Perfil de microRNAs en epitelio bucal de aplicadores de agroquímicos 

como firma de exposición crónica. 

La exposición ocupacional crónica a agroquímicos representa un grave riesgo para la 

salud de los trabajadores agrícolas, asociándose con enfermedades crónicas y 

degenerativas. Tradicionalmente, el monitoreo toxicológico se ha basado en 

biomarcadores de efecto tardío, por lo que existe una necesidad crítica de identificar 

marcadores predictivos tempranos. Los microRNAs (miRNAs), reguladores 

epigenéticos de la expresión génica, son altamente sensibles a estresores ambientales 

y emergen como candidatos ideales.  

Este estudio evaluó el efecto de la exposición crónica a mezclas de agroquímicos 

sobre el perfil de expresión de miRNAs extraídos mediante hisopado bucal, una matriz 

biológica no invasiva y de primer contacto. Se analizó una muestra de 20 individuos 

(10 trabajadores expuestos en Michoacán y 10 controles no expuestos) mediante 

secuenciación de nueva generación (NGS) y posterior validación por RT-qPCR de dos 

candidatos seleccionados: miR-486-5p y miR-26a-5p.  

Los resultados de la fase de secuenciación (NGS) mostraron patrones de expresión 

diferenciales, con una tendencia global hacia la subexpresión de miRNAs en el grupo 

expuesto. El análisis funcional asoció estos perfiles con alteraciones en rutas 

moleculares clave, como la interacción célula-matriz y las vías de señalización celular 

relacionadas con la respuesta al estrés y control del destino celular. Sin embargo, la 

validación por RT-qPCR no arrojó diferencias estadísticamente significativas para los 
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candidatos evaluados, lo cual se atribuye al tamaño reducido de la muestra y a la 

heterogeneidad biológica intragrupal.  

En conclusión, aunque los resultados son de naturaleza exploratoria, el estudio 

demuestra la viabilidad del epitelio bucal como matriz para el biomonitoreo y sugiere 

que la exposición a pesticidas modifica las redes regulatorias de miRNAs. Se requiere 

investigación futura con cohortes más amplias para validar estos hallazgos y 

consolidar a los miRNAs como biomarcadores tempranos en la medicina ocupacional.  
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MicroRNA profile in the buccal epithelium of agrochemical applicators as a 

signature of chronic exposure 

Chronic occupational exposure to agrochemicals poses a severe health risk to 

agricultural workers, being associated with chronic and degenerative diseases. 

Traditionally, toxicological monitoring has relied on late-stage effect biomarkers, 

creating a critical need to identify early predictive markers. MicroRNAs (miRNAs), 

epigenetic regulators of gene expression, are highly sensitive to environmental 

stressors and emerge as ideal candidates.  

This study evaluated the effect of chronic exposure to agrochemical mixtures on 

the expression profile of miRNAs extracted via buccal swabs, a non-invasive and 

primary-contact biological matrix. A sample of 20 individuals (10 exposed workers 

in Michoacán and 10 unexposed controls) was analyzed using Next-Generation 

Sequencing (NGS), followed by RT-qPCR validation of two selected candidates: 

miR-486-5p and miR-26a-5p.  

The sequencing phase (NGS) results revealed differential expression patterns, 

showing a global trend toward miRNA underexpression in the exposed group. 

Functional analysis linked these profiles to alterations in key molecular pathways, 

such as cell-matrix interactions and cell signaling pathways related to stress 

response and cell fate control. However, RT-qPCR validation did not yield 

statistically significant differences for the evaluated candidates, which is 

attributed to the small sample size and intra-group biological heterogeneity.  
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In conclusion, although the findings are exploratory, the study demonstrates the 

feasibility of using buccal epithelium as a biomonitoring matrix and suggests that 

pesticide exposure modifies miRNA regulatory networks. Future research with 

larger cohorts is required to validate these findings and consolidate miRNAs as 

early biomarkers in occupational medicine.  
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1. Introducción 

La agricultura actual se basa principalmente en el uso eficiente de agroquímicos 

para satisfacer la demanda mundial de alimentos, preservar los cultivos y promover la 

productividad agrícola. Los pesticidas, como el principal tipo de agroquímicos, son 

compuestos destinados a la erradicación, repulsión, represión o inhibición de insectos, 

malezas y hongos (OMS, 2020; Moreira et al., 2025). Aunque ha sido la base de la 

mejora agrícola y la eliminación de portadores de enfermedades, un gran número de 

compuestos pesticidas han sido sistemática y continuamente rociados y esparcidos 

sobre el medio ambiente, creando un grave riesgo para la salud humana y la industria 

(Valbuena et al., 2020). Los seres humanos están inevitablemente expuestos a estas 

sustancias, ya sea a través del consumo de agua y alimentos contaminados a nivel de 

la población general, o de manera directa y concentrada en entornos ocupacionales 

(Valencia-Quintana et al., 2023; Moreira et al., 2025). En el entorno ocupacional, los 

trabajadores agrícolas y los vecinos de campos de cultivo cercanos representan el 

grupo más vulnerable. En dichos grupos, la exposición ocupacional se debe 

principalmente a la mezcla, carga y aplicación de pesticidas mientras se realiza la 

adición y tratamiento químico, y se ve agravada por el uso insuficiente de equipo de 

protección personal (EPP) y la falta de conciencia sobre los riesgos a largo plazo 

(Moreira et al., 2025). Esta población sufre absorción crónica de mezclas complejas 

de xenobióticos a través de vías dérmicas, inhalatorias y orales (Moreira et al., 2025). 

A diferencia de las intoxicaciones agudas, que tienen manifestaciones clínicas y 

médicas notables, la exposición crónica a dosis bajas (subclínicas) es un desafío 

toxicológico de mayor nivel. Esta exposición crónica ha mostrado asociación 
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epidemiológica con el desarrollo de efectos toxicológicos severos, por ejemplo, 

enfermedades neurodegenerativas (Parkinson y Alzheimer), enfermedades 

respiratorias, alteraciones del sistema endocrino, infertilidad y algunas formas de 

neoplasias como neoplasias hematológicas y tumores sólidos (Costa et al., 2020; 

Florencia et al., 2020; Valbuena et al., 2020). 

Históricamente, la vigilancia de la salud en los trabajadores agrícolas ha dependido 

de la cuantificación de biomarcadores de exposición como los metabolitos de 

dialquilfosfato (DAP) en orina, o de biomarcadores de efecto temprano no específicos 

(como la inhibición de las enzimas acetilcolinesterasa (AChE) y butirilcolinesterasa 

(BuChE) para organofosforados y carbamatos) (Lozano-Paniagua, 2017; Moreira et 

al., 2025). Estos cambios bioquímicos no tienen una larga vida media y, por lo tanto, 

no pueden proporcionar una evaluación de riesgo para la predicción de enfermedades 

como las enfermedades crónicas. En contraste, la genotoxicidad ha sido caracterizada 

con ensayos de micronúcleos (MN) y datos de ensayos cometa que demuestran daño 

estructural en el ácido desoxirribonucleico (DNA) que ya está establecido (Sánchez-

Alarcón et al., 2021; Maldonado Mariño et al., 2024). Dada esta limitación, la 

toxicología contemporánea ahora está orientada a desentrañar mecanismos 

moleculares, incluyendo la epigenética como fundamental para nuestra comprensión 

que media la asociación entre la exposición ambiental y el cambio en la expresión 

génica de manera mecanicista (Rohr et al., 2024; Sobral et al., 2023). De las 

alteraciones epigenéticas, los microRNAs (miRNA) también han demostrado ser uno 

de los mejores candidatos para la toxicología molecular. Los miRNAs son moléculas 
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de ácido ribonucleico (RNA) no codificante de 18 a 25 nucleótidos que regulan la 

expresión génica a nivel postranscripcional degradando o inhibiendo la traducción del 

RNA mensajero (RNAm) objetivo (Leitão & Enguita, 2022; Kim et al., 2016). Estas 

moléculas son reguladores maestros de una variedad de procesos biológicos, 

incluyendo la división celular, la apoptosis y la respuesta al estrés oxidativo, y su 

desregulación está fuertemente asociada con el inicio de procesos carcinogénicos y 

neurodegenerativos (Costa et al., 2020). Varios estudios han indicado que la expresión 

de miRNAs particulares cambia drásticamente durante la exposición ambiental a 

toxinas como los pesticidas. Esto sugiere que podrían servir como un marcador 

molecular predictivo para la exposición y los efectos biológicos tempranos (Weldon et 

al., 2016; Vrijens & Bollati, 2015; Francisco et al., 2025). Además de su función 

intracelular, los miRNAs son secretados hacia los fluidos biológicos extracelulares —

tales como sangre, orina y saliva— donde presentan una notable estabilidad frente a 

la degradación por RNAasas endógenas al estar encapsulados en exosomas o 

asociados a proteínas (Felekkis & Papaneophytou, 2020; de Gonzalo-Calvo et al., 

2022). Esta característica los convierte en candidatos ideales para el desarrollo de 

biopsias líquidas. No obstante, la gran mayoría de las investigaciones sobre miRNAs 

y plaguicidas en humanos se han focalizado en matrices como suero, plasma y orina 

(Gattuso et al., 2022; Weldon et al., 2016). En el biomonitoreo ocupacional, el uso de 

muestras de sangre resulta invasivo, costoso y logísticamente complicado en el trabajo 

de campo. En este sentido, las células epiteliales obtenidas mediante hisopado bucal 

representan una matriz biológica no invasiva y altamente pertinente, dado que la 

cavidad oral constituye una de las primeras barreras de contacto y absorción tras la 
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exposición aerotransportada (inhalación) o por ingestión accidental de los 

agroquímicos (Sánchez-Alarcón et al., 2021). Si bien el ensayo de micronúcleos en 

citoma bucal ha sido validado y utilizado extensamente para medir la inestabilidad 

genómica en agricultores (Sánchez-Alarcón et al., 2021), la caracterización de los 

perfiles de miRNAs en esta matriz epitelial específica como respuesta a la toxicidad 

por agroquímicos constituye un área prácticamente inexplorada en la literatura 

científica (Valencia-Quintana et al., 2022; Moreira et al., 2025). Con base en la 

necesidad de establecer biomarcadores tempranos, predictivos y no invasivos para la 

vigilancia epidemiológica y toxicológica, la presente tesis tiene como objetivo principal 

evaluar el efecto de la exposición crónica a mezclas de agroquímicos sobre el perfil de 

expresión de microRNAs extraídos de células epiteliales mediante hisopado bucal en 

trabajadores agrícolas.  
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2. Marco teórico / Antecedentes 

2.1. Agroquímicos y exposición ocupacional 

Los agroquímicos, comúnmente denominados plaguicidas, se definen como 

sustancias o mezclas destinadas a prevenir, repeler, destruir o mitigar cualquier plaga 

que afecte la producción agrícola (OMS, 2020). De acuerdo con su organismo blanco, 

se clasifican funcionalmente en insecticidas, herbicidas, fungicidas, acaricidas y 

nematicidas (OMS, 2020; IRAC España, 2024). Químicamente, los plaguicidas más 

utilizados a nivel mundial y en América Latina se agrupan en: Organofosforados (OP) 

y Carbamatos: Compuestos cuyo mecanismo de acción primario es la inhibición de la 

enzima acetilcolinesterasa (AChE) en las sinapsis nerviosas. Ejemplos incluyen 

clorpirifos, malatión, paratión, diazinón y metamidofos (Lozano-Paniagua, 2017). 

Organoclorados (OC): Moléculas cíclicas altamente lipofílicas y persistentes en el 

ambiente que actúan sobre los canales de cloro o sodio. Ejemplos son el DDT, lindano 

y endosulfán (Lozano-Paniagua, 2017). Piretroides: Insecticidas sintéticos análogos a 

las piretrinas naturales que alteran la transmisión del impulso nervioso en los canales 

de sodio (ej. cipermetrina, permetrina). Herbicidas: Sustancias como el glifosato 

(inhibidor de vías metabólicas específicas en plantas) y los clorofenoxiácidos como el 

2,4-D (Lozano-Paniagua, 2017; Valbuena et al., 2020). En términos regulatorios y 

toxicológicos, la Organización Mundial de la Salud (OMS) los clasifica según su 

toxicidad aguda en Extremadamente Peligrosos (Ia), Altamente Peligrosos (Ib), 

Moderadamente Peligrosos (II), Ligeramente Peligrosos (III) y Poco Probables de 

presentar peligro agudo (U) (OMS, 2020). A pesar de los convenios internacionales, 
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en países en desarrollo como México existe un uso generalizado de Plaguicidas 

Altamente Peligrosos (PAP). Investigaciones documentan la exposición constante a 

mezclas complejas en diversas regiones mexicanas. Por ejemplo, en Los Reyes, 

Michoacán, un polo agroindustrial destacado por el cultivo de zarzamora y aguacate, 

los trabajadores agrícolas manipulan intensamente organofosforados, carbamatos y 

piretroides (Valencia-Quintana et al., 2023). En los distritos de riego de Sonora y en el 

cultivo de maíz y alfalfa en Durango, se ha reportado el uso masivo de compuestos 

como glifosato, paraquat, clorpirifos y metil paratión (Silveira-Gramont et al., 2018; 

Jáquez-Matas et al., 2022). La exposición humana en el ámbito laboral ocurre 

principalmente a través de tres vías: dérmica (la principal ruta de absorción 

ocupacional debido al contacto con aerosoles, ropas contaminadas o derrames), 

inhalatoria (por gases, vapores o polvos suspendidos durante la aspersión) y oral (por 

ingestión accidental o malos hábitos de higiene) (Lozano-Paniagua, 2017; Moreira et 

al., 2025). Esta exposición es crónicamente mantenida durante ciclos agrícolas 

enteros. 

2.2. Efectos biológicos de los plaguicidas 

La exposición crónica a agroquímicos detona una cascada de alteraciones 

biológicas subclínicas en los organismos humanos, mucho antes de la manifestación 

de enfermedades crónicas. Estrés Oxidativo e Inflamación: Múltiples clases de 

plaguicidas inducen un desequilibrio homeostático al incrementar la producción de 

Especies Reactivas de Oxígeno (ROS) e interferir con las enzimas antioxidantes 

celulares (ej. superóxido dismutasa, catalasa, glutatión reductasa) (Lozano-Paniagua, 
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2017; Valbuena et al., 2020). El exceso de ROS provoca peroxidación lipídica 

(cuantificada frecuentemente como TBARS o malondialdehído, MDA), daño a 

proteínas estructurales y modificaciones directas sobre el DNA (Valbuena et al., 2020). 

Este estrés oxidativo sostenido activa mediadores proinflamatorios, afectando células 

del sistema inmunitario como los macrófagos, incrementando la secreción de citocinas 

(como Interleucina-6, Interleucina-8, y Factor de Necrosis Tumoral alfa o TNF-α) 

(Lozano-Paniagua, 2017; Valbuena et al., 2020). Esta inflamación sistémica crónica 

eleva el riesgo de enfermedades autoinmunes y transformación neoplásica. 

Genotoxicidad: El daño directo al DNA inducido por los plaguicidas se evalúa 

convencionalmente mediante biomarcadores citogenéticos en sangre periférica y 

células bucales. Los ensayos más utilizados en poblaciones agrícolas expuestas 

incluyen el ensayo Cometa, que mide las rupturas de cadena sencilla y doble del DNA, 

y el ensayo de micronúcleos (MN), que evidencia inestabilidad cromosómica (rupturas 

o pérdida de cromosomas durante la división celular) (Sánchez-Alarcón et al., 2021; 

Maldonado Mariño et al., 2024). Estudios realizados en trabajadores agrícolas han 

demostrado sistemáticamente aumentos significativos en la frecuencia de 

micronúcleos y otras anomalías nucleares (picnosis, cariorrexis) en comparación con 

poblaciones no expuestas (Francisco et al., 2025; Sánchez-Alarcón et al., 2021). 

Epigenética: Más allá de las mutaciones genéticas directas, los plaguicidas actúan 

como agentes de disrupción epigenética. La epigenética comprende cambios 

heredables en la regulación de la expresión génica que no alteran la secuencia 

subyacente del DNA. Estos mecanismos incluyen la hiper o hipometilación del DNA, 

modificaciones postraduccionales de histonas y la alteración en la expresión de RNAs 
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no codificantes, como los microRNAs (Rohr et al., 2024; Sobral et al., 2023). Por 

ejemplo, se ha documentado hipometilación global del DNA en trabajadores expuestos 

a pesticidas, así como alteraciones en la metilación de genes promotores específicos 

y desregulación en la transcripción, lo cual está mecánicamente vinculado a la 

tumorigénesis y trastornos neurodegenerativos (Rohr et al., 2024; Sobral et al., 2023). 

2.3. MicroRNAs y regulación epigenética 

Los microRNAs (miRNAs o miRs) son moléculas de RNA de cadena sencilla, no 

codificantes para proteínas, cuya longitud varía entre los 18 y 25 nucleótidos. Su 

función fisiológica primaria consiste en la modulación de la expresión génica a nivel 

postranscripcional (Leitão & Enguita, 2022; Letelier et al., 2023). La biogénesis de los 

miRNAs es un proceso enzimático en múltiples pasos, altamente regulado. Inicia en el 

núcleo celular, donde los genes que codifican los miRNAs (ya sean intergénicos o 

intrónicos) son transcritos por la RNA polimerasa II, formando un transcrito primario 

largo denominado pri-miRNA (Leitão & Enguita, 2022). El pri-miRNA adopta una 

estructura de tallo-asa y es escindido por el complejo nuclear "Microprocesador", 

conformado por la enzima RNAasa III Drosha y su cofactor DGCR8 (DiGeorge 

syndrome critical region 8), generando un precursor en forma de horquilla de 

aproximadamente 60-70 nucleótidos, llamado pre-miRNA (Kim et al., 2016; Leitão & 

Enguita, 2022). Posteriormente, el pre-miRNA es transportado hacia el citoplasma a 

través de los poros nucleares mediante la proteína transportadora Exportina-5 (XPO5), 

en un proceso dependiente de Ran-GTP (Wu & He, 2018). Una vez en el citoplasma, 

el complejo enzimático liderado por la RNAasa III Dicer, asistido por cofactores como 
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TRBP (proteína de unión a RNA en respuesta a transactivación), cliva el pre-miRNA, 

liberando un dúplex de RNA asimétrico (miRNA/miRNA*) (Leitão & Enguita, 2022). 

Finalmente, una de las hebras maduras se incorpora a una proteína de la familia 

Argonauta (AGO, típicamente AGO2) para formar el núcleo del Complejo Silenciador 

Inducido por RNA (RISC) (Leitão & Enguita, 2022). El complejo RISC, guiado por la 

hebra de miRNA, reconoce y se une a secuencias complementarias en los RNAm 

diana, generalmente en la región 3' no traducida (3'- UTR). Si la complementariedad 

es perfecta (común en plantas), se induce el corte y degradación del RNAm mediada 

por AGO2. Si la complementariedad es parcial (lo más frecuente en humanos), se 

inhibe la traducción del RNAm o se promueve su rápida degradación por 

desadenilación (Leitão & Enguita, 2022). Dado que un solo miRNA puede acoplarse y 

regular la expresión de múltiples RNAm, constituyen redes maestras que controlan el 

desarrollo, la diferenciación celular, el ciclo celular, la apoptosis y la inmunidad (Leitão 

& Enguita, 2022). 

2.4. Evidencia previa de miRNAs asociados a plaguicidas 

El perfil de expresión de los miRNAs es altamente sensible a estresores químicos 

ambientales. Aunque la literatura toxicológica específica para plaguicidas es 

emergente en comparación con otros contaminantes (como metales pesados o 

hidrocarburos), existe evidencia contundente sobre la disrupción que provocan. 

Estudios in vitro e in vivo: En células epiteliales de riñón porcino (PK15), la exposición 

al insecticida diclorvos alteró la expresión de 30 miRNAs relacionados con la 

citotoxicidad celular (Hou & Wang, 2011; Valencia-Quintana et al., 2022). En el pez 
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cebra, la exposición a triazofós y fipronil desreguló diferencialmente múltiples miRNAs, 

incluyendo miR-21 y miR- 155 (Hou & Wang, 2011). Modelos murinos expuestos 

perinatalmente al herbicida glifosato demostraron desregulación de 74 miRNAs en la 

corteza prefrontal de las crías (Ji et al., 2017). Asimismo, la exposición al paraquat en 

células neuronales afecta el miR-17-5p, promoviendo apoptosis relacionada al 

Parkinson (Dehghan et al., 2023). Estudios Epidemiológicos y Ocupacionales: Matriz 

Sangre/Plasma: Un estudio reciente de Francisco et al. (2025) en trabajadores 

brasileños expuestos crónicamente a plaguicidas identificó, mediante biopsia líquida y 

tecnología NanoString, una alteración significativa de 30 miRNAs circulantes. Entre 

ellos, 20 miRNAs (ej. let-7, miR-30b-5p, miR-221-3p) mostraron un área bajo la curva 

(AUC) >0.75 y correlacionaron negativamente con la concentración en suero de 

plaguicidas como fenilpirazol y endosulfán; los genes blanco de estos miRNAs estaban 

enriquecidos en vías oncológicas y desórdenes neurológicos. Gattuso et al. (2022) 

halló mediante PCR digital en gotas (ddPCR) una marcada regulación a la baja del 

hsa-miR-199a-5p en plasma de agricultores italianos expuestos. Qu et al. (2025) 

identificaron asociaciones entre contaminantes orgánicos persistentes y perfiles de 

microRNAs plasmáticos en un análisis comunitario. Matriz Orina: Weldon et al. (2016) 

evaluaron muestras de orina de agricultores adultos y niños expuestos a 

organofosforados, detectando que la exposición en la temporada de cosecha se 

correlacionaba con el incremento de la expresión de miR- 223, miR-518d-3p, miR-597, 

miR-517b, miR-133b y miR-28-5p. Análisis bioinformáticos asociaron el miR-28-5p con 

la unión a acetilcolina y la actividad colinesterasa. Limitaciones previas: La mayoría de 

los estudios epidemiológicos enfrentan problemas como un tamaño de muestra 
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reducido, la dificultad para controlar factores de confusión (dieta, edad, tabaquismo, 

covariables genéticas), y el sesgo inherente a evaluar exposición a plaguicidas 

aislados cuando en campo los agricultores aplican mezclas complejas 

simultáneamente. Adicionalmente, el estudio de estas alteraciones se ha concentrado 

fuertemente en fluidos invasivos (sangre) o limitados (orina), existiendo un vacío 

respecto al uso de otras matrices. 

2.5. Hisopado bucal como matriz para biomonitoreo 

El uso de células del epitelio de la mucosa bucal para el biomonitoreo genotóxico 

humano es una herramienta firmemente establecida. Los métodos para recolectar 

estas células, como el hisopado o raspado bucal (buccal swab), se han empleado 

primordialmente en el ensayo de micronúcleos (CBMN) y el ensayo Cometa para 

identificar daños genómicos causados por exposición a agroquímicos (Sánchez-

Alarcón et al., 2021; Maldonado Mariño et al., 2024). Pros: El epitelio bucal representa 

la primera barrera biológica de contacto frente a tóxicos ingresados por inhalación o 

por la ruta digestiva (ingestión) (Sánchez-Alarcón et al., 2021). Las células exfoliadas 

pueden obtenerse de manera sencilla, económica, indolora y no invasiva, lo que 

incrementa sustancialmente la tasa de participación y aceptación en los individuos de 

campo en zonas rurales (Moreira et al., 2025). Además, estudios han demostrado una 

alta correlación entre el daño encontrado en linfocitos de sangre periférica y el hallado 

en células de la mucosa bucal (Sánchez-Alarcón et al., 2021). También se ha 

confirmado que la saliva y las células de este tejido contienen un espectro detectable 

y estable de miRNAs extracelulares e intracelulares (Felekkis & Papaneophytou, 
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2020). Contras / Desafíos: La recolección bucal presenta retos inherentes como la 

heterogeneidad de las capas de células epiteliales capturadas, la posible 

contaminación con restos de alimentos y microorganismos (microbioma oral) y la 

influencia de factores como la higiene dental, edad y consumo de tabaco o alcohol 

(Sánchez-Alarcón et al., 2021). A nivel analítico, la cantidad y calidad del RNA extraído 

del hisopado puede ser inferior y más variable que el extraído del suero o tejido sólido. 

Limitación actual en la literatura: Si bien la matriz bucal es estándar para 

genotoxicidad, la caracterización toxicológica mediante el perfilamiento de miRNAs a 

partir de hisopados bucales en poblaciones ocupacionalmente expuestas a plaguicidas 

no ha sido establecida sistemáticamente (Valencia-Quintana et al., 2022; Moreira et 

al., 2025). 

2.6. Perfilamiento de miRNAs por NGS 

Para la detección y cuantificación del perfil de expresión de miRNAs se utilizan 

actualmente tres plataformas tecnológicas principales: PCR cuantitativa con 

transcriptasa inversa (RT-qPCR), microarrays, y la secuenciación de nueva generación 

(NGS) o RNA-Seq (Benesova & Kubista, 2021; Liu et al., 2011). Mientras que RT-

qPCR y los microarrays dependen de secuencias objetivo conocidas y predefinidas, el 

enfoque mediante NGS para pequeños RNAs (Small RNA-Seq) ha revolucionado la 

toxicología genómica. El perfilamiento de miRNAs por NGS ofrece ventajas 

fundamentales: posee una sensibilidad y rango dinámico extremadamente altos, 

permite la discriminación precisa de isoformas de miRNAs (isomiRs) con variaciones 

de un solo nucleótido, y, de manera crítica, permite el descubrimiento de novo de 
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secuencias de miRNAs que no se encontraban previamente anotadas en las bases de 

datos (Benesova & Kubista, 2021; Liu et al., 2011). La aplicación de metodologías NGS 

en estudios de biomonitoreo ocupacional provee una "firma" transcriptómica global y 

sin sesgo del estado celular, facilitando el cruce bioinformático de grandes volúmenes 

de datos con redes de genes blanco. Esto permite inferir tempranamente las vías 

biológicas afectadas (ej. inflamación, carcinogénesis) subyacentes a la exposición 

crónica a mezclas toxicológicas. 

 



Página 23 

3. Justificación 

La persistente aplicación de plaguicidas en los ciclos productivos agrícolas ha 

convertido la exposición crónica ocupacional y ambiental en un imperativo de salud 

pública, particularmente en países donde aún se comercializan ingredientes activos 

prohibidos en otras jurisdicciones y en regiones donde la agroindustria es pilar 

económico, como el centro y norte de México (PAN Internacional, 2021; Vélez Salas 

et al., 2021). Tradicionalmente, el monitoreo del daño y el riesgo toxicológico ha 

dependido de biomarcadores enzimáticos de respuesta tardía (como la colinesterasa) 

o indicadores genotóxicos citológicos (como el ensayo de micronúcleos), los cuales 

detectan el daño macromolecular cuando la lesión intracelular ya ha sido materializada 

y se ha comprometido la estabilidad genómica (Sánchez-Alarcón et al., 2021; Lozano-

Paniagua, 2017). Existe una urgente necesidad de transitar hacia la "toxicología 

predictiva". Identificar alteraciones funcionales en etapas reversibles es fundamental 

para la prevención de desenlaces graves como tumores malignos, neuropatías 

degenerativas y trastornos del desarrollo. Los mecanismos epigenéticos, 

específicamente la regulación mediada por microRNAs, responden tempranamente al 

estrés oxidativo, inflamación y toxicidad química (Rohr et al., 2024; Letelier et al., 

2023). Cuantificar y perfilar las firmas de expresión de miRNAs provee una perspectiva 

mecanística directa de cómo las mezclas complejas de plaguicidas perturban la 

homeostasis genética del agricultor antes de la manifestación patológica. Asimismo, 

uno de los mayores cuellos de botella en la vigilancia de poblaciones agrícolas 

vulnerables es el abordaje metodológico logístico. La toma de sangre venosa resulta 

invasiva, requiere infraestructura de cadena de frío estricta y causa reticencia en las 
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comunidades evaluadas. Por el contrario, el hisopado bucal es un método de muestreo 

incruento, rápido y económicamente factible en condiciones de campo que recaba 

células con exposición toxicológica de primera mano (inhalatoria/oral). A pesar de la 

probada utilidad de las células de la mucosa bucal para la detección de rupturas del 

DNA, su potencial para la evaluación de perfiles de miRNAs como biomarcadores de 

efecto temprano permanece inexplotado. La presente tesis se justifica al combinar, las 

ventajas de una matriz biológica epitelial no invasiva para tamizaje y sensibilidad que 

brinda la Secuenciación de Nueva Generación (NGS). Establecer un perfil de miRNAs 

alterados en células bucales en agricultores sometidos a exposición crónica a 

plaguicidas permitirá no solo validar estos RNAs no codificantes como biomarcadores 

moleculares tempranos, predictivos y accesibles para la medicina ocupacional y el 

biomonitoreo humano continuo, sino que proveerá el marco biológico para inferir las 

redes genéticas y vías de enfermedad que están siendo silenciosamente vulneradas 

en las comunidades agrícolas latinoamericanas. 
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4. Hipótesis y objetivos 

4.1. Hipótesis 

La exposición ocupacional crónica a agroquímicos se asocia con un perfil de expresión 

de microRNAs diferencial en células epiteliales bucales comparado con individuos no 

expuestos. 

4.2. Objetivo general 

Caracterizar el perfil de expresión de microRNAs en células epiteliales bucales de 

aplicadores de agroquímicos y evaluar su asociación con la exposición ocupacional 

crónica, con el fin de identificar microRNAs candidatos con potencial utilidad como 

biomarcadores moleculares de exposición. 

4.3. Objetivos particulares 

• Identificar los microRNAs diferencialmente expresados entre aplicadores de 

agroquímicos y un grupo control no expuesto, mediante secuenciación de nueva 

generación.  

• Validar mediante RT-qPCR un subconjunto de microRNAs candidatos seleccionados 

a partir del análisis de expresión diferencial.  

• Explorar, mediante herramientas bioinformáticas, las vías moleculares, procesos 

biológicos y posibles genes blanco asociados con los microRNAs diferencialmente 

expresados. 
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5. Materiales y métodos 

5.1. Diseño del estudio 

Se realizó un estudio observacional, analítico y comparativo, en el que se incluyeron 

20 individuos, distribuidos en dos grupos: 10 controles sin contacto ocupacional con 

agroquímicos, identificados con los códigos 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 113, 

114 y 115; y 10 trabajadores agrícolas con exposición ocupacional crónica a 

agroquímicos, identificados con los códigos 116, 117, 118, 119, 120, 123, 124, 127, 

130 y 131. 

5.2. Población y grupos de comparación 

Los participantes expuestos provenían de comunidades agrícolas del estado de 

Michoacán y realizaban labores relacionadas con la preparación de mezclas, 

aspersión o manejo directo de plaguicidas. Los criterios de inclusión y exclusión fueron 

definidos en estapas previas a este proyecto. 

5.3. Encuestas y variables analizadas 

Se diseñó y aplicó un instrumento estructurado (encuesta) para recabar información 

antropométrica y clínica de los participantes. Las variables numéricas recolectadas 

incluyeron edad (años), peso (kg), estatura (cm) y circunferencia de cintura (cm). A 

partir de estas métricas se calculó el Índice de Masa Corporal (IMC) en IMC= (peso en 

Kg) / (estatura en m)2. Asimismo, se consideraron variables sociodemográficas, 

antropométricas, hábitos de vida, dieta, antecedentes generales de salud, síntomas 

compatibles con exposición a agroquímicos y en el grupo expuesto, variables laborales 
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relacionadas con antigüedad, actividad en campo, uso de equipo de protección 

personal y agroquímicos mencionados. Ambas bases fueron revisadas y homologadas 

para estandarizar nombres de variables, codificación de respuestas y formato de 

datos. Las respuestas categóricas fueron transformadas a variables dicotómicas 

cuando fue posible, utilizando las categorías “Sí” y “No”. También se generó una 

variable cuantitativa correspondiente al número de síntomas detectados por 

participante. Posteriormente, el IMC fue clasificado de forma descriptiva en las 

categorías de bajo peso, peso normal, sobrepeso y obesidad. La circunferencia de 

cintura se clasificó como de riesgo utilizando los puntos de corte de ≥90 cm para 

hombres y ≥80 cm para mujeres. El consumo de alimentos fue separado en cuatro 

componentes: carne, verduras, frutas y cereales, expresados como veces por semana. 

Los síntomas fueron identificados mediante búsqueda de palabras clave dentro de los 

campos de texto libre. Los síntomas considerados fueron dolor de cabeza, mareos, 

comezón, lagrimeo, gripe, infecciones en la piel, cansancio, falta de concentración, 

presión alta y náuseas.  

Los plaguicidas fueron analizados como menciones dentro del texto libre, por lo tanto, 

la frecuencia reportada representa únicamente la proporción de participantes que 

mencionó cada término, y no se interpreta como una medida cuantitativa de dosis, 

frecuencia real de aplicación o intensidad de exposición. 

El análisis tuvo un carácter exploratorio y descriptivo, por lo que no se realizaron 

pruebas estadísticas inferenciales para los resultados de las encuentas. Esta decisión 

se tomó debido al tamaño muestral reducido, la naturaleza auto-reportada de varias 
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variables y la falta de balance entre grupos en variables potencialmente confusoras, 

particularmente el sexo. 

5.4. Obtención de muestras bucales 

Las muestras de epitelio bucal se obtuvieron mediante hisopos de nylon flocked 

(Copan FLOQSwabs® o equivalente), siguiendo un procedimiento estandarizado de 

toma. Cada hisopo fue rotado 10 veces sobre la mucosa bucal, manteniendo una 

presión uniforme y un tiempo de contacto similar entre participantes. Posteriormente, 

los hisopos se colocaron en solución estabilizadora y se conservaron a -80 °C hasta 

su procesamiento. 

5.5. Extracción de RNA 

El RNA total se extrajo mediante el método TRIzol®, siguiendo el protocolo del 

fabricante y adaptándolo a muestras de epitelio bucal. (Invitrogen, EE. UU), 

brevemente, los tejidos fueron homogenizados por pipeteo en Trizol, para luego 

realizar una separación de fases con cloroformo asistida por centrifugación a 10000 

rpm a 4°C. De esta separación de fases, se trasvasó la fase acuosa y luego de esta el 

ARN fue precipitado utilizando un volumen de isopropanol y centrifugación a 12000 

rpm a 4°C, para luego realizar dos lavados con etanol 70% en agua, el botón obtenido 

fue desecado a temperatura ambiente y diluido en agua libre de RNAsas. El ARN se 

cuantificó utilizando espectrofotometría por NanoDrop y la calidad de las muestras se 

determinaron con un gel de agarosa en condiciones desnaturalizantes. 
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5.6. Small RNA-Seq 

Las bibliotecas para secuenciación de small RNA se prepararon a partir de RNA 

total utilizando el kit TruSeq Small RNA Sample Preparation Kit (Illumina), de acuerdo 

con las instrucciones del fabricante. Brevemente, se ligaron adaptadores 3′ y 5′ 

específicos para RNA pequeño, se realizó retrotranscripción a cDNA y posterior 

amplificación por PCR. Los productos amplificados fueron sometidos a selección de 

tamaño para recuperar fragmentos correspondientes a miRNAs maduros y sus 

adaptadores, con un tamaño aproximado de 145–160 pb. Las bibliotecas se 

cuantificaron y evaluaron mediante Qubit y Bioanalyzer, y posteriormente se 

secuenciaron en una plataforma Illumina NextSeq 500 con configuración single-end a 

75 ciclos.  

5.7. Análisis bioinformático 

El análisis bioinformático se realizó a partir de archivos FASTQ generados por 

secuenciación de Illumina. La calidad de las lecturas se evaluó inicialmente mediante 

FastQC. Posteriormente, se realizó recorte de adaptadores y filtrado por calidad con 

Cutadapt v4.0, eliminando lecturas con puntaje Phred < 15 y lecturas menores de 17 

nucleótidos. Después del recorte y filtrado, se efectuó nuevamente control de calidad 

para verificar el estado final del conjunto de datos. Las lecturas filtradas se alinearon 

contra el genoma de referencia humano Homo sapiens GRCh38.p14, previamente 

indexado. Se usó el alineador Bowtie 0.11.3 para el mapeo de lecturas cortas. La 

cuantificación de microRNAs se realizó con MiRDeep2 v2.0.0.8, empleando 

información de la base de datos miRBase para la anotación de secuencias maduras y 
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precursores. El análisis de expresión diferencial se llevó a cabo con edgeR, utilizando 

normalización por Trimmed Mean of M-values (TMM) y contraste entre el grupo 

expuesto y el grupo control. La detección de elementos de interés se evaluó con base 

en p value ajustado o p value < 0.05 y Fold Change ≥ |1.5| 

5.8. Selección de candidatos 

A partir del análisis de expresión diferencial se seleccionaron microRNAs candidatos 

para validación experimental, considerando la magnitud del cambio observado, su 

relevancia biológica y su posible relación con procesos celulares asociados con 

exposición a compuestos tóxicos. Los microRNAs seleccionados para validación 

fueron miR-486-5p y miR-26a-5p. Para la normalización de la expresión relativa se 

utilizó miR-16-5p como control endógeno de referencia. 

5.9. Validación por RT-qPCR 

5.9.1. Diseño de primers 

Los primers para RT-qPCR se diseñaron con enfoque específico para la secuencia de 

microRNAs maduros reportadas en mirBase, utilizando la herramienta miRPrimer2. La 

especificidad teórica de los oligonucleótidos se verificó mediante análisis in silico con 

BLASTn. La sintesis del par de primers con el mejor score de miRPrimer2 se realizó 

con el proveedor T4Oligo con purificación por cartucho. 

5.9.2. Amplificación por RT-qPCR 

La amplificación de los microRNAs de interés se efectuó a partir de RNA total (el mismo 

previamente extraído para RNAseq), mediante un procedimiento en tres etapas y en 
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reacciones independientes, conforme a las recomendaciones del esquema de diseño 

utilizado en miRPrimer2. Inicialmente, el RNA total fue sometido a una reacción de 

poliadenilación. En una segunda etapa, se realizó la retrotranscripción para la 

obtención de cDNA. Finalmente, la expresión de los microRNAs se evaluó por qPCR 

en tiempo real mediante un sistema de detección con SYBR Green. A continuación se 

describe brevemente las condiciones de cada etapa. La cuantificación por PCR en 

tiempo real se realizó en un equipo CFX96™ Real-Time PCR Detection System (Bio-

Rad). Cada reacción se analizó en triplicado técnico para cada muestra y cada 

microRNA. La mezcla de reacción se preparó utilizando la qPCR GreenMaster de Jena 

Bioscience, en un volumen final de 10 µL, que incluyó 0.3 µL de primer a 10 µM y 1 µL 

de cDNA diluido 1:10. El protocolo de amplificación incluyó una desnaturalización 

inicial a 95 °C durante 2 min, seguida de una fase de touchdown de 10 ciclos, con 

decremento de 1 °C por ciclo, desde 65 °C hasta 55 °C. Posteriormente, se llevaron a 

cabo 35 ciclos de amplificación a 95 °C durante 10 s y 55 °C durante 20 s. Finalmente, 

se realizó una curva de disociación de 55 a 98 °C para confirmar la especificidad de 

los amplicones. Los valores de Ct se obtuvieron con el software del equipo mediante 

regresión, y los triplicados técnicos se promediaron para cada muestra. Los registros 

sin amplificación detectable o con error técnico fueron considerados como valores 

faltantes y se excluyeron del análisis correspondiente. 

5.9.3. Análisis de expresión relativa por RT-qPCR 

La expresión relativa de los microRNAs candidatos se evaluó mediante el método de 

ΔCt, usando a miR-16-5p como control endógeno. Para cada muestra se calculó: ΔCt 
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= Ct(miRNA diana) – Ct(miR-16-5p) Bajo este criterio, un valor menor de ΔCt 

corresponde a una mayor expresión relativa del microRNA diana. Para fines 

descriptivos, los cambios relativos de expresión pudieron expresarse adicionalmente 

mediante el método 2^-ΔΔCt, tomando como referencia el grupo control; sin embargo, 

la inferencia principal se basó en la comparación estadística de los valores de ΔCt 

entre grupos. 

5.10. Análisis estadístico 

Considerando el tamaño reducido del grupo control y la presencia de datos faltantes 

en algunas determinaciones, la comparación entre el grupo expuesto y el grupo control 

se realizó mediante la prueba no paramétrica de Mann–Whitney de dos colas. Los 

resultados se resumieron mediante estadísticas descriptivas, incluyendo media y 

desviación estándar, así como mediana y rango intercuartílico cuando fue pertinente. 

Se consideró diferencia estadísticamente significativa un valor de p < 0.05. 

6. Resultados 

6.1. Características de la población 

Se analizaron 20 participantes, 10 controles no expuestos y 10 individuos con 

exposición laboral a agroquímicos. La edad promedio fue similar entre ambos grupos. 

En el grupo control, la edad media fue de 39.2 años, con una desviación estándar de 

14.4 años, mientras que en el grupo expuesto fue de 38.3 ± 13.1 años. La diferencia 

promedio entre grupos fue de 0.9 años, lo que indica que ambos grupos fueron 

comparables en términos generales de edad. Sin embargo, se observó una diferencia 
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importante en la composición por sexo. El grupo control estuvo integrado por 50% 

mujeres y 50% hombres, mientras que el grupo expuesto estuvo compuesto por 100% 

hombres. Esta diferencia representa una limitación relevante para la interpretación de 

variables antropométricas y clínicas, ya que el sexo puede influir en la distribución de 

grasa corporal, la circunferencia de cintura, la frecuencia de algunos síntomas y 

determinados hábitos de vida. Aunque el objetivo del análisis fue descriptivo, esta 

diferencia limita la posibilidad de atribuir los hallazgos exclusivamente a la exposición 

ocupacional a agroquímicos. El peso promedio fue ligeramente mayor en el grupo 

control, con 84.5 ± 23.1 kg, comparado con 82.2 ± 15.6 kg en el grupo expuesto. La 

diferencia promedio fue de -2.3 kg en expuestos respecto a controles. Aunque la 

diferencia fue pequeña, se observó mayor dispersión en el grupo control, con valores 

entre 50 y 130 kg. La circunferencia de cintura también fue mayor en el grupo control. 

Los controles presentaron una media de 102.8 ± 18.3 cm, mientras que los expuestos 

tuvieron una media de 95.9 ± 4.2 cm. La diferencia promedio fue de -7.0 cm en el grupo 

expuesto. No obstante, esta comparación debe interpretarse con cautela debido al 

desbalance por sexo entre grupos y a la mayor variabilidad observada en controles. 

La estatura promedio fue mayor en el grupo expuesto, con 172.2 ± 7.2 cm, frente a 

163.9 ± 10.1 cm en controles. Esta diferencia de 8.3 cm probablemente se relaciona 

con la composición por sexo, ya que todos los participantes expuestos fueron hombres, 

mientras que el grupo control incluyó mujeres y hombres. El índice de masa corporal 

promedio fue mayor en controles, con 31.1 ± 6.9 kg/m², en comparación con 27.6 ± 4.2 

kg/m² en expuestos. La diferencia promedio fue de -3.5 kg/m² en el grupo expuesto. Al 

clasificar el IMC, se observó que 50% de los controles se ubicó en obesidad, frente a 



Página 34 

20% de los expuestos. En contraste, 40% de los expuestos tuvo IMC normal, 

comparado con 10% de los controles. Estos resultados sugieren que, en esta muestra, 

el grupo control presentó mayor carga de exceso de peso y obesidad. Este hallazgo 

es relevante porque el IMC elevado puede actuar como un factor de confusión en la 

interpretación de síntomas generales, presión arterial, cansancio y otros indicadores 

de salud. Por lo tanto, cualquier comparación posterior entre exposición a 

agroquímicos y síntomas debe considerar el estado nutricional y antropométrico de los 

participantes. Respecto a la cintura de riesgo, 100% de los controles y 80% de los 

expuestos cumplieron con el criterio de riesgo según los puntos de corte utilizados. 

Aunque esta proporción fue mayor en controles, el hallazgo debe interpretarse con 

cautela por la diferencia en composición por sexo y por la aplicación de puntos de corte 

diferenciados entre hombres y mujeres. 

6.2. Hábitos, síntomas y exposición laboral 

6.2.1. Hábitos de vida de la población estudiada 

El tabaquismo fue reportado por 20% de los controles y 10% de los expuestos. Esta 

diferencia fue pequeña y no sugiere, de forma descriptiva, una mayor frecuencia de 

tabaquismo en el grupo expuesto. En contraste, el consumo de alcohol fue más 

frecuente en los trabajadores expuestos. El 90% de los expuestos reportó consumo de 

alcohol, comparado con 50% de los controles. Esta diferencia de 40 puntos 

porcentuales es uno de los contrastes descriptivos más marcados entre ambos grupos. 

Este hallazgo es importante porque el consumo de alcohol puede actuar como variable 

de confusión en estudios de exposición a agroquímicos, particularmente si se analizan 



Página 35 

biomarcadores de daño celular, estrés oxidativo, inflamación, metabolismo hepático o 

expresión molecular. En consecuencia, en análisis posteriores será recomendable 

considerar el consumo de alcohol como una covariable o, al menos, describirlo como 

una característica diferencial importante entre los grupos. No se reportó uso de drogas 

en ninguno de los grupos. Los problemas de salud fueron reportados por 10% de los 

controles y 10% de los expuestos. El uso de medicamentos fue más frecuente en 

controles, con 40%, frente a 10% en expuestos. Esta diferencia podría estar 

relacionada con la mayor proporción de obesidad y cintura de riesgo en controles, 

aunque con los datos disponibles no es posible establecer una relación causal. La 

frecuencia semanal de consumo de cRNAe fue mayor en controles, con una media de 

3.9 veces por semana, frente a 2.8 veces por semana en expuestos. El consumo de 

verduras también fue ligeramente mayor en controles, con 5.1 frente a 4.4 veces por 

semana. El consumo de frutas fue alto en ambos grupos, con 6.5 veces por semana 

en controles y 6.0 en expuestos. El consumo de cereales fue mayor en expuestos, con 

una media de 5.1 veces por semana, comparado con 3.1 veces por semana en 

controles. Esta diferencia fue de 2.0 veces por semana. 

En conjunto, estos resultados muestran diferencias descriptivas en el patrón dietético 

entre grupos. Aunque no permiten establecer conclusiones nutricionales profundas, sí 

sugieren que la dieta podría representar otro factor a considerar en análisis 

posteriores, especialmente si se evalúan biomarcadores sensibles a estado 

metabólico, inflamación o estrés oxidativo. 
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6.2.2. Sintomatología referida 

La presencia de cualquier síntoma compatible con intoxicación o malestar general fue 

más frecuente en el grupo expuesto. El 90% de los participantes expuestos reportó al 

menos un síntoma, en comparación con 60% de los controles. Esta diferencia de 30 

puntos porcentuales sugiere una mayor frecuencia de sintomatología general en los 

individuos con exposición laboral a agroquímicos. 

Los síntomas más frecuentes en el grupo expuesto fueron dolor de cabeza, reportado 

por 80%; mareos, comezón, cansancio y falta de concentración, cada uno con 60%. 

En controles, los síntomas más frecuentes fueron dolor de cabeza, lagrimeo, gripe, 

cansancio y presión alta, todos con 60%. Al comparar síntoma por síntoma, el grupo 

expuesto presentó mayor frecuencia de dolor de cabeza, con 80% frente a 60% en 

controles; mareos, con 60% frente a 50%; comezón, con 60% frente a 50%; y falta de 

concentración, con 60% frente a 50%. En contraste, los controles presentaron mayor 

frecuencia de lagrimeo, infecciones en la piel y presión alta. El número promedio de 

síntomas detectados por palabras clave fue muy similar entre grupos: 5.0 síntomas en 

controles y 4.8 en expuestos. Este hallazgo aparentemente contrasta con la mayor 

proporción de expuestos con al menos un síntoma. Una posible explicación es que, 

aunque más individuos expuestos reportaron algún síntoma, algunos controles 

sintomáticos concentraron un número elevado de síntomas, elevando el promedio del 

grupo control. 

Este resultado resalta la importancia de interpretar la sintomatología desde dos 

perspectivas: por un lado, la proporción de individuos con al menos un síntoma; y por 
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otro, la carga total de síntomas por participante. En esta muestra, la exposición laboral 

se asoció descriptivamente con una mayor proporción de individuos sintomáticos, pero 

no con un mayor número promedio de síntomas. También debe considerarse que los 

síntomas analizados son inespecíficos. Dolor de cabeza, cansancio, mareos, comezón 

o falta de concentración pueden estar asociados a exposición química, pero también 

a factores como hidratación, jornada laboral, sueño, estrés, consumo de alcohol, 

obesidad, enfermedades previas u otras condiciones ambientales. Por ello, estos datos 

deben interpretarse como señales exploratorias y no como evidencia diagnóstica de 

intoxicación. 

 

Gráfica 1.- Resumen del análisis descriptivo de variables comparables seleccionadas 

entre grupos. 
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6.2.3. Características laborales del grupo expuesto 

Dentro del grupo expuesto, 60% de los participantes reportó una antigüedad laboral 

mayor a 10 años, 30% entre 6 y 10 años, y 10% entre 4 y 5 años. Esto indica que la 

mayoría de los trabajadores incluidos tenía una historia prolongada de exposición 

ocupacional potencial a agroquímicos. La actividad en campo más frecuente fue la 

aspersión con bomba, reportada por 80% de los expuestos. Este dato es relevante, ya 

que la aspersión puede representar una vía importante de exposición dérmica e 

inhalatoria, especialmente cuando no se utiliza equipo de protección personal 

adecuado. Respecto al uso de equipo de protección personal, 50% de los expuestos 

reportó utilizar algún tipo de protección, 40% reportó no utilizarlo y 10% no tuvo dato 

disponible. Esta distribución sugiere una oportunidad importante de prevención, ya que 

una proporción considerable de trabajadores expuestos no reportó medidas de 

protección. La combinación de exposición prolongada, actividad de aspersión y uso 

incompleto de equipo de protección personal puede incrementar la plausibilidad 

biológica de exposición ocupacional relevante. Sin embargo, el cuestionario no permite 

cuantificar dosis, frecuencia de aplicación, concentración de productos, tiempo exacto 

de exposición ni adherencia real al uso de protección, por lo que estos hallazgos deben 

interpretarse como indicadores cualitativos de exposición. 

6.3. Agroquímicos mencionados 

Los plaguicidas o términos más frecuentemente mencionados fueron Furadan, 

Lannate/Lanate y Manzate, cada uno reportado por 6 de los 10 trabajadores 

expuestos. También se mencionaron con alta frecuencia Dimetoato, Karate y 
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Malatión/Malatión, cada uno en 5 de 10 participantes. Otros productos referidos 

incluyeron Agrimec, Dicofol, Endosulfan, Orthene, Paraquat, Tamarón/Tamaron y 

Tramafos, mencionados por 40% de los expuestos. También se registraron menciones 

de Aldrin, Folidol, Lorsban/Lorsdan, Parathion/Paratión y Vidate, entre otros. Estos 

resultados muestran que los participantes expuestos no refirieron contacto con un solo 

producto, sino con múltiples agroquímicos. Esto es relevante porque, en condiciones 

reales de trabajo agrícola, la exposición suele ocurrir como mezclas complejas y no 

como exposición aislada a una molécula específica. Esta característica dificulta atribuir 

síntomas o alteraciones biológicas a un producto individual, pero refleja de manera 

más realista el contexto ocupacional. Debe enfatizarse que la frecuencia de mención 

no equivale a intensidad de exposición. Un plaguicida mencionado por más 

participantes no necesariamente representa mayor dosis, mayor frecuencia de 

aplicación o mayor absorción individual. Para estudios posteriores, sería 

recomendable documentar frecuencia de uso, años de contacto con cada producto, 

vía de exposición, uso de protección, prácticas de mezcla, almacenamiento y lavado 

de equipo. 

6.4. Calidad de secuenciación 

En esta sección se presentan los hallazgos obtenidos a partir del análisis de expresión 

de microRNAs en células epiteliales bucales de trabajadores agrícolas 

ocupacionalmente expuestos a agroquímicos y de un grupo control no expuesto. Los 

resultados se organizaron en dos fases: una fase de descubrimiento basada en 

secuenciación de small RNA y una fase de validación mediante RT-qPCR de 
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microRNAs candidatos seleccionados. El control de calidad inicial reveló una 

profundidad de secuenciación robusta, con un rango de lecturas crudas por muestra 

que osciló entre 8.6 y 50.3 millones. Tras el proceso de recorte y filtrado (trimming), se 

retuvieron entre 2.0 y 13.2 millones de lecturas de alta calidad por biblioteca para el 

análisis posterior (Tabla 1). La calidad por base se mantuvo consistentemente por 

encima de Phred 30 en los primeros 50 nucleótidos, lo que garantiza una precisión en 

el llamado de bases del 99.9%. 

 

Biblioteca 
ID en el 

análisis 

Lecturas raw 

(reads R1) 

Lecturas trimm 

(reads R1) 

105_S1_L001__R1__001.fastq.gz C1 18659038 6784539 

106_S2_L001__R1__001.fastq.gz C2 27429283 13256106 

107_S3_L001__R1__001.fastq.gz C3 8672020 2215714 

108_S4_L001__R1__001.fastq.gz C4 14693246 2044452 

109_S5_L001__R1__001.fastq.gz C5 22137847 8853039 

110_S6_L001__R1__001.fastq.gz C6 22314740 5826888 

111_S7_L001__R1__001.fastq.gz C7 13135809 4210337 

113_S8_L001__R1__001.fastq.gz C8 24412234 8499087 

114_S9_L001__R1__001.fastq.gz C9 18639228 6244648 

115_S10_L001__R1__001.fastq.gz C10 16632599 5884941 

116_S11_L001__R1__001.fastq.gz E1 21428582 10116023 

117_S12_L001__R1__001.fastq.gz E2 26251477 9629578 
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118_S13_L001__R1__001.fastq.gz E3 12299313 3353832 

119_S14_L001__R1__001.fastq.gz E4 15912456 2714223 

120_S15_L001__R1__001.fastq.gz E5 23442681 9289445 

123_S16_L001__R1__001.fastq.gz E6 32629006 8678333 

124_S17_L001__R1__001.fastq.gz E7 27973984 5711772 

127_S18_L001__R1__001.fastq.gz E8 29983037 9048101 

130_S20_L001__R1__001.fastq.gz E9 50371022 12690609 

131_S19_L001__R1__001.fastq.gz E10 18098440 3333041 

 

Tabla 1.- Lecturas por muestras antes y después de preprocesamiento y calidad. 

Las lecturas filtradas fueron mapeadas contra el genoma de referencia de Homo 

sapiens (GRCh38.p14) utilizando el alineador Bowtie. La cuantificación y el 

descubrimiento de miRNAs conocidos se llevó a cabo mediante la herramienta 

MiRDeep2, empleando la base de datos miRBase para la anotación de secuencias 

maduras y de horquilla. 

6.5. Perfil exploratorio de expresión de miRNAs 

El análisis exploratorio de los datos de expresión mostró patrones diferenciales entre 

los grupos expuesto y control. En el análisis de componentes principales (PCA) 

Figura1 y en el escalado multidimensional (MDS) Figura2 se observó una tendencia 

general de separación entre grupos; sin embargo, también se identificó variabilidad 

intragrupal. En particular, una muestra del grupo expuesto, identificada como E7, 
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mostró un comportamiento más cercano al grupo control, lo que sugiere 

heterogeneidad biológica o técnica dentro del grupo ocupacionalmente expuesto. 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Figura1.- Análisis de componentes principales (PCA) realizado sobre los valores de 

expresión génica normalizados de las muestras. Los ejes X y Y muestran PC1 y PC2, 

respectivamente, con la cantidad de varianza por cada componente informado. Cada 

punto del gráfico representa una muestra, puntos de los mismos colores son réplicas 

del mismo grupo experimental. 
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Figura 2 Escalado Multidimensional (MDS) realizado sobre los valores de expresión 

normalizados de las muestras de microRNAs. Los ejes X y Y muestran dimensión 1 y 

dimensión 2, respectivamente, Cada punto del gráfico representa una muestra, puntos 

de los mismos colores son réplicas del mismo grupo experimental. 
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Adicinalmente, se realizó un análisis de agrupamiento jerárquico (clustering) para 

visualizar los patrones de expresión de los 20 microRNAs con mayor varianza entre 

las muestras analizadas. Este enfoque permite identificar firmas moleculares 

distintivas y evaluar la homogeneidad de los grupos experimentales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Se observa el top 20 de los miRNAs con mayor varianza entre las 

muestras. Los mosaicos reflejan una bajo expresión en tonos azules mientras que la 

sobre expresión se muestra en rojo.  
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El dendrograma superior (Figura 3) revela una separación primaria en dos clústeres 

principales que corresponden, en su mayoría, a la clasificación experimental de las 

muestras: Clúster de Expuestos (Grupo E): Se observa un bloque consistente de 

muestras (E1-E6, E8-E10) que presentan un perfil de expresión caracterizado por una 

marcada sub-expresión (tonos azules) en la mayoría de los miRNAs seleccionados. 

Clúster de Controles (Grupo C): Las muestras testigo muestran una tendencia hacia la 

sobre-expresión relativa (tonos naranjas/rojos), lo que sugiere que la exposición 

crónica a agroquímicos está asociada con una represión generalizada de los miRNAs 

analizados. Esta distribución sugiere que la exposición a agroquímicos podría 

asociarse con variabilidad en el perfil de expresión de microRNAs, aunque no de forma 

completamente uniforme entre todos los individuos expuestos. 

 

6.6. Expresión diferencial y candidatos priorizados 

Por su parte, el volcanoplot permitió visualizar simultáneamente la magnitud del 

cambio de expresión y la significancia estadística de los microRNAs analizados. En 

esta figura se observó un predominio de señales desplazadas hacia la subexpresión 

en el grupo expuesto, en concordancia con la ausencia de microRNAs 

sobreexpresados y con la identificación de múltiples candidatos con baja expresión en 

la comparación entre grupos (Figura 4). 
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Figura 4.- Volcano plot genes de datos mRNA corresponden a FC = 1.5 

 

A partir de la fase de descubrimiento por secuenciación se seleccionaron miR-486- 5p 

y miR-26a-5p como microRNAs candidatos para validación experimental. Esta 

selección se basó en la magnitud del cambio observado en el análisis exploratorio, en 

su posición destacada dentro del volcanoplot y en su posible relevancia biológica en 

contextos de respuesta celular a exposición ambiental. Para la normalización de la 

expresión relativa se utilizó miR-16-5p como control endógeno de referencia. 

6.7. Análisis funcional 

Con el propósito de contextualizar biológicamente los microRNAs identificados en 

la fase exploratoria de expresión diferencial, se realizó un análisis funcional mediante 

DIANA-mirPath3, herramienta que permite asociar listas de miRNAs con vías 
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metabólicas a partir de blancos predichos por DIANA-microT-CDS y/o interacciones 

validadas experimentalmente derivadas de DIANA-TarBase 7.0. Este análisis se 

representó mediante un heatmap (figura 5) que muestra la relación entre los 

microRNAs incluidos en la lista de entrada y diferentes rutas biológicas, utilizando para 

ello un conjunto filtrado de 17 microRNAs. En términos generales, esta aproximación 

permitió explorar si los cambios observados en el perfil de expresión podían agruparse 

en procesos funcionales comunes y, con ello, aportar plausibilidad biológica a los 

hallazgos de la fase de descubrimiento. (Riolo et al., 2020). 

 

 

Figura 5.- Fragmento de Heatmap de funciones asociadas a la lista del top de 

miRNAs. 



Página 48 

La inspección del heatmap funcional mostró que los microRNAs priorizados no 

convergieron en una única vía, sino que se distribuyeron en conjuntos de asociaciones 

que sugieren la participación de redes biológicas parcialmente interconectadas. Entre 

las rutas identificadas se encontraron procesos relacionados con interacción célula-

matriz, señalización intracelular, glicobiología, regulación del destino celular y rutas 

anotadas en KEGG en contextos oncológicos. En conjunto, estas asociaciones 

sugieren que la alteración del perfil de microRNAs en células epiteliales bucales podría 

vincularse con modificaciones regulatorias de amplio espectro, más que con un cambio 

restringido a una sola vía molecular. Un primer bloque funcional estuvo integrado por 

rutas como Interacción ECM-receptor, vía de señalización PI3K-Akt, biosíntesis de 

glucosaminoglicanos — sulfato de condroitina/sulfato de dermatán, biosíntesis de O-

glicanos tipo mucina, vías de señalización que regulan la pluripotencia de las células 

madre y amebiasis. En este conjunto destacaron principalmente miembros de la familia 

let-7, en particular let-7a-5p y let-7f-5p, que mostraron múltiples asociaciones dentro 

de este módulo.  

La presencia de estas rutas sugiere una posible relación de los microRNAs priorizados 

con procesos de adhesión celular, interacción con la matriz extracelular, organización 

de glicoconjugados de membrana y mantenimiento del estado epitelial. Un segundo 

bloque funcional agrupó rutas más claramente vinculadas con señalización celular y 

control del destino celular, entre ellas Vía de señalización de TGF-beta, vía de 

señalización Hippo, sistema de señalización de fosfatidilinositol, vía de señalización 

FoxO y vía de señalización de hormona tiroidea. En este módulo participaron 
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microRNAs como miR-26a-5p, miR-486-5p, miR-205- 5p y miR-22-3p, además de 

contribuciones puntuales de otros candidatos incluidos en la lista. Este patrón sugiere 

una posible participación de los microRNAs priorizados en rutas relacionadas con 

proliferación, diferenciación, supervivencia celular, respuesta al estrés y señalización 

dependiente de membrana. Aunque este resultado no permite inferir activación o 

inhibición específica de dichas rutas, sí aporta un marco interpretativo consistente con 

una reorganización regulatoria en respuesta a una exposición crónica.  

Asimismo, el heatmap mostró asociaciones con rutas como proteoglycans in cancer, 

glioma y melanoma. Su aparición en el análisis funcional debe leerse como una 

indicación de que varios de los microRNAs priorizados convergen en nodos 

regulatorios comúnmente representados en rutas oncológicas, pero con posible 

relevancia también en contextos no neoplásicos.  

Desde una perspectiva integradora, el análisis funcional sugiere que los microRNAs 

priorizados podrían agruparse en al menos dos ejes biológicos: uno relacionado con 

la arquitectura epitelial y el microambiente celular, y otro vinculado con redes de 

señalización intracelular y respuesta adaptativa. De manera particular, la presencia de 

miR-26a-5p y miR-486-5p dentro del módulo de señalización celular resulta relevante 

ay que su posicionamiento dentro de rutas como TGF-beta, Hippo, FoxO y 

señalización de fosfatidilinositol, sugiere que, al menos desde el punto de vista 

bioinformático, estos candidatos podrían ocupar un lugar de interés dentro de redes 

asociadas con control del crecimiento, respuesta al estrés y mantenimiento de la 

viabilidad celular.  
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Por lo tanto, la selección de estos dos microRNAs para evaluación por RT-qPCR no 

solo respondió a su comportamiento en el análisis de expresión diferencial, sino 

también a su inserción en un marco funcional con aparente relevancia biológica. 

6.8. Validación por RT-qPCR 

En el caso de miR-486-5p, no se observaron diferencias estadísticamente 

significativas entre grupos. El valor promedio de ΔCt fue de -4.58 ± 3.96 en el grupo 

expuesto y de -5.73 ± 4.63 en el grupo control, con una diferencia no significativa (U = 

33.0; p = 0.819) (Tabla 2). De manera similar, miR-26a-5p tampoco mostró diferencias 

estadísticamente significativas entre grupos. El valor promedio de ΔCt fue de 0.31 ± 

3.60 en el grupo expuesto y de 0.60 ± 4.09 en el grupo control (U = 28.0; p = 0.960) 

(Tabla 2). 

miRNA n EXP ΔCt EXP (media ± DE) 
Mediana EXP 

(RIC) 

n 

CON 

ΔCt CON (media 

± DE) 

Mediana 

CON (RIC) 

U de Mann–

Whitney 
p 

miR-486-

5p 
20 -4.58 ± 3.96 

-4.30 (-7.20 

a -1.50) 
3 -5.73 ± 4.63 

-8.10 (-

8.40 a -

4.25) 

33.0 0.819 

miR-26a-

5p 
18 0.31 ± 3.60 

-0.12 (-1.83 

a 0.61) 
3 0.60 ± 4.09 

-1.35 (-

1.75 a 

1.97) 

28.0 0.960 

Tabla 2.- Comparación de la expresión relativa de miR-486-5p y miR-26a-5p entre el 

grupo expuesto y el grupo control mediante RT-qPCR. 
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Por otra parte, el microRNA utilizado como control endógeno, miR-16-5p, no presentó 

diferencias significativas en sus valores de Ct entre expuestos y controles (U = 25.0; p 

= 0.681), aunque se observó una dispersión relativamente amplia en el grupo 

expuesto. (Tabla 3) 

 

Variable n EXP 
Ct EXP (media ± 

DE) 

Mediana EXP 

(RIC) 
n CON 

Ct CON (media ± 

DE) 

Mediana CON 

(RIC) 

U de Mann–

Whitney 
p 

miR-16-5p 20 28.23 ± 3.84 
27.45 (25.38 a 

30.95) 
3 29.50 ± 3.75 

30.70 (28.00 a 

31.60) 
25 0.681 

Tabla 3.- Comparación de los valores de Ct de miR-16-5p entre el grupo expuesto y el 

grupo control. 
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7. Discusión 

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que la exposición ocupacional 

crónica a agroquímicos induce modificaciones sutiles y complejas en el perfil de 

expresión de miRNAs en células epiteliales bucales.  

El análisis descriptivo de la población estudiada, mostró que los grupos fueron 

similares en edad, pero diferentes en composición por sexo, IMC, circunferencia de 

cintura, consumo de alcohol y uso de medicamentos. Estas diferencias son 

importantes porque pueden modificar la interpretación de síntomas y de posibles 

biomarcadores asociados a exposición.  

El hallazgo más consistente relacionado con exposición fue la mayor proporción de 

individuos sintomáticos en el grupo expuesto. Nueve de cada diez trabajadores 

expuestos reportaron al menos un síntoma, frente a seis de cada diez controles. 

Además, síntomas como dolor de cabeza, mareos, comezón y falta de concentración 

fueron más frecuentes en expuestos. No obstante, el número promedio de síntomas 

fue similar entre grupos, lo cual sugiere que la exposición no se reflejó necesariamente 

en una mayor carga total de síntomas bajo el método de conteo de términos utilizado.  

Esta discrepancia puede deberse al tamaño muestral, a la inespecificidad de los 

síntomas, a diferencias en la forma de captura o al hecho de que algunos controles 

concentraron varios síntomas. El grupo expuesto presentó una historia laboral 

compatible con exposición crónica, ya que 60% reportó más de 10 años de antigüedad 

laboral y 80% participaba en actividades de aspersión. Además, solo la mitad reportó 

uso de equipo de protección personal.  
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Estos elementos fortalecen la caracterización del grupo como ocupacionalmente 

expuesto. Sin embargo, la interpretación debe ser cautelosa.  

El grupo control presentó mayor IMC promedio, mayor proporción de obesidad y mayor 

uso de medicamentos. Estos factores podrían explicar parte de la sintomatología 

observada en controles y actuar como variables de confusión. A su vez, el mayor 

consumo de alcohol en expuestos podría influir en la respuesta biológica a los 

agroquímicos o en variables moleculares que se analicen posteriormente.  

Una limitación central del análisis es el tamaño muestral reducido, con 10 participantes 

por grupo, los porcentajes pueden cambiar de forma importante con la reclasificación 

de uno o dos individuos. Además, el grupo expuesto estuvo compuesto 

exclusivamente por hombres, mientras que el grupo control incluyó hombres y mujeres 

en igual proporción, esta diferencia limita la comparabilidad directa.  

Otra limitación es el uso de datos auto-reportados. La información sobre síntomas, 

hábitos, uso de protección y plaguicidas puede estar sujeta a sesgo de memoria, 

subregistro o interpretación subjetiva. Asimismo, los plaguicidas fueron analizados 

como menciones en texto libre, por lo que no es posible estimar dosis ni frecuencia 

real de exposición.  

A pesar de estas limitaciones, el análisis permitió identificar diferencias relevantes 

entre grupos y caracterizar mejor el contexto de exposición con base en el perfil de 

miRNAs expresados en cada grupo.  
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El análisis global de los datos mostró una tendencia de separación entre el grupo 

expuesto y el grupo control en el PCA, así como un patrón diferencial de agrupamiento 

en el heatmap, lo que indica que, a nivel transcriptómico, existen diferencias globales 

entre ambos grupos. En particular, los dos primeros componentes principales 

explicaron 79% de la varianza total, delineando un perfil caracterizado 

predominantemente por la subexpresión de diversos miRNAs en los individuos 

expuestos.  

A pesar de esta tendencia global, se observó una notable heterogeneidad biológica 

dentro del grupo de exposición ocupacional, ejemplificada por el comportamiento 

atípico de la muestra E7. Esta variabilidad intra-grupo es un fenómeno documentado 

y esperado en estudios de epidemiología molecular toxicológica, autores como Weldon 

et al. (2016) y Vrijens y Bollati (2015) subrayan que las poblaciones agrícolas están 

sometidas a mezclas complejas y fluctuantes de xenobióticos, donde la dosis interna 

y la respuesta biológica están mediadas por factores de confusión difíciles de 

estandarizar, tales como la susceptibilidad genética individual, el uso inconsistente de 

equipo de protección personal, el tabaquismo y el tiempo transcurrido desde la última 

aplicación.  

A pesar de esta separación global entre grupos, el análisis de expresión diferencial 

debe interpretarse con cautela. Aunque en la comparación entre controles y expuestos 

se identificaron 19 microRNAs con p < 0.05 y 12 candidatos bajoexpresados con |FC| 

≥ 1.5, no se detectaron elementos con significancia estadística después de la 

corrección por comparaciones múltiples, es decir, con p ajustada < 0.05.  
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Por ello, los hallazgos derivados de la fase de secuenciación deben considerarse 

exploratorios y no concluyentes. Esta observación es particularmente importante 

desde una perspectiva metodológica, ya que al pérdida de significancia tras ajustes 

estadísticos estrictos es un desafío común en las tecnologías de alto rendimiento 

aplicadas al biomonitoreo humano, donde la señal de exposiciones crónicas a bajas 

dosis suele ser superada por el ruido del background biológico (Benesova & Kubista, 

2021).  

Bajo esta premisa, la selección de microRNAs candidatos para validación se sustentó 

no solo en la magnitud del cambio observado, sino también en la plausibilidad biológica 

aportada por el análisis funcional. En este punto, el estudio aporta un elemento valioso: 

los microRNAs priorizados no se distribuyeron aleatoriamente, sino que convergieron 

en rutas que sugieren la participación de redes regulatorias compartidas.  

Para proporcionar contexto biológico a la firma exploratoria, el análisis funcional de los 

miRNAs priorizados (utilizando DIANA-mirPath3) reveló que no estaban distribuidos al 

azar, sino que convergían en redes de señalización altamente relevantes para efectos 

toxicológicos. El análisis funcional mostró que los candidatos se agruparon 

principalmente en dos grandes ejes biológicos. Por un lado, un primer bloque funcional 

vinculado a la interacción célula-matriz, adhesión y arquitectura epitelial (interacción 

receptor-ECM, biosíntesis de glicosaminoglicanos y mucinas). En este módulo destacó 

la participación de la familia de miRNAs let-7 (particularmente let-7a-5p y let-7f-5p).  

La literatura indica que los miembros de la familia let-7 actúan predominantemente 

como supresores tumorales y reguladores del desarrollo (Leitão & Enguita, 2022), 



Página 56 

además, se ha documentado previamente la subexpresión de la familia let-7 en 

respuesta a carcinógenos ambientales como el humo del tabaco y los hidrocarburos 

aromáticos policíclicos (PAHs), vinculando su represión con el inicio de procesos 

oncogénicos (Letelier et al., 2023; Tumolo et al., 2019). 

Un segundo bloque funcional agrupó vías centrales de control del destino celular, 

proliferación y respuesta al estrés, incluyendo las vías de señalización PI3K-Akt, TGF-

beta, Hippo, FoxO y del fosfatidilinositol. La vía PI3K-Akt es fundamental en la 

supervivencia celular celular y ha sido reportada como un blanco de desregulación por 

contaminantes ambientales y plaguicidas que inducen estrés oxidativo (Costa et al., 

2020). Asimismo, la vía TGF-beta está íntimamente ligada a procesos de transición 

epitelio-mesénquima y fibrosis tisular, fenómenos asociados a la inflamación crónica 

inducida por xenobióticos (Sobral et al., 2023; Valbuena et al., 2020).  

Que los miRNAs de las células bucales de agricultores converjan en estas rutas 

sugiere que el epitelio oral, siendo la primera barrera física frente a la inhalación y 

deglución de aerosoles de plaguicidas (Sánchez-Alarcón et al., 2021), está montando 

una respuesta adaptativa o sufriendo una disrupción temprana en su homeostasis.  

El análisis funcional constituye un enfoque de enriquecimiento basado en blancos 

moleculares predichos y/o validados, por lo que no demuestra activación ni inhibición 

real de las rutas señaladas, más bien, aporta un marco conceptual útil para 

comprender por qué ciertos candidatos resultaron de interés en la fase de 

descubrimiento. En esta misma línea, resulta particularmente relevante la posición de 

miR-486-5p y miR-26a-5p dentro del heatmap funcional.  
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Ambos miRNAs se asociaron con rutas centrales de señalización celular y, por tanto, 

su selección para validación por RT-qPCR fue metodológicamente consistente, es 

decir, estos microRNAs no solo destacaron por su comportamiento en el volcanoplot y 

en el análisis exploratorio, sino también por su inserción en redes funcionales que 

podrían tener relevancia en el contexto de exposición ocupacional.  

Desde la perspectiva biológica, el miR-486-5p cuenta con evidencia previa que 

respalda su sensibilidad ante tóxicos ambientales. Estudios en poblaciones con 

exposición ocupacional a metales pesados demostraron que miR-486 es un 

biomarcador potencial de toxicidad por mercurio; funcionalmente, este miRNA es 

capaz de sostener la actividad del factor nuclear kappa B (NF-kB), promoviendo bucles 

de inflamación sostenida (Felekkis & Papaneophytou, 2020; de Gonzalo-Calvo et al., 

2022). Su desregulación también se ha implicado en la patogénesis de tumores 

pulmonares (de Gonzalo-Calvo et al., 2022).  

Por su parte, aunque el miR-26a-5p emergió bioinformáticamente en nuestro modelo 

y se vincula con rutas de señalización como TGF-beta, la evidencia directa y específica 

que asocie al miR-26a-5p con la exposición a plaguicidas agrícolas es escasa en la 

literatura actual.  

A pesar de este contexto biológico y un respaldo bioinformático, la validación por RT-

qPCR no arrojó diferencias significativas para miR-486-5p (p = 0.819) ni para miR-26a-

5p (p = 0.960).  
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Para la normalización de este ensayo se utilizó el miR-16-5p como control endógeno, 

el cual mostró estabilidad metodológica al no presentar diferencias significativas entre 

los grupos (p = 0.681).  

Es importante destacar que la elección de genes de referencia debe ser estrictamente 

contextual; si bien el miR-16-5p fue estable frente a la exposición a plaguicidas en esta 

cohorte, la selección como de miR-16-5p como gen de referencia en muestras de la 

cavidad oral se sustenta en su elevada estabilidad y expresión constitutiva en el 

epitelio escamoso humano, superando en fidelidad a controles tradicionales como el 

RNU6B, el cual puede presentar variaciones ante procesos de degradación celular. 

Diversos estudios han demostrado que miR-16-5p mantiene un valor de estabilidad 

óptimo en biofluidos y tejidos sólidos (Felekkis & Papaneophytou, 2020), lo que lo 

posiciona como un normalizador ideal para estudios de toxicología genética donde la 

integridad del RNA puede verse comprometida por la exposición a agentes 

xenobióticos (de Gonzalo-Calvo et al., 2022). 

La falta de validación de los hallazgos de secuenciación mediante RT-qPCR es un 

fenómeno documentado y multifactorial en la transcriptómica, este hallazgo no invalida 

la fase exploratoria, pero sí redefine su alcance.  

En términos interpretativos, sugiere que los cambios observados en el análisis de 

miRNA-seq para estos candidatos fueron modestos. Además, tecnológicamente, la 

secuenciación de nueva generación ofrece una cuantificación absoluta y es sensible a 

la detección de isoformas de miRNAs (isomiRs), variaciones de un solo nucleótido y 

ediciones terminales de RNA. Por el contrario, la RT-qPCR se basa en la hibridación 
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de primers altamente específicos para una secuencia madura canónica; cualquier 

modificación post-transcripcional o variación en los extremos del miRNA inducida por 

el estrés químico podría impedir la amplificación en la PCR, generando discrepancias 

entre ambas plataformas (Benesova & Kubista, 2021; Liu et al., 2011). Adicionalmente, 

el tamaño de muestra utilizado en la fase de RT-qPCR fue limitado, particularmente en 

el grupo control (n=3), lo que redujo el poder estadístico para detectar diferencias 

pequeñas o moderadas.  

En segundo lugar, la dispersión observada en los valores de Ct y ΔCt sugiere una 

variabilidad biológica considerable entre las muestras analizadas, lo que coincide con 

la heterogeneidad ya observada en la fase exploratoria y que además pudiera ser 

atribuible a los disbalances en la muestra poblacional estudiada.  

Aunque los resultados de RT-qPCR no paracen tener diferencia significativa, si hay 

una tendencia en cada uno de los grupos estudiados que parece seguir a lo observado 

en la fase exploratoria con NGS.  

El conjunto de estos resultados permiten sostener que la exposición ocupacional a 

agroquímicos podría asociarse con modificaciones en el perfil regulatorio de 

microRNAs en células epiteliales bucales; sin embargo, la evidencia obtenida en este 

estudio no permite afirmar la existencia de una firma molecular robusta ni de 

biomarcadores confirmados de exposición, más bien, los hallazgos apuntan a la 

presencia de microRNAs candidatos y de tendencias regulatorias exploratorias que 

justifican estudios posteriores con un diseño de validación más amplio. 
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 Desde un punto de vista metodológico, una de las principales fortalezas de esta 

investigación radica en la matriz biológica elegida. El hisopado bucal se consolida 

como una estrategia mínimamente invasiva, altamente aceptada en estudios de campo 

y toxicológicamente relevante, como señalan Sánchez-Alarcón et al. (2021) y Moreira 

et al. (2025), las células bucales no solo reflejan el contacto directo con aerosoles 

tóxicos, sino que correlacionan bien con el daño genómico sistémico (como se ha 

probado ampliamente en el ensayo de micronúcleos).  

Sabemos que el estudio presenta limitaciones, además de la reducción del tamaño 

muestral en la fase de validación, la ausencia de una medición biológica cuantitativa 

(ej. niveles de dialquilfosfatos en orina o metabolitos en sangre)  que impide establecer 

una relación dosis-respuesta. Tampoco fue posible desglosar el efecto individual de 

cada agroquímico, ya que los agricultores están sometidos a exposiciones de mezclas 

y con bajo apego a protocolos estandarizados para el uso de equipo de protección 

personal. 
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8. Conclusiones 

El presente estudio permitió caracterizar de manera exploratoria el perfil de expresión 

de microRNAs en células epiteliales bucales de trabajadores agrícolas con exposición 

ocupacional crónica a agroquímicos, en comparación con un grupo control no 

expuesto. En conjunto, los resultados sugieren que la exposición a agroquímicos 

podría asociarse con modificaciones en el perfil de expresiónde microRNAs en este 

tipo celular.  

En la fase de descubrimiento por secuenciación de smallRNA, el análisis global mostró 

una tendencia de separación entre los grupos expuesto y control, así como patrones 

diferenciales de agrupamiento en los análisis multivariantes y en el heatmap.  

Estos hallazgos indican que existen diferencias globales en los perfiles de expresión 

de microRNAs entre ambos grupos, aunque con heterogeneidad intragrupal, 

particularmente entre los individuos expuestos.  

El análisis de expresión diferencial permitió identificar microRNAs candidatos con 

cambios de expresión entre grupos; sin embargo, dichos hallazgos no se sostuvieron 

con significancia robusta después de la corrección por comparaciones múltiples. Por 

lo tanto, los resultados derivados de la fase de secuenciación deben considerarse de 

naturaleza exploratoria. 

El análisis funcional aportó plausibilidad biológica a los hallazgos de la fase 

exploratoria, al mostrar que los microRNAs priorizados se relacionaron con rutas 

asociadas con interacción célula-matriz, señalización intracelular, glicobiología y 

regulación del destino celular.  
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En este sentido, los resultados sugieren que la exposición ocupacional crónica a 

agroquímicos podría vincularse con procesos regulatorios complejos que impactan la 

homeostasis epitelial y la respuesta adaptativa celular. 

Los microRNAs miR-486-5p y miR-26a-5p fueron seleccionados para validación 

experimental por su comportamiento en el análisis exploratorio y por su inserción en 

rutas funcionales de interés. No obstante, la validación mediante RT-qPCR no confirmó 

diferencias estadísticamente significativas entre expuestos y controles para ninguno 

de estos candidatos.  

Este resultado indica que, en la cohorte analizada, los cambios observados en la fase 

de descubrimiento no fueron suficientemente consistentes para reproducirse mediante 

una metodología independiente, en consecuencia, la evidencia generada en este 

trabajo no permite proponer a miR- 486-5p ni a miR-26a-5p como biomarcadores 

confirmados de exposición ocupacional a agroquímicos. Sin embargo, sí permite 

considerarlos como microRNAs candidatos de interés, cuya relevancia biológica y 

posible utilidad deberán reevaluarse en estudios posteriores con mayor robustez 

metodológica. 

Finalmente, este estudio demuestra la factibilidad de utilizar células epiteliales bucales 

como una matriz biológica accesible y mínimamente invasiva para el análisis de 

microRNAs en contextos de exposición ocupacional.  

En este sentido, el trabajo constituye una base inicial para futuras investigaciones 

orientadas al desarrollo de biomarcadores moleculares de exposición ambiental y 

ocupacional, a partir de los hallazgos obtenidos, resulta importante ampliar el tamaño 
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de muestra en estudios futuros, con el fin de incrementar el poder estadístico y mejorar 

la capacidad para detectar diferencias sutiles pero biológicamente relevantes en la 

expresión de microRNAs. 

Será importante incorporar una caracterización más precisa de la exposición, 

considerando variables como tipo de plaguicida, intensidad, frecuencia, tiempo 

acumulado de exposición y uso de equipo de protección personal. Esto permitiría 

reducir la heterogeneidad del grupo expuesto y favorecer análisis más finos de 

asociación entre exposición y perfil molecular.  

También se recomienda fortalecer la fase de validación experimental mediante la 

inclusión de una cohorte independiente, el uso de más de un control endógeno para 

normalización y la evaluación de un mayor número de microRNAs candidatos 

derivados de la fase de descubrimiento.  

De esta manera, sería posible determinar con mayor solidez cuáles señales son 

reproducibles y cuáles corresponden únicamente a hallazgos exploratorios. (de 

Gonzalo-Calvo et al., 2022; Felekkis & Papaneophytou, 2020). 

En términos biológicos, una línea de investigación futura podría consistir en 

complementar el análisis de microRNAs con otras capas moleculares, como la 

expresión de genes blanco, marcadores de estrés oxidativo, daño genotóxico o 

proteínas relacionadas con las rutas funcionales identificadas.  

Esta aproximación permitiría comprender con mayor profundidad el posible impacto de 

la exposición crónica a agroquímicos sobre la regulación celular. De igual forma, será 
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relevante explorar la utilidad del epitelio bucal como matriz para estudios 

longitudinales, en los que pueda evaluarse la estabilidad temporal de los microRNAs 

y su relación con exposiciones acumuladas o recientes. Esto podría aportar evidencia 

sobre su potencial como herramienta de monitoreo biológico no invasivo.  

En conjunto, los resultados del presente estudio abren una línea de investigación 

prometedora en el campo de la toxicología molecular y la epigenética ambiental, al 

sugerir que los microRNAs en células epiteliales bucales podrían constituir una fuente 

de información útil para estudiar la respuesta biológica asociada con la exposición 

ocupacional a agroquímicos. No obstante, su aplicación como biomarcadores 

requerirá validación adicional en diseños más amplios, controlados y reproducibles. 

(Valencia-Quintana et al., 2022; Vrijens & Bollati, 2015). 
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