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Resumen:

La agricultura es la actividad econdmica con mayor relevancia en el estado de Sinaloa,
debido a esto son utilizadas en promedio 223 toneladas de plaguicidas anualmente y
ha desencadenado consecuencias graves en los ecosistemas y en la salud de los
trabajadores agricolas, lo cual se manifiesta en alteraciones epigenéticas como la
metilacion en genes supresores tumorales, comunmente asociados en etapas
tempranas de cancer.. Actualmente, el monitoreo de la metilacion del DNA ha
emergido como una forma novedosa de evaluar su influencia en diversas
enfermedades vinculadas con la constante exposicion a plaguicidas como Paraquat,
glifosato, Malatién, cipermetrina, etc. El objetivo de este estudio es demostrar que la
técnica MS-PCR, considerada como el ““estandar de oro ‘para el analisis de metilacion
presenta los valores pronosticos adecuados para ser considerada como biomarcador
del dafio por exposicion a mezclas de plaguicidas en trabajadores agricolas del norte
de Sinaloa, para lo cual, se utilizé la técnica de PCR-metilacidén especifica, considerada
como el estandar de oro para esta finalidad. De acuerdo con los resultados, se
evidenciaron bandas correspondientes a 193pb para el gen TP53 y de 150pb para el
gen P16, lo cual es indica que 27 (65%) de los trabajadores expuestos a mezclas de
plaguicidas presentaron metilacibn en ambos genes evaluados, mientras que 5
participantes sin exposicion evaluados (23%) también resultaron con dafo epigenético,
de acuerdo con las pruebas de Chi cuadrado, las variables referentes a la exposicion
directa a plaguicidas (horas de exposicion, mezcla, etc.) manifestaron una asociacion
fuertemente significativa a un indice de confianza de 0.05. de igual manera, la prueba
MS-PCR mostr6 una sensibilidad de 0.85 y una especifidad de 0.43 por lo que se
considera un valor adecuado para su utilidad como biomarcador. Basados en los
resultados de este estudio proponemos la realizacion de ensayos posteriores
enfocados a la busqueda especifica de los nuclebtidos metilados dentro de los
fragmentos afectados, asi como, la busqueda de polimorfismos vinculados a una mayor
o0 menor susceptibilidad a ser afectados por metilaciones inducidas a causa de los
plaguicidas



Abstract

Agriculture is the most important economic activity in the state of Sinaloa, an average of 223
tons of pesticides are used annually and has led to serious consequences on the ecosystems
and health of agricultural workers, which is manifested in alterations. Epigenetics such as
methylation in tumor suppressor genes, commonly associated in early stages of cancer.
Currently, DNA methylation monitoring has emerged as a novel way of assessing its influence
on various diseases linked to the constant exposure to pesticides such as Paraquat, glyphosate,
malathion, cypermethrin, etc. The objective of this study is to demonstrate that the MS-PCR
technique, considered as the " gold standard 'for methylation analysis, presents the appropriate
prognostic values to be considered as biomarker of damage due to exposure to pesticide
mixtures in agricultural workers North of Sinaloa, for which, the specific PCR-methylation
technique was used, considered as the gold standard for this purpose. According to the results,
bands corresponding to 193 bp for the TP53 gene and 150 bp for the P16 gene were
evidenced, which indicates that 27 (65%) of the workers exposed to pesticide mixtures
presented methylation in both genes evaluated, while that 5 participants without exposure
evaluated (23%) also resulted in epigenetic damage, according to Chi square tests, the
variables related to direct exposure to pesticides (hours of exposure, mixing, etc.) showed a
strongly significant association with a confidence index of 0.05. Similarly, the MS-PCR test
showed a sensitivity of 0.85 and a specificity of 0.43, which is why it is considered an
appropriate value for its usefulness as a biomarker. Based on the results of this study, we
propose the performance of subsequent tests focused on the specific search of methylated
nucleotides within the affected fragments, as well as the search for polymorphisms linked to a
greater or lesser susceptibility to be affected by cause-induced methylations of pesticides



1.- Introduccion

Plaguicidas

La agricultura es el segundo sector laboral mas amplio en el mundo, la cual, ha sido
apoyada de forma especial por el uso de plaguicidas para la proteccion de cosechas y
el control de plagas. La agricultura, se considera como una de las ocupaciones mas
peligrosas, ademas de diversos accidentes laborales, enfermedades o intoxicaciones
que los trabajadores llegan a padecer (International Labour Organization., 2010:
Hashemi et al., 2012; Bernieri et al., 2018). Los plaguicidas ocupan una posicion
especial entre los quimicos presentes en el ambiente. los plaguicidas han demostrado
toxicidad y debido a su amplio uso en mezclas, falta de accién selectiva y su potencial
dafio para los seres humanos, han contribuido al desarrollo de enfermedades como el
cancer y/o afectaciones en los sistemas reproductivo, nervioso, inmunitario entre otros
(Organizacion Mundial de la Salud., 2016; Caetani-Machado y Martins, 2018).

De acuerdo Al manual de plaguicidas de la British Crop Production Council ediciéon 17,
se reportan 10,400 productos, ademas de 3100 que han sido descontinuados (BCPC,
2018). Los plaguicidas contienen ingredientes activos, que puede ser encontrarse en
presentaciones liquidas, granulos, pellets, tabletas, ademas de sustancias
coadyuvantes, que juegan un rol importante en la efectividad del plaguicida y muchas
ocasiones presentan una toxicidad mayor a la del ingrediente activo declarado (EFSA,
2014). Los trabajadores agricolas aplican estas sustancias de forma constante como
parte de sus labores; ademas, la mayoria de ellos presenta una falta de conocimientos
acerca de su manejo adecuado, causando una mayor susceptibilidad a riesgos
laborales e intoxicaciones que tiene una repercusion directa en su salud (Hashemi et
al., 2012: Damalas et al., 2006).

Se ha presentado un extenso cuerpo de evidencias que correlacionan la exposiciéon a
plaguicidas con el desarrollo de enfermedades como el cancer, Alzheimer, Parkinson,
esclerosis amiotrofica lateral, asma, entre otras. Debido a esto, la exposicion a

plaguicidas se ha convertido en un fenémeno de interés a nivel mundial (Mostafalou y



Abdollahi., 2017). Se ha demostrado experimentalmente que los diversos plaguicidas
provocan el incremento de dafio al DNA, ademas, se ha evaluado la toxicidad de su

ingrediente activo, asi como, de sus adyuvantes (Silva-Kahl et al., 2018).

Muchas mezclas de plaguicidas o los metabolitos de sus componentes individuales,
tienen el potencial de afectar el sistema enddcrino, debido a que trabajadores
expuestos a dichos téxicos han presentado desordenes del crecimiento, metabolismo,
reproduccion 'y comportamiento, asi como afectaciones en la regulacién
neuroendocrina en los ejes tiroideo, gonadal y adrenal (Diamanti-Kandarakis et al.,
2009).

El biomonitoreo es considerado como una herramienta de evaluacion confiable para
medir la exposicion a diversos tipos de plaguicidas; partiendo de los datos
farmacocinéticos disponibles se puede hacer uso de distintos biomarcadores
relevantes en muestras de sangre, orina u otras matrices o fluidos biologicos. Los datos
de monitoreo son valiosos en el estudio de los efectos a la salud asi como de los
riesgos a respuestas adversas, sin embargo, la identificacion y validacion de
parametros caracteristicos son indicativos de la induccién de disfunciéon y toxicidad
clinica, ademas del establecimiento de sensibilidad y especificidad para cada
biomarcador(Conolly et al., 2018; Hayat et al., 2019).

Clasificacion y caracteristicas de los plaguicidas

A los plaguicidas, se les puede clasificar de diversas formas, las mas importantes se
refieren a su origen (natural o sintético), por su persistencia o vida media en no
persistente, persistente, moderadamente persistente y permanente o por su grupo
quimico como Organoclorados, organofosforados, piretroides, piretrinas, carbamatos,
neonicotinoides, etc. entre otros (SEMARNAT., 2015)

Clasificacion de los plaguicidas



Por su Toxicidad (Organizacion Panamericana de la Salud., 2009)

De acuerdo a la Organizacion Panamericana de la Salud, el criterio principal para
determinar esta clasificacion es su dosis letal 50 (DL50), como se observa en la tabla
1, se denominan plaguicidas peligrosos a aquellos que provocan efectos letales con

una menor concentracion del producto

Tabla 1: Clasificacion de los plaguicidas de acuerdo a su toxicidad

Clasificacion toxicoldgica de los plaguicidas

Clasificacion de la OMS segun Formulacioén liquida DL50 aguda | Formulacion soélida DL50 aguda
los riesgos (oral y dermal)

Clase 1a Productos sumamente >20 >40 >5 >10
peligrosos

Clase 1b  Productos muy 20 a 200 40 a 400 5a50 10a 100
peligrosos

Clase Il Productos 200 a 2000 400 a 4000 50 a 500 10 a 1000
moderadamente peligrosos

Clase Il Productos poco 2000-3000 >4000 500 a 2000 >1000
peligrosos

Clase IV Productos que >3000 >2000

normalmente no ofrecen peligro




Tipos de plaguicidas en base a su grupo quimico

Organoclorados: Son plaguicidas resistentes a la degradacion biolégica, tienen
poca solubilidad, se acumulan en plantas, suelo y en la atmosfera; una vez volatiles se
dispersan por distintas regiones (Aguilar-Martinez, 2007). Existe evidencia que estas
sustancias incluso a una dosis bajas, pueden influir en el desarrollo de enfermedades
relacionadas con Ila obesidad, decrecimiento de la inmunocompetencia,
inmunoestimulacion inapropiada, debido a la concentracion en sangre y tejido adiposo
de plaguicidas como lindano, endosulfan, DDT, permetrina, etc. (Dong-Hee et al,
2018).

La mayoria de los compuestos Organoclorados son considerados disruptores quimicos
del sistema endocrino, en afos anteriores eran ampliamente utilizados en agricultura e
industria, sin embargo, a partir del convenio de Estocolmo, establecido en 2001, se
propuso reducir su uso progresivamente tras ser considerados un peligro para la salud
publica global, estos plaguicidas han sido asociados con diversos desordenes
metabdlicos como la diabetes y disminucion de las funciones normales del sistema
nervioso (Al-Daghri et al., 2018) y el incremento de la carcinogénesis en hormonas

como la tiroides (Lerro et al., 2018).
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Figura 1. Insecticidas organoclorados.

Organofosforados

Los compuestos organofosforados son sustancias organicas derivadas del fésforo,
tienen un gran numero de aplicaciones y utilidades entre los que destacan: aditivos del
petroleo, disolventes, en las industrias de colorantes, barnices, cuero artificial, aislantes
eléctricos, impermeabilizantes, ablandadores de plasticos, fungicidas, insecticidas entre
otros.

Dado su amplia distribucion y uso en diferentes industrias y en la agricultura, es muy
frecuente que se presenten intoxicaciones accidentales por estos compuestos;
ademas, han sido empleados en suicidios debido a su facil acceso (Fernandez et al.
2010). Su exposicidén ocupacional se puede dar por via digestiva, inhalatoria y dérmica.

La primera suele considerarse accidentalmente o por alimentos contaminados; por lo



que muchas veces suele perder importancia, mientras que las otras dos tienen mayor
relevancia desde el punto de vista ocupacional (Martinez y Martinez, 2008). *

Los plaguicidas organofosforados con comunmente empleados para la proteccion de
cultivos (Malek et al., 2018). Ademas se caracterizan por la inhibicion de la enzima
colinesterasa (AChE) en el sistema nervioso a través de la formacion de un complejo
enzima-téxico, responsable de la sobre estimulacion de las fibras post-ganglionares
muscarinicas del sistema nervioso parasimpatico, aunado a esto, otros estudios han
demostrado la habilidad de estos compuestos para producir efectos detrimentales a
nivel reproductivo tales como, disminucion en la calidad del semen, desequilibrio
hormonal, descenso en el indice de fertilidad y disparidad en el desarrollo embrionario
(Hernandez-Cortés et al., 2018).

Los sintomas de una intoxicacién aguda por exposicion a plaguicidas organofosforados
incluyen dolor de cabeza, dolor abdominal, nauseas, vomito, lesiones en la piel,
sintomas extrapiramidales, debilidad en piernas y musculos y lesiones en los rifiones
(Azazh 2011: Jensen et al., 2011: Suratman et al., 2015: Reji et al., 2016: Lee et al.,
2015). Diversos estudios realizados en adultos y nifios han vinculado la aparicién de
linfomas, leucemias o desordenes neuropsiquiatricos a una exposicion prolongada
(Salvi et al., 2003).

parathion

Fig. 1.2: Estructura de los organofosforados




Carbamatos

Los carbamatos son sustancias organicas derivados del Acido carbamico utilizadas
mayormente como fungicidas pero que tienen un efecto neurotéxico en el hombre.
(Blanco et al., 2013). Se encuentran subdivididos en tres grupos principales:
carbamatos, tiocarbamatos y ditiocarbamatos. Los N-metilcarbamatos son comunmente
utilizados como plaguicidas, tales como bendiocarb, carbaryl, carbofuran, methomyl,
oxamyl, propoxur, entre otros. La mayoria de estos compuestos son absorbidos
facilmente por las vias oral, respiratoria y parental, estos plaguicidas tienen una buena
distribucion tisular al cuerpo. Debido a su caracter lipofilico, se concentran
principalmente en el tejido adiposo y cerebro. Son metabolizados en el higado en
compuestos menos téxicos o no toxicos, sin embargo, el carbofuradan-fenol, derivado

del carbofuradan tienen un impacto toxicologico.

La exposicibn a este grupo se encuentra asociada con inhibiciones de la
acetilcolinesterasa (AChE), en la sinapsis del cerebro y las conjunciones
neuromusculares, acumulacién de acetil colina en las terminaciones nerviosas y sobre
estimulaciones de la actividad eléctrica. Otras asociaciones radican en efectos
cardiovasculares, oculares, inmunolégicos, reproductivos, estrés oxidativo, apoptosis,

disrupcion enddcrina y carcinogénesis (Gupta., 2014).

Piretroides y piretrinas

Los piretroides son compuestos sintéticos que se utilizan principalmente como
insecticidas en hogares, industria y agricultura, la informacion respecto a su uso es
escasa, se han asociado principalmente con problemas en la piel (San Roman et al.,
2003). Estos compuestos han sido clasificados en dos tipos 1 y 2 de acuerdo a su
estructura, la diferencia es la adicién de un grupo cyano en el tipo 2. El uso de ambos
grupos como plaguicidas es extensivo alrededor del mundo con propédsitos
agrondémicos, veterinarios, domeésticos, de salud publica, etc. (Corcellas et al., 2014).
Su toxicidad ha sido demostrada en multiples estudios que reportan su posible

influencia en el desarrollo prenatal, distorsién de la funcion placentaria, endocrina, y la



perturbacion en la regulacion e inflamacién inmune, entre otras. (Ling et al., 2018).
Basados en su toxicidad a largo plazo, se destaca la capacidad de los insecticidas
piretroides como los principales disruptores neuronales en poblaciones expuestas
(Burns and Pastor., 2018). Dichos En modelos animales la exposicion a piretroides
como bifentrin produce alteracion del estado redox, dafio neurolégico,
neuroinflamacion en el hipocampo y disparidad cognitiva y de memoria causados por

exposicion a dosis de piretroides (Gargouri et al., 2018).

Neonicotinoides:

Los insecticidas neonicotinoides, incluyen plaguicidas como imidacloprid, clotianidin,
tiametoxam, y tiacloprid. Estos compuestos actuan en firma de neurotoxinas agonistas
del receptor nicotinico acetilcolina de los insectos (Cresswell, 2011).

Desde la introduccion del imidacroprid en 1990, este tipo de compuestos se han
utilizado extensivamente para el control de plagas mediante aspersiones, utilizacion de
semillas de cultivo y aditivos de suelo (Blacquiere et al., 2012). Este plaguicida ha
resultado efectivo en insectos resistentes a organofosforados o carbamatos, sin
embargo, debido a su actividad sistémica, los residuos de los neonicotinoides quedan
en el polen y néctar de diversas plantas, lo cual representa riesgo para insectos
polinizadores como las abejas (Schmuck y Lewis., 2016). En 2008, los neonicotinoides
constituyeron el 24% del total de agroquimicos en el mercado, reemplazando a los
organofosforados y carbamatos, asi mismo, en 2015, Douglas y Toocker reportaron en
conjunto con el Centro de Seguridad alimentaria de Estados Unidos la aplicacién de 4
millones de libras de neonicotinoides a una extension entre 140-200 acres de cultivo
(Douglas y Toocker., 2015; Center for Food Safety., 2014).

La popularidad de los neonicotinoides, es principalmente debida a sus propiedades
fisicoquimicas. Estos compuestos han sido considerados de alta efectividad, baja
resistencia y especialmente menos dafinos para los mamiferos sin embargo, diversos
estudios in vitro e in vivo han demostrado toxicidad reproductiva, neuroldgica,
hepatotoxicidad, hepatocarcinomas, inmunotoxicidad genotoxicidad. Estudios

epidemiolégicos de los efectos que tienen los neonicotinoides en humanos son



limitados (Han et al., 2018). Plaguicidas como el thiacloprid, ha sido catalogado como
ligeramente cancerigeno para seres humanos, esto debido a la observacion de tumores
tiroideos, uterinos y ovaricos en estudios basados en modelos de roedores. Una de las
principales vias de ingreso de estos plaguicidas al organismo son alimentos como
frutas y verduras, los cuales, presentan concentraciones de compuestos como
imidacloprid, thiametoxam, clothinidin, etc.). Otra via de ingreso de los neonicotinoides
es el agua potable, esto debido al caracter hidrofilico de estas sustancias, se ha
determinado entre 0.06-4.5ug/l de agua, asi como, también pueden presentarse estos
residuos en canales de irrigacion agricola. Una tercera via de absorcidén para este tipo
de plaguicidas es mediante la inhalacion de polen contaminado, lo cual, se asocia con
afectaciones en el tracto respiratorio y pulmones, debido a su solubilidad en agua
(Zhang et al., 2018).

En mamiferos, adicionalmente, se han reportado afectaciones en el neuroreceptor
subtipo nAchRs a4p2, el cual, se ubica en altas densidades en el talamo y se asocia
con desordenes severos en el sistema nervioso central, tales como Alzheimer,
Parkinson, Esquizofrenia, y depresién asi como, en la proliferacion, apoptosis,
migracion, diferenciacion de neuronas y la formacion de circuitos neuronales (Chen et
al., 2014). Se ha reportado que plaguicidas neonicotinoides como el imidacloprid,
organofosforados como el clorpfyrifos y piretroides sintéticos como la cipermetrina,
inducen la aneuploidia cromosdmica incluso con dosis bajas, generando desequilibrios
genéticos asociados con la tumorigénesis y el desarrollo de cancer (Muznic et al.,
2018).
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Fig 1.3: Clasificacién y estructura de los principales plaguicidas (imagen cortesia de
Giorgiadis Et al., 2018)
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Fig. 1.4: Formulacién de los diferentes plaguicidas neonicotinoides (imagen tomada de Forner.,
2015)




Triazinas

Las triazinas son uno de los grupos de herbicidas mas frecuentemente utilizados en las
labores agricolas. Habitualmente su extraccion se realiza mediante métodos liquido-
liquido (Santa-Eufemia et al., 2005). El mecanismo de accion del herbicida triazina es
la inhibicion de la fotosintesis, esto mediante la unidén de la proteina QB al centro de
reaccion del fotosistema Il, bloqueando el flujo de electrones a través de la cadena
fotosintética. Estos herbicidas son extensivamente utilizados como parte de una
agricultura sustentable debido a la flexibilidad de su aplicacién. La evaluacion de estos
plaguicidas ha revelado que son quimicos con bajo potencial téxico para humanos, sin
embargo, existen controversias acerca de esta afirmacion, por ejemplo, estudios
recientes del perfil toxicolégico del herbicida atrazina revelan efectos agudos vy
cronicos, toxicidad reproductiva y de desarrollo, mutagenicidad e inmunotoxicidad, a su
vez, otros estudios reportan que la atrazina y sus componentes asociados tienen
efectos en la salud humana, tales como evidencia de carcinogenicidad, toxicidad
organica, efectos en el sistema inmune y Genotoxicidad. En modelos animales, la
atrazina ha demostrado causar efectos graves en el sistema enddcrino y sistema
nervioso central, ademas de ser factor en el desarrollo de tumores glandulares, cancer

y linfoma non Hodking (Semren et al., 2018).
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Fig. 1.5: Estructura quimica de las triazinas (atrazina) tomado de Santa-Eufemia et al., 2005




Uso de plaguicidas en Sinaloa

En Sinaloa Durante 2017 se obtuvo una produccion de 12 millones 165 mil toneladas
de alimentos (CODESIN., 2018). Para lo cual se aplican anualmente un promedio de
223 toneladas de plaguicidas (Leyva et al., 2014). Los cuales, no se quedan en el
campo donde se aplican, sino que debido a su filtracion y arrastre son llevados hasta
las lagunas costeras a través de rios y del sistema de drenes colindantes (Arellano-

Aguilar y Ponce de leén Hill, 2016).

Exposicion a plaguicidas

Las intoxicaciones con plaguicidas es un problema de salud publica global, estas
exposiciones son inevitables debido a la amplia diversidad de formas en que los
seres humanos pueden exponerse a estos compuestos (Sabarwal et al., 2018).

Segun estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud cada afio entre 1 a 5
millones de personas se intoxican con plaguicidas, de los cuales mueren entre 5,000
y 20,000. Al menos la mitad de los intoxicados y el 75% de los que fallecen son
trabajadores agricolas, el resto se debe a envenenamientos por consumo de
alimentos contaminados. En total entre los dos grupos la mortalidad alcanza la cifra
de 220 mil defunciones al afio (OMS 2017: Eddleston et al. 2002). En México, de
acuerdo con la Direccion de Vigilancia Epidemiologica se estiman 2237 casos de
intoxicacion por plaguicidas hasta Septiembre del 2019 (Direccion General de
Epidemiologia., 2019). Mientras que para el estado de Sinaloa se reportan 78 casos

hacia Septiembre del 2019 (Direccion General de Epidemiologia., 2019).

Generalmente los plaguicidas se asperjan en forma aérea y terrestre, lo que expone
a los trabajadores de campo a la accion de estas sustancias. Se sabe que
aproximadamente un millébn de casos de envenenamiento por dichos compuestos es
documentado cada afio alrededor del mundo, de igual forma se conoce que las vias
de ingreso de estas moléculas a los individuos son por contacto dérmico o por

inhalacién (Garcia 1998).



Los efectos de estas sustancias en las poblaciones expuestas dependen del tipo de
molécula, la dosis a la que estan sometidas, la forma de ingreso al organismo y el
tiempo de exposicién asi como la susceptibilidad de los individuos, los sintomas
pueden ser agudos como voémitos, abortos, cefaleas, somnolencia, o graves
alteraciones en el comportamiento, convulsiones, coma e inclusive la muerte y estan
asociados a accidentes donde una dosis alta es suficiente para provocar alteraciones
que se manifiestan tempranamente y también cronicas como el cancer. De igual
manera, se han consignado malformaciones congénitas, neuropatias periféricas y
dolores vagos asociados a exposiciones repetidas. Los sintomas aparecen después
de un largo periodo de exposicion, lo que dificulta su deteccibn ya que su
biotransformacién es lenta y provoca efectos acumulados en las personas expuestas
(Ferrer y Cabral 1993: Brown y Brix 1998: Pose et al. 2000: Potti et al. 2003)

Plaguicidas mas Utilizados en Sinaloa

De acuerdo a una revision literaria realizada por Garcia-Hernandez y colaboradores
en 2018, se encontré que en el valle de Culiacan se aplican por aio 223 toneladas
promedio de plaguicidas, mientras que en Guasave se aplican 700 toneladas por
afo, de los cuales se identificaron 59 grupos quimicos, siendo los mas utilizados los
ditiocarbamatos, bipiridilos, organofosforados, organoclorados, acido benzoico,

clorofenoxi, dicamba y 2,4-D (Garcia-Hernandez et al., 2018).

En la tabla 3 se enlistan los plaguicidas mas utilizados por los trabajadores

participantes en el estudio de acuerdo a su clasificacion toxicolégica, en ella se puede

observar que la mayoria de los productos utilizados corresponden a formulaciones de

plaguicidas integrantes de las clases la, Ib y I, lo que se traduce en una elevada

toxicidad en el manejo y aplicacion de dichas sustancias.



Tabla 3: Clasificacion de los plaguicidas mas utilizados en el norte de Sinaloa* (de acuerdo a

los trabajadores)

Plaguicidas mas utilizados en el norte de
Sinaloa

Clase Toxicolégica de acuerdo a la
Organizacion Panamericana de la Salud,
2009

Faena Clase Il: Medianamente téxico
Malation Clase lllI: Ligeramente toxico
Glifosato Clases I-lI: Toxicidad alta a moderada

Cipermetrina

Clase Ib: Muy peligroso

Permetrina Clase llI: Ligeramente Téxico

Amina Clase II: Moderadamente Toxico

Furadan Clase la: Altamente Toxico

Fungicidas Clases lI-1V: De poco a moderadamente toxicos
Herbicidas Clases I-1I: Toxicidad alta a moderada

Tamarén Clase Ib: Muy téxico

Insecticidas Clases I-IV

Security Clase lllI: Ligeramente Toxico

Datos obtenidos por entrevista directa con trabajadores agricolas

Daiio genotoéxico

El dafo al DNA conduce a perturbaciones en diversos procesos celulares, los cuales
tienen como resultado el desarrollo de cancer, rupturas de una sola cadena (SSB),
rupturas de cadena doble (DSB), estrés oxidativo, modificacion de las bases y

formacion de aductos, los metabolitos secundarios de plaguicidas como el clorfirifos se



unen a la estructura del DNA, produciendo la aparicion de este tipo de lesiones, las
cuales, son de gran relevancia para la seguridad humana y la salud ocupacional
(Wozniak et al, 2018).

Epigenética

La epigenética es definida en 1942 por Conrad Waddington como “‘la capacidad del
medio ambiente de moldear al fenotipo; este concepto deriva de la capacidad de
explicar cambios en la herencia del fenotipo que no son atribuibles a la secuencia y por
la capacidad de generar varios fenotipos a partir de un genotipo. En los ultimos afos
este concepto ha propuesto la existencia de mecanismos modificadores de
cromosomas, los cuales, van a incidir sobre la plasticidad de una célula u organismo
(Krause et al., 2016).

El ADN puede ser modificado epigenéticamente por la adicién de un grupo metilo en la
citosina de los dinucledtidos CpG. En mamiferos actuan tres diferentes DNA
metiltranferasas, cada una encargada de indicar un patrén de novo especifico a una
cadena nativa (DNMT 3A y DNMT3B) y posteriormente transferirlo a las nuevas

cadenas por mediante la replicacion (DNMT1). (Milavezt y Balakhrisnan., 2015).

Se ha reportado que algunos plaguicidas generan alteracion de mecanismos
epigenéticos, tales como, el Glifosfato, Paraquat, arsénico, entre otros (Collota et al.,
2013: Kim et al., 2010)
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Fig. 2: Relacion entre genética, epigenética y exposicion ambiental en
enfermedades fenotipicas. Imagen tomada de: (Jin y Liu., 2018)

Metilacion del ADN

La metilacién del DNA ocurre casi siempre dentro de los dinucléotidos Citosina-fosfato-
Guanina, este nucleétido puede ser covalentemente modificado por mediante la adicion
de un grupo metilo al carbono 5°de la citosina, obteniendo como resultado 5-metil-
citosina (5mc), este grupo metilo es transferido de la S-adenil-L metionina por medio de
DNA metiltransferasas, estos dinucle6tidos CpG, se distribuyen cosmopolitamente por
el genoma y sus metilaciones se ubican, generalmente en las regiones promotoras
(Jaenish and Bird,2003; Mikeska and Craig, 2014). De forma general, la reaccién de
metilacion puede dividirse en tres fases: ciclo de la SAM/ciclo del folato, metilacién de

novo y desmetilacion del ADN la cual, a su vez puede ser activa o pasiva.

Como eventos tempranos en el desarrollo de algunos tumores los genomas de las
células preneoplasicas, cancerosas y envejecidas comparten tres cambios
importantes en los niveles de metilacion. Primero, la hipometilacion de la
heterocromatina que conduce a una inestabilidad gendmica e incrementa los eventos
de recombinacién mitética; segunda, hipermetilacion de genes individuales v,
finalmente hipermetilacion de las islas CpG de genes constitutivos y genes tumor

supresor. Los dos niveles de metilacion pueden presentarse en forma individual o



simultanea, en general, la hipermetilacion esta involucrada con el silenciamiento de
genes y la hipometilacion con la sobre—expresion de ciertas proteinas involucradas

en los procesos de invasion y metastasis (Meza-Cornejo., 2006).

Passive demethylation
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Fig 3: Mecanismo de demetilacion del DNA, imagen cortesia de Gong y Zhu., 2011

Los diferentes patrones de metilacion son especificos a determinada edad
cronologica, se ha reportado que factores ambientales como la exposicion a
plaguicidas pueden alterar estos patrones haciendo parecer a un individuo mas viejo
0 mas joven de lo que en realidad es o provocando que las personas afectadas
tengan mayor o menor susceptibilidad a diversas enfermedades, este fenbmeno se
define como ““edad biolégica. (Nakamura y Miyako., 2003; Marioni et al., 2016;
Marioni et al., 2015; Perna et al., 2016).

A la fecha, una gran variedad de tdxicos ambientales, incluyendo plaguicidas,
muestran tener influencia en la metilacién del DNA, estos tienen una capacidad para
modular los mecanismos de metilacion dentro del DNA (Baccarelli y Bollati., 2009;
Ruiz-Hernandez et al., 2015). La hipermetilacion ha sido identificada en los
promotores de genes supresores tumorales en numerosos tipos de cancer, lo cual,
puede conducir a la reduccion de su expresion o a su completo silenciamiento. Por
otra parte la hipometilacion o demetilacion de los promotores en protooncogenes
puede provocar el incremento en la expresion de esos genes o desbalance en el

estatus de metilacion de los genes supresores tumorales. Estas alteraciones han



sido reportados en la constante exposicion a carcindgenos derivados del tabaco, o

compuestos ambientales como cadmio, arsénico y niquel (Russo et al, 2018).

Genes supresores tumorales

Los genes supresores tumorales controlan en el individuo sano la proliferacion
celular, ellos son los encargados de regular el crecimiento, por lo que cuando se
encuentran mutados o inactivados, las células dejan de crecer normalmente y
adquieren caracteristicas neoplasicas. La mayoria de los canceres humanos parece
estar acompafada por la pérdida de las funciones de uno 0 mas genes supresores
tumorales. Debido a la naturaleza diploide de las células somaticas en mamiferos, es
necesario que se inactiven los dos alelos para perder la funcién oncoprotectora. En
la tabla 4 se muestran algunos genes supresores tumorales y su importancia

biologica.

Tabla 4: Funciones de los principales genes supresores tumorales.

Genes supresores tumorales

Localizacién de sus productos GST Importancia bioldgica
Genes para proteinas en APC Involucrado en cancer de colon y estbmago
citoplasma DPC4 Codifica para una molécula de sefalizacién que

inhibe la divisién celular (cancer pancreatico)

NF-1 Codifica para un inhibidor de la proteina ras,
involucrado en canceres del sistema nervioso y

leucemia mieloide

NF-2 Involucrado en meningioma y ependimoma
Genes para proteinas en el MTS1 Codifica para la proteina P16, un componente del
nucleo reloj del ciclo celular

Rb Codifica para la proteina PRb, uno de los

principales controles del ciclo celular

TP53 Codifica para la proteina del mismo nombre que

induce a células anormales a matarse entre ellas

WT1 Involucrado en el tumor de Wilm del rifién

Genes para proteinas sin BRCA1 Involucrado en cancer de mama y ovarios




localizacion especifica BRCA2 Involucrado en cancer de mama

VHL Involucrado en cancer de células renales

(Brandan et al., 2014).

Gen TP53

El gen TP53, se localiza en el cromosoma 17, contiene 11 exones ubicados en un
dominio cromosdémico de 20kb, este gen, es el mas comunmente mutado en cancer
humano. A diferencia de otros genes de la misma familia se encuentra involucrado
en diversas funciones para mantener la integridad del genoma (Rangel-Lépez et al.,
2006).
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Fig. 4: Actividad del gen TP53, de acuerdo a su interaccién con otros genes, dependiendo de
un determinado estimulo. (Imagen cortesia de: Bieging et al., 2014

Su proteina, presenta el mismo nombre y actia como un factor de transcripcién que
se une al DNA, protegiendo al organismo de la proliferacién celular descontrolada, la
pérdida de su actividad es observada en diversos tipos de cancer. Integra multiples
sefales de estrés dentro de un programa transcripcional que induce factores y
reguladores, actuando en la detencién del ciclo celular, la reparacion del ADN o la
inducciéon de la apoptosis (Sammons et al., 2015). Estudios recientes demuestran

que el TP53 se une no solo a regiones promotoras, sino que también a factores




potenciadores como el CDKN1A, que se relaciona con el gen promotor proximal e
incrementa la respuesta de transcripcion ( Melo et al.,2013).

Dentro del ciclo celular, la TP53 aumenta en respuesta a eventos como el dafio al
ADN o la activacién de oncogenes, esta proteina puede ser inactivada por la unién al
antigeno SV40, por la intervenciéon del factor E6, o por una mutacion puntual, es
fosforilada por los complejos ciclina-CDK de las fases S, G2 y M, y regulada

negativamente por su interaccién con MDM2 (Lépez-Marure., 2003).

TP53 induce en la expresiéon de la proteina P21, la cual, actia como un inhibidor de
cinasas dependientes de ciclinas (CDK) mediante la unién a los complejos ciclina
CDK2 o CDK1, que regulan la transicion de la fase G1 a S, causando la detencion
del ciclo celular (Lagunas-Cruz et al., 2014). Esta proteina es activada entre otros
factores por dafo al ADN. Si este ocurre luego de la replicacion del ADN, TP53
detiene el ciclo celular en las fases G2-M, en caso de que sea un dafio menor este
sera reparado por proteinas como P21 y si es irreparable, la célula es conducida a
apoptosis mediante los genes BAX, PUMA, FAS o las proteinas Caspasa (Quezada-
Ramirez, 2007)

P16

La proteina codificada por el gen CDKN2A, MST, INK4A se encuentra situada en el
cromosoma 9 en la posicion p21, y actuta como un inhibidor de las cinasas
dependientes de ciclinas, mediante la desaceleraciéon de la progresion del ciclo
celular o la inhibicién de los complejos CDK4 y CDK®6- ciclina D, que a su vez,
promueven la inactivacién de la proteina del retino blastoma, la cual, tiene detenido
al factor de transcripcion E2F, permitiendo el paso de la fase G1 a la fase S del ciclo
celular (Comino-Delgado et al., 2013).

La pérdida de expresidon de las funciones en P16 esta relacionada con la deteccién
temprana de anormalidades cancerigenas (Lingbao et al, 2003). EIl producto de
INK4A/ARF, P16-ARF detiene el ciclo de proliferacion en la etapa de senescencia

mediante la inhibicibn de MDM2, estabilizando TP53 e inhibiendo, de igual forma



otros complejos que promueven el paso de la fase G1-S del ciclo celular

(Satyanarayana y Rudolph., 2004).
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Fig. 5: Mecanismo de accion del gen supresor tumoral P16 dentro del ciclo celular (Imagen
tomada de Morikawa y Henry., 2015)

Metilacibn como biomarcador epigenético

La metilacién del ADN es un biomarcador potencial para la implementacién clinica
de la medicina en cancer, el ADN es la molécula biolégica mas estable en el cuerpo
y la metilacion es una modificacion covalente que representa un cambio quimico del

estado nativo.

La hipermetilacion de regiones promotoras ocurre frecuentemente en las etapas
tempranas del cancer en seres humanos, razén por la cual representa un candidato
ideal para el diagnéstico temprano de lesiones displasicas pre malignas y
carcinomas in situ, con particular relevancia en grupos de alto riesgo (Liliglou et al.,
2012).

La deteccion por biomarcadores es una metodologia relativamente no invasiva,

conveniente y economica utilizada en actividades clinicas para el diagnostico de



enfermedades, sin embargo, algunos biomarcadores convencionales para diversos
tipos de cancer como el gastrico tienen una sensibilidad y especificidad insuficientes
para su adecuada implementacién en el diagnostico temprano de la enfermedad, por
lo que es de urgente necesidad el mejoramiento de biomarcadores que permitan un

certero diagnostico molecular, (Sawaki et al., 2018).

El analisis de metilacion en genes supresores tumorales especificos aparentemente
resulta un método efectivo para distinguir lesiones precursoras y no precursoras de
diversas patologias (Rogeri et al., 2018). La busqueda del genoma, epigenoma y
transcriptoma personalizado puede ser de utilidad para identificar nuevos potenciales
biomarcadores predictores de la respuesta inter-individual ante una determinada
enfermedad (Samblas et al., 2018) y han permitido la identificacibn de marcadores
epigenéticos para consecuencias fenotipicas acumulativas de los cambios

ambientales (Hwang et al, 2018).

La identificacion de biomarcadores de metilacion del DNA ha surgido como uno de
los logros mas prometedores para la deteccion de diversos tipos de cancer y
presenta mayores ventajas en comparacion a otros marcadores, la hipermetilacion
anormal en regiones promotoras dentro de genes como P16, MGMT, DAPK, entre
otros son consideradas como biomarcadores para la deteccion, prediccion vy
prondstico de distintos tipos de cancer por lo que diversos estudios han investigado
la relacion entre la metilacion y expresion aberrante de determinados genes y su

potencial valor predictorio (Zhou et al., 2018).

Los datos obtenidos de diversos analisis de metilacion permiten establecer
biomarcadores de respuesta a inmunoterapia y a la influencia de los genomas
tumorales al microambiente inmunitario (Chakravarthy et al., 2018: Duruisseaux et
al., 2018).



2.- Antecedentes:

Referencia

Saad-Hussein et al., 2019

Gouveia-Prudente et al., 2018

Hicks et al, 2017

El-Okda et al, 2017

Rend6n von osten y Dzul
Caamal, 2017

Zepeda-Arce et al, 2017

Martinez-Valenzuela et al,

Metilacion 0 dafio
genotoxico

Dafio genotoxico

Dario genotoxico

Dafo genotoxico

Dafio genotoxico

Dafio genotoxico

Dafio genotoxico

Dafio genotoéxico

conclusiones

Se reportd un incremento en
los niveles de TP53, dafo en
los telémeros y fragmentacion
del DNA en trabajadores
rurales
Reportaron una constante
asociacién entre la exposicion
a plaguicidas y disfunciones
renales

Reportaron una alta
asociacién entre la exposicion

a plaguicidas y el retraso

neurolégico en nifos
procedentes de  familias
expuestas

Determinaron que los

trabajadores con un alto o
moderado nivel de exposicion
presentaban diferencias en
genes de mutacion
Identificaron una alta
exposicion a glifosato en
trabajadores de zonas
agricolas de Campeche
Reportaron que los
trabajadores temporales
presentaban una  mayor
exposicion a plaguicidas que
los trabajadores de planta

Se concluy6 que la aspersion



2017

Blanco-Mufoz et al, 2016

Castaneda-Yslas et al, 2016

Kwiatkowska et al., 2017

Lind et al ., 2018

Ghosh et al., 2017

Jamebozorgi et al, 2018

Dafio genotoxico

Dafio genotoéxico

Metilacién del DNA

Metilacién del DNA

Metilacion del DNA

Metilacion del DNA

aérea causaba un gran dafo
al DNA incluso en
trabajadores con menos de
dos afios

Confirmaron que los
plaguicidas actian como
disruptores de la hormona
tiroidea en  trabajadores
expuestos

Reportaron los riesgos de la
exposicion a plaguicidas en

trabajadores, mujeres y nifios

expuestos
Evidenciaron que la
exposicion a glifosato

causaba metilaciones en el
gen P16

Lograron evidenciar que la
exposicion a  plaguicidas
organoclorados incrementaba
las metilaciones

Reportaron que el plaguicida
organoclorado endosulfan
modulaba los reguladores
epigenéticos  celulares vy
contribuia en procesos
oncogeénicos

Concluyeron que la metilaciéon
aberrante de genes como P14
y P15 tiene repercusiones en
la metilacion de otros genes

supresores tumorales



3.- Planteamiento del problema.

Los trabajadores agricolas son rutinariamente expuestos a varios tipos de
agroquimicos, los cuales, han demostrado efectos adversos en la salud y al
desarrollo enfermedades que van desde perturbaciones en las vias respiratorias
hasta diversos tipos de cancer que atafien al riesgo por exposicion ocupacional, la
amenaza real de estos compuestos a la salud publica esta ampliamente establecida

(Dhananjayan and Ravichandran, 2018).

El Estado de Sinaloa es conocido " El granero de México™ por la gran variedad y
calidad de alimentos que produce (CODESIN., 2014). Sin embargo se aplican

anualmente un promedio de 223 toneladas de plaguicidas (Leyva et al., 2014).

Los efectos de estos compuestos en las poblaciones expuestas dependen del tipo de
molécula, la dosis a la que estan sometidas, la forma de ingreso al organismo y el
tiempo de exposicion asi como la susceptibilidad de los individuos. Estos efectos
pueden ser agudos (vomitos, abortos, cefaleas, somnolencia, alteraciones en el
comportamiento, convulsiones, coma e inclusive la muerte) y también crénicos como

el cancer.

Comunmente, los plaguicidas han demostrado la capacidad de inducir cambios en la
metilacién del DNA dentro de 712 genes en lineas celulares cancerigenas utilizadas
en estudios In vitro, sin embargo, la falta de investigacion a nivel epigenoma en seres
humanos expuestos hacen que el conocimiento acerca de los efectos de los
plaguicidas en las alteraciones de los patrones de metilacion del DNA sea muy
limitado actualmente (Zhang et al., 2012; Paul et al., 2018).

v' Los dos niveles de metilacion pueden presentarse en forma
individual o simultanea, en general, la hipermetilacion esta
involucrada con el silenciamiento de genes y la hipometilacién
con la sobre—expresidon de ciertas proteinas involucradas en
los procesos de invasion y metastasis. (Robertson, 2005:
Schulz, 2005).



Diversos estudios han demostrado el dafio genotdxico de los plaguicidas utilizados
en regiones como el valle agricola del norte de Sinaloa, Sin embargo, en México y
mas aun, en Sinaloa, es importante abordar el factor de riesgo epigenético que
representa la constante exposicion a plaguicidas, ya que, con ello se aportan mas
pistas sobre como el ADN y la regulacion de la transcripcion génica por mecanismos
epigenéticos como la metilacion del ADN contribuye de manera importante en el

aumento de enfermedades como el cancer en la poblacion

El presente estudio buscara identificar la aparente relacion entre la exposicion a
plaguicidas y el incremento de padecimientos genéticos y celulares en trabajadores
agricolas del norte de Sinaloa, para ello, se buscara implementar la metilaciéon
presente dentro de los genes supresores tumorales TP53 y P16 como un potencial
biomarcador epigenético con la sensibilidad y especificidad suficientes para entregar
un diagnostico adecuado que permita a los pacientes ocupacionalmente expuestos
a plaguicidas prevenir enfermedades como el cancer desde sus primeras etapas,
mejorando asi sus posibilidades de supervivencia al mismo. De igual manera, se
buscara aportar argumentos sélidos para la busqueda de politicas publicas que
cumplan satisfactoriamente con los convenios que atafien a una reduccion en el uso
de plaguicidas, alternativas sustentables, buenas practicas agropecuarias, entre

otros.



Pregunta de Investigacion

¢ Sera la metilaciéon en los genes TP53 y P16 un biomarcador epigenético adecuado
para el diagnostico de dafio por exposicion ocupacional a mezclas complejas de

plaguicidas en trabajadores agricolas al ser comparada con personas sin exposicion?

4.- Hipétesis y objetivos
Hipétesis

Los genes supresores tumorales TP53 y P16 son ampliamente estudiados para
identificar las alteraciones epigenéticas causadas por exposicion a plaguicidas, por lo
que una metilacién aberrante dentro de sus regiones promotoras sera un biomarcador

viable para detectar el daio epigenético

Objetivos

General:

Evaluar la eficacia de la metilacidn dentro de los genes supresores tumorales TP53 y
P16 como un biomarcador para diagnosticar dafo por exposicion a plaguicidas en
trabajadores agricolas ocupacionalmente expuestos, mediante su comparacién con
personas sin exposicion a dichos compuestos. Con la finalidad de proponer un
instrumento de analisis preventivo que permita a los trabajadores conocer el grado de

dafio en su DNA y pueda tomar acciones para mejorar su calidad de vida



Especificos:

1.- Registrar las variables universales (nombre, edad, sexo, ocupacion, etc.) en ambos

grupos de estudio.

2.- Analizar los niveles de metilacién en la region promotora de los genes TP53 y P16
de trabajadores agricolas ocupacionalmente expuestos a mezclas complejas de

plaguicidas

3.- Estimar los niveles de metilacion dentro de la region promotora de los genes TP53 y

P16 en personas sin exposicion a estos compuestos (grupo control).

4.- comparar los resultados de los niveles de metilacion de ambos genes para los dos

grupos.

5.- Estimar la eficacia diagndstica (sensibilidad, especificidad, valores de prediccion
positivos, valores de prediccidn negativos, razones de verosimilitud positiva y negativa

de la metilacién en ambos genes)
6.- Calcular curva ROC vy el area bajo la curva con los resultados de ambos grupos

7.- Estimar los valores de riesgo relativo de la presencia de metilaciones en ambos

genes supresores tumorales.



5.- Metodologia

Disefio experimental

Area de estudio:

El norte de Sinaloa concentra la mayor parte de la produccién agricola en el estado, al
tener ubicados los valles del fuerte, el carrizo y Guasave, los cuales, son junto con los

valles de Culiacan y Navolato, los sitios con la agricultura mas tecnificada del estado.

Tipo de estudio: Se llevo a cabo un estudio de casos y controles con caracter
observacional, corte transversal y con un enfoque prospectivo, para el cual se
redactaron cuestionarios con finalidad de obtener informacion que permitiese describir
adecuadamente la presencia o ausencia de la variable de interés en la poblacion

evaluada
Definicion de la poblacién:

Grupo ocupacionalmente expuesto: 50 individuos del sexo masculino con un rango de
edad entre del 18 y 40 afos, que cuenten con un periodo minimo de dos afos

laborando de forma continua en campos agricolas.

Grupo no expuesto: 50 individuos del sexo masculino de un rango de edad similar al
grupo ocupacionalmente expuesto pero que realicen actividades no vinculadas al
sector agricola o que involucren su exposicién a sustancias potencialmente toxicas

(gasolinas, diésel, asbestos, etc.).



Determinacion estadistica del tamano de muestra:

- Estimacién de proporciones.

N = ZazF;(21—P)

- Correlacion para poblaciones finitas.
n_=n[l + (n/N)]

La presente investigacion consistié en un estudio piloto para la cual se reclutd
una muestra de 50 individuos ocupacionalmente expuestos a mezclas de
plaguicidas, pareados por edad y habitos con 50 individuos no expuestos a

mezclas de plaguicidas

Criterios de seleccion
Criterios de inclusion

Grupo ocupacionalmente expuesto. Individuos del sexo masculino con un
rango de edad entre los 18 y 40 afos, y un periodo minimo de 2 afos laborando de
forma continua en campos agricolas, que acepten firmar el consentimiento informado, y
no presenten comorbilidades (diabetes, hipertension, etc.), o hayan sido diagnosticados
previamente con alguna enfermedad o estén bajo tratamiento ademas del no consumo

de alcohol, cigarro o drogas

Criterios de exclusion:



Individuos menores de edad, personas que no acepten participar en el estudio, o que

sus actividades no involucren directamente la manipulacion de plaguicidas
Criterios de eliminacién:

Individuos con datos faltantes en los formularios o con muestra insuficiente y personas

cuya muestra se vea afectada durante el proceso.

Grupo no expuesto o control

Criterios de Inclusion

Individuos del sexo masculino, con un rango de edad similar al grupo
ocupacionalmente expuesto, que desarrollen actividades no vinculadas al sector
agricola y no estén vinculados a actividades laborales que impliquen exposicién a algun
otra sustancia toxica (gasolinas, asbestos, etc.) no presenten alguno de los factores de

confusion anteriormente mencionados.
Criterios de exclusion:

Individuos menores de edad, personas que no acepten participar en el estudio vy
personas con una diferencia de edad mayor o igual a 5 afios con respecto a su

contraparte en el grupo expuesto.
Criterios de eliminacion

Personas con muestra insuficiente o datos incompletos e individuos cuya muestra se

vea afectada durante el proceso

Fuentes de informacion:



A los individuos integrantes de ambos grupos se les solicité su participacion voluntaria
mediante un formato de consentimiento informado, previamente aprobado por el comité
de bioética y ética en la investigacion del Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de
los Trabajadores del Estado (ISSSTE) y el comité de Bioética de la Universidad
Auténoma de Occidente (UAdeO). De igual manera, los datos referentes al tiempo
laborando, plaguicidas utilizados, tiempo de exposicion, etc. fueron obtenidos mediante

un cuestionario que les fue aplicado a los integrantes de ambos grupos.

Diseino Metodoldégico

Registro de las variables universales en ambos grupos de estudio. Los
cuestionarios para el registro de las variables universales fueron elaborados de
acuerdo la informacion que requeria el estudio, por lo que se plantearon
cuestionamientos acerca del historial clinico reciente, historial laboral, habitos

alimenticios y de estilo de vida, entre otros.

Seleccion de los sitios propensos a metilacion y primers especificos para MS-
PCR

Las regiones mas propensas a metilacion en ambos genes se identificaron en la
literatura publicada, la cual, demostr6 que diversos autores diferian en sitios
especificos, pero a su vez, coincidian en que estos sitios correspondian a regiones
promotoras dentro de cada gen, a dichas regiones se les determind su contenido de
dinucleétidos CpG mediantelas plataformas Meth Primer® vy Data Base of
Transcriptional Start Sites (DBTSS) ®. Las secuencias primer para las regiones
metiladas y no metiladas de ambos genes fueron determinadas de acuerdo a una
nueva revision exhaustiva de publicaciones, a las cuales les fueron evaluados los
criterios para el disefio de primers para MS- PCR descritos por Radoslav Davidovicy
colaboradores en 2014 (contenido de islas CpG, diferencia minima de 5°C en las

temperaturas de alineamiento y un fragmento de amplificacion maximo de 300pb.



Fue realizada una primera estandarizacion para evaluar los reactivos a utilizar y
comprobar la correcta amplificacion de los oligos seleccionados, para la cual se
colecté 1ml de sangre periférica de seis individuos sanos mediante la técnica de
puncién venosa en tubos Vacutainer de 2ml con EDTA. Se extrajo el ADN mediante la
metodologia de Gustincich et al, 1991 mediante la solucion CTAB al 5%. 300 pl de
sangre en un tubo eppendorf fueron adicionados con 600 pl de buffer de lisis, se agitd
por inversion 1min, la muestra fue incubada a 68°C 5 min para después afiadirsele
900yl de cloroformo y centrifugado a 10000 rpm durante 5 min a 25°C. Posteriormente
se adicion6 100ul de solucion CTAB 5% y 900ul de agua des ionizada, se volvid a
centrifugar a 10000 rpm por 5 min a 25°C y posteriormente se realizaron lavados con
200 pl de Nacl 1.2 M, y 750 pl de etanol absoluto y etanol al 70%, enseguida se
centrifugd a 10000 rpm a 25°C por lapsos de 5-10 min. Se realiz6 un secado por
inversion mediante 3h y se adicionaron 150 pl de buffer TE 10x para finalmente
almacenarse a -20°C, cuantificarse mediante la utilizacion de nanodrop a una
absorbancia de 260/280nm vy visualizarse en un gel de agarosa al 1.5% con una tincion
de bromuro de etidio. Para realizar la conversion con bisulfito de sodio se solicitd una
muestra del kit EZ DNA methylation lighting (ZYMO research, U.S.A.) a la empresa
Bioassys, y se siguieron las instrucciones del fabricante. La amplificacion PCR fue
realizada con base en las condiciones reportadas por Jarzynski y colaboradores en
2016, y se consiguieron alicuotas de primer para los genes TP53 y NOTCH1 en el
laboratorio de genémica funcional, CIDIIR-IPN unidad Guasave. Los productos del PCR

fueron visualizados en gel de agarosa al 2% con tincion de bromuro de etidio.

Reclutamiento de participantes y toma de muestra:

Se reclutaron a trabajadores del campo agricola ““el porvenir’”™ en la comunidad de
Zapotillo, Ahome Sinaloa y en la comunidad de 3 Garantias, El Fuerte Sinaloa, con la
colaboraciéon del personal responsable, a continuacién se procedié a informar a los
trabajadores acerca de la relacion beneficio-riesgo del estudio y asi como de la
importancia del resultado que obtendrian, para que de esta manera tuvieran las

herramientas necesarias para tomar medidas preventivas. Ademas se les informo



acerca del consentimiento informado y de la confidencialidad de la informacion

capturada en este y se aclararon las dudas que cada uno exponia.

Al concluir esta breve platica y de la verificacion de los criterios de inclusién y
exclusion se procedid a la entrega de los cuestionarios, a la vez que a los participantes
se les realizaba la técnica de la puncién venosa con la colaboracion de una enfermera.
Este procedimiento se realiz6 en el grupo control, compuesto por individuos no
expuestos, procedentes de la ciudad de Los Mochis Sinaloa. Las muestras fueron

transportadas en hieleras a una temperatura de -20°C

Aislamiento y cuantificacion del DNA

Se procedi6 al aislamiento del DNA procedentes de sangre total para lo cual se
tomaron 400ul de muestra y se procedié al proceso de aislamiento de DNA mediante
el kit comercial QUIAmp DNA blood mini kit (QUIAGEN®) siguiendo las indicaciones
del fabricante. Al final este DNA fue cuantificado mediante la utilizacion de nanodrop a
una longitud de onda de 260/280 nm

El DNA con la concentracion mayor o igual a 200 ng/ul fue posteriormente tratado
mediante bisulfito de sodio, con el fin de detectar las citosinas metiladas y evitar su
posterior deaminacion en uracilo y en timina, utilizando el kit EZ DNA methylation gold
(Zymo Research®), de acuerdo al protocolo establecido por el fabricante. Al final de

este proceso el DNA esta listo para ser amplificado mediante PCR.

Para la amplificacion del DNA convertido se realizaron dos reacciones PCR, una
correspondiente a la secuencia metilada y otra a la no metilada, y una amplificacién de
validacion utilizando como control el Universal Human DNA methylated (ZYMO
research®), se utilizaron los primer de metilacion especifica para los genes TP53 vy

P16 previamente consultados en literatura y corroborados en las bases de datos



DBTSS®, con los cuales, se preparé un mix, a una concentracion de 10ul que contenia
4ul de master mix Epitech MSP kit (QUIAGEN®), 0.5ul de ambos primer, 2ul de DNA
muestra convertido y 3ul de agua libre de RNAsas. Las condiciones del termociclador
fueron: temperatura inicial 95°C 15 min, para activar la Taq hotstart Dtech y
posteriormente una temperatura de desnaturalizacion de 94°c por 30 sec., una de
alineamiento de 58°C para TP53 metilado, 65°C para P16 metilado, 53°c para TP53 no
metilado y 60°c para P16 no metilado durante 40 sec. Y un paso de elongacion de 72°C
por 1 min, esto con una duracion entre los 35-45 ciclos, después se procedié a una

elongacion final de 72°C por 7 min y una temperatura de almacenamiento a 4°C



. Visualizacion en geles de electroforesis

Los productos de PCR fueron posteriormente observados en geles de agarosa 2%
(TP53) y en poliacrilamida al 5% (P16), para los geles de agarosa se utilizd buffer TBE
1X, buffer de carga azul de bromofenol, ladder de 100pb y SYBR safe, para los geles la
camara de poliacrilamida y se corrieron en las camaras a un voltaje de 100V por 30-45
minutos (TP53) y entre 200V por 45-60 minutos (P16) y posteriormente ambos geles

se visualizaron mediante luz UV

Registro de las variables universales dentro de ambos grupos.
Obtencion de los estadisticos descriptivos:
Los datos obtenidos en los cuestionarios fueron trasladados al software estadistico

SPSS version 23®, con los cuales, se construyé una matriz, en la que se variables
relacionadas al tiempo laborando, horas continuas de exposicion a plaguicidas, habitos
de consumo de sustancias como alcohol, tabaco, etc., estrés, edades, peso, talla, entre
otras. Con estos datos se obtuvieron los porcentajes, promedios, desviaciones
estandar y la frecuencia en la que se presentan las principales variables en los

participantes.

Asociacion de las variables, fueron realizadas pruebas de Chi cuadrado
mediante el programa SPSS version 23®, se tom6 como referencia un valor de
confianza de 0.05 para determinar la asociacién estadistica entre la presencia o
ausencia de metilacibn en ambos genes vy las variables categéricas evaluadas, en el

caso de las variables continuas se utilizo la prueba U de Mann Whitney.

Viabilidad como biomarcadores

Para este objetivo se utilizaron los software estadisticos SigmaPlot version 14®, vy
SPSS version 23® y se estimaron los valores de sensibilidad, especificidad, y razones
de verisimilitud. Posteriormente se calcul6 el area bajo la curva ROC utilizando las
variables continuas (horas de exposicidon semanal, afios de aplicacién, etc.) como
variable de estado con un valor maximo de 1 y la presencia o ausencia de metilacion

como variable de prueba, estos analisis fueron desarrollados en ambos programas, el



riesgo relativo fue determinado con variables como las horas de exposicibn semanal,
para lo cual los datos fueron agrupados en trabajadores con menos de 30 horas de
exposicion semanal y aquellos con mas de 30 horas de exposicion, y aquellos que
realizaban mezclas de dos o mas plaguicidas, en comparacién con los que no las

realizaban. Estos analisis se llevaron a cabo en el software SPSS version 23®

6.- Resultados

Definicion de la poblacion

Como se observa en la tabla 5, correspondiente a la descripcion general de la
poblacion La edad de los participantes tuvo una media de 36 afos para el grupo
expuesto y 31 afos en el grupo control, un peso de 78 kg en el primer grupo y 75kg
para el segundo la estatura se encontrdé entre 171.1cm £ 172.4cm, la gran mayoria
dijo no padecer ninguna enfermedad al momento de la realizacién de la toma de
muestra, sin embargo, también mencionaron tener antecedentes familiares
correspondientes a dos o mas enfermedades que les fueron mencionadas en las
entrevistas. Solamente, un 37% de los pacientes evaluados presentaba problemas de
obesidad, mientras que un 20.6% padecia un ligero sobrepeso, el consumo de tabaco
fue muy bajo entre la poblaciéon, debido a que unicamente el 30% se considero
fumador, no obstante, en el caso del consumo de alcohol, cerca del 37.2% comentd no
tener dicho problema en el grupo expuesto, sin embargo, del 62.8% que lo presentaba,

la mayoria lo consumia en pocas ocasiones.

Tabla 5: Descripcion general de la poblacién evaluada

Variable Categoria Grupo expuesto (43) Grupo control (23)

Sexo* M | F 81.4% | 18.6% 63.6% | 36.4%

Edad* media | error | desviacion | 36.21 | 1.87 [1226 [314 |- | 8.5




Peso media error desviacion | 78.07 1.86 12.23 75.2 - 19.7

Talla media error desviacion | 171.16 | 1.27 8.33 172.4 | - 11.4

Padece si No 27.9% 72.1% 100% 0%

enfermedades

Antecedentes | si No 72.1% 27.9% 13.6% 86.4%

Farmacos si No 16.3% 86.7% 0% 100%

Obesidad si no Ligero 23.3% | 69.8% | 7.0% 13.6% | 72.7% | 13.6%
sobrepeso

Fumadores* si No 25.6% 74.4% 4.5% 95.5%

Consumo de | si No 62.8% 37.2% 18.2% 81.8%

alcohol*

Frecuencia poco | moderado | Frecuente 30.2% | 18.6% | 9.3% 81.8% | 4.5% 13.6%

semanal

Cercania a | si No 97.7% 2.3% 13.6% 86.4%

campos

Ocupacién Jornalero Otros 79.1% 21.0% 0% 100%

laboral*

Tiempo media error desviaciéon | 12.51 2.42 15.92

laborando

Plaguicidas mezcla | glifosato | otros 62.8% | 11.6% | 2.3% - - -

Frecuentes*®

Ropa especial | si No 34.9% 65.1% - -

Separa la | si No 55.8% 44.2% - -

ropa

Horas  sem. | media error desviacion | 23.8 3.60 23.61 - - -

Aplicando*

Afios media error desviacion | 1.74 0.33 0.87 - - -

Aplicando*

Estrés* si | No 34.9% | 65.1% 0% | 100%

Sitio de | abierto | cerrado | ambos 53.5% | 14.0% | 30.2% | - - -

preparacion

de mezclas

Destino final | contenedores | Al aire libre 30.2% 53.5% - -

de los

envases

Metilacion presente Ausente 65.1% 34.9% 22.7% 77.3%

TP53*

Metilacién presente Ausente 65.1% 34.9% 22.7% 77.3%

Pl6*

Tabla 6: Porcentaje de Sintomatologia presentada en la p
expuesta y no expuesta a plaguicidas

*variables estadisticamente

significativas a un 1C=0.01

Sintomas

Porcentaje
sintomas respiratorios 3.1
irritacion de los ojos 4.6
diarreas 1.5
debilidad o fatiga 1.5
dos 0 méas de los arriba 29.2
mencionados

sintomatologia

M sirtomas respiratorios
Mirritacion de los cjos
O diarreas
W clebiliclad o fatiga
dos o mas de los arriba
mencionados
M no aplica



no aplica 60.0
Total 100.0

Fig. 6: representacion
grafica de la
sintomatologia en la
poblacion

De igual manera, para el grupo control, el consumo de alcohol fue mas bajo, puesto
que el porcentaje se ubico en 18.2%, la mayoria de los participantes confesé vivir
cerca de algun campo agricola, mas sin embargo, no percibian olores o polvos
relacionados a la aplicacion de los compuestos. El 80% de los evaluados en el grupo
expuesto, laboran como jornaleros en campos agricolas del norte de Sinaloa, con un
promedio laboral de 12.5 afios + 15.9 afios y la gran mayoria confesé preparar
mezclas de dos o mas plaguicidas durante un promedio de 23.8 horas a la semana,
durante el ultimo ano entre los principales compuestos que se encontraban el glifosato,
faena, security, paracuat, tamarén, etc. para las cuales, generalmente no cuentan con
un equipo especial y en reiteradas ocasiones no suelen separar su ropa laboral de la
del resto de su familia, Ademas de pasar mas de 15 minutos sin tomar una ducha
después de aplicar los compuestos, el estrés no fue factor determinante, puesto que los
participantes manifestaron no estar sometidos a él. Al momento de aplicar los
plaguicidas, los participantes mencionaron haber padecido sintomas de irritacion
dérmica y ocular, vias respiratorias, fatigas, diarreas, etc. (Tabla 6) de acuerdo al
analisis realizado se encontré que el 65% del grupo expuesto presentaba metilaciones
para ambos genes, mientras que para el grupo no expuesto la metilacién presentada
fue del 23%

Busqueda de los sitios propensos a metilacion y ubicacion de
secuencias primer

Se obtuvieron secuencias procedentes de los sitios -132 y -139pb para el gen TP53y

de los sitios 21,974,579- 21,975,306pbpara el gen P16, los cuales, presentaban



fragmentos de amplificacion entre las 247 y 150pb y reunian los criterios para ser

considerados primer de acuerdo a lo reportado en la literatura internacional.

5'-TTATTAGAGGG TGGGGEGGp\\TEGE-S‘JSBPIJ 5 -TTATTAGAGGGTGGGETGGATTGT-3

: 5" TTCGGTAGGCGGATTATIGS . S T—
5-TIGGTAGGTGGATTATITETTT-3"  247pb  yg3qp 5'-GACCCCGAACCGCGACCGTAA-3' 151ph 5 -CAACCCCAAACCACAACCATAA-3

5 -AAATATCOCCGAAACCCAAC-S

5'-CCAATCCARAAAAACATATCAC-3 |'4l—'l
,|. 21,974,990pb 21,975,310pb

COKN24 (P16)
\ L
+

\ ! (-} 21,974,579pb TSS
~1000pb A3%pb 132pp TS +300pb 2197530600 51 a76 sespb)

CpG Island1=104pb
CpG Island2=113pb

Fig. 7Ubicacion y amplificacion de los primers seleccionados en ambos genes

Aislamiento y cuantificacion del DNA:

Se obtuvieron muestras de DNA con concentraciones entre 35-89 ng/ul, suspendidas
en 200pl de buffer de elucion (Quiamp DNA blood) o de buffer TE (Gustincich). Los
valores de absorbancia a longitudes de onda de 260/280nm estuvieron en el rango
entre 1.7y 2.0.

La visualizacion de los geles correspondientes a las secuencias metiladas M para
ambos genes y fueron considerados como pacientes con dafio epigenético aquellas
que presentaban una banda de 193pb para TP53 y 150pb para P16 que coincidia con
la marca de las pares de bases descritas en lo amplificado por el respectivo gen. En la
imagen posterior se aprecia que el control positivo (DNA metilado comercial) muestra la
banda correspondiente, mientras que el control negativo (agua libre de RNAsas) no
muestra banda, por lo que no se observod indicios de contaminacién, los carriles que
muestran amplificacién corresponden a participantes que presentaron metilacion en
ambos genes mientras que los carriles que no mostraron sefial corresponden a

participantes con ausencia de metilacidbn en ambos genes



193pb

150pb

Fig. 8: Visualizacion de los productos de PCR de los participantes, correspondiente a las secuencias

metiladas. A) en geles de agarosa se observaron bandas de 193pb, lo cual corresponde con
metilaciones en el gen TP53. B) al igual que en TP53, en los geles de poliacrilamida se consideraron
como metilados en P16, aquellos individuos con bandas correspondientes a 150pb. Como control
metilado positivo se utilizo6 DNA comercial (carril 2) y se utilizd agua libre de RNAsas como control

negativo para identificar eventuales contaminaciones (carril 11)

Asociacion

Como se observa en las tablas 7 y 8, factores como la edad, el peso o la talla de los
participantes no mostraron una influencia significativa en la presencia o ausencia de

metilaciones en ninguno de los dos genes evaluados

Tabla 7 : Mann-Whitney U Test By variable METP53 Marked tests are significant at p <.05000

Rank Rank U z p- 4 - | p- Valid | Valid | 2*1sided -
Sum - | Sum-1 level | adjust |level | N-2 | N-1 |exactp
2 ed

ED | 547.00 | 273.000 | 141. | - 042 | - 0.42 | 28 12 0.439436




AD | 00 0 000 |0.79 | 552 | 0.7976 | 508
0 688 | 1 3 7
PE | 521.50 | 298.500 | 115. | - 012 | - 0.12 | 28 12 0.122376
sO | 00 0 500 |1.54 | 126 | 1.5530 | 040
0 949 |5 6 9
TAL | 537.50 | 282.500 | 131. | - 0.28 | - 0.27 | 28 12 0.285680
LA |00 0 500 |1.07 | 136 | 1.0823 | 909
0 726 | 3 5 7

Tabla 8:Mann-Whitney U Test (Datos_Luis M.sta) By variable MEP16 Marked tests are significant at p

<.05000
Rank Rank U Z p- Z- p- Valid Valid 2*1sided -
Sum-2 | Sum-1 level | adjuste | level N-2 N-1 exact p
d
ED | 540.500 | 279.500 | 162.5 | - 0.707 | - 0.707 | 27 13 0.710967
AD | 0O 0 000 0.375 | 367 0.3757 | 105
40 5
PES | 515.000 | 305.000 | 137.0 | - 0.266 | - 0.265 | 27 13 0.276478
O |0 0 000 1.111 | 248 1.1143 | 147
75 1
TAL | 520.500 | 299.500 | 142.5 | - 0.340 | - 0.338 | 27 13 0.345259
LA |0 0 000 0.952 | 628 0.9574 | 352
93 3

En la tabla 9 se identifica la asociacion o influencia estadisticamente significativa entre
la presencia o ausencia de metilaciones en ambos genes supresores y las diferentes
variables evaluadas, se puede observar una fuerte asociacion (IC=0.01) en factores
como los plaguicidas frecuentemente utilizados por los trabajadores, el cambio de la
ropa de trabajo, el comer, fumar o beber en el area de trabajo, consumo de alcohol, la
ocupacion, el separar la ropa laboral del resto, la realizacion de mezclas entre dos o
mas plaguicidas y las horas de exposicion semanal. Factores como tener antecedentes
de padecimientos dentro de la familia, utilizar ropa especial o fumar presentaron una
significancia estadistica menor (IC=0.05). Mientras que factores como el peso, talla, de
los participantes, asi como el estrés o los anos laborando no presentaban asociacion
estadisticamente significativa con la presencia o ausencia de metilaciones en TP53 y
P16. (P value >0.05)




Tabla 9: Asociacion de la presencia o ausencia de metilaciones en ambos genes con las diferentes
variables, utilizando indices de confianza de 0.05 y 0.01

variable P Pearson M-L Chi square
Antecedente fam. 0.042 0.045
Consumo Tabaco 0.038 0.048
Consumo Alcohol 0.010 0.012
Ocupacion 0.018 0.014
Plaguicidas frecuentes 0.004 0.003
Ropa Especial 0.024 0.030
Cambio de ropa 0.000 0.000
Separa la ropa 0.015 0.016
Come, bebe o fuma en el 0.000 0.000
trabajo

Exposicion semanal 0.019 0.023
Mezcla plaguicidas 0.010 0.012

Pruebas de viabilidad como biomarcadores

En la tabla 10 se identifican los valores de sensibilidad, especificidad y los valores de
razén positiva y negativa de la prueba MS-PCR, para esto se utiliz6 como variable de
estado las horas de exposicion semanal a plaguicidas, posteriormente en la figura 30 y
figura 32 se muestra en la curva ROC que el punto de corte del area bajo la curva se
ubica en 0.85, por lo que corresponde un valor de sensibilidad de 0.86 y un valor de
especificidad de 0.45 con una razon positiva de 1.5964 y una razon negativa de 0.2916,
de acuerdo a la literatura consultada, una prueba con un area bajo la curva ROC de 1
se considera excelente para emitir un pronéstico correcto, mientras que las pruebas
con 0.5 o inferiores se consideran con una precision entre regular a inadecuada, por lo

que un valor de 0.85 se considera que confiere a la prueba realizada un valor

pronéstico adecuado




Tabla 10: Pruebas de sensibilidad, especificidad, y razones de verisimilitud de la relacion
entre las horas de exposicion a plaguicidas y la presencia de metilaciones

Test

Horas

Cutoff > Sensitivity | 95% CI Specificity | 95% CI LR + LR -

0.5 0.8667 0.6928 to | 0.4571 0.2883 to | 1.5964 0.2916
0.9624 0.6335

1.5 0.8333 0.6528 to | 0.7429 0.5674 to | 3.2412 0.2244
0.9436 0.8751

25 0.8333 0.6528 to | 0.7714 0.5986 to | 3.6452 0.2161
0.9436 0.8958

35 0.8 0.6143 to | 0.7714 0.5986 to | 3.4996 0.2593
0.9229 0.8958

5 0.8 0.6143 to | 0.8571 0.6974 to | 5.5983 0.2333
0.9229 0.9519

6.5 0.8 0.6143 to | 0.8857 0.7326 to | 6.9991 0.2258
0.9229 0.9680

7.5 0.8 0.6143 to | 0.9143 0.7694 to | 9.3349 0.2187
0.9229 0.9820

11 0.7 0.5060 to | 0.9714 0.8508 to | 24.4755 0.3088
0.8527 0.9993

14.5 0.6 0.4060 to | 0.9714 0.8508 to | 20.979 0.4118
0.7734 0.9993

16.5 0.5667 0.3743 to | 0.9714 0.8508 to | 19.8147 0.4461
0.7454 0.9993

19 0.5333 0.3433 to | 0.9714 0.8508 to | 18.6469 0.4804
0.7166 0.9993

22 0.5 0.3130 to | 0.9714 0.8508 to | 17.4825 0.5147
0.6870 0.9993

27 0.4333 0.2546 to | 0.9714 0.8508 to | 15.1503 0.5834
0.6257 0.9993

33 0.4 0.2266 to | 0.9714 0.8508 to | 13.986 0.6177
0.5940 0.9993

42 0.2 0.07714 to | 0.9714 0.8508 to | 6.993 0.8236
0.3857 0.9993

52 0.1333 0.03755 to | 0.9714 0.8508 to | 4.6608 0.8922




0.3072 0.9993
56.5 0.1 0.02112 to | 1 0.9000 to 1.000 0.9
0.2653
63.5 0.06667 0.008178 to | 1 0.9000 to 1.000 0.9333
0.2207
91 0.03333 0.000844 to | 1 0.9000 to 1.000 0.9667
0.1722
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Fig 9: Representacién de la curva ROC, el valor del punto de corte corresponde a 0.85 lo que indica
que la prueba tiene un valor prondstico bueno para ser considerada biomarcador




Data

120

100 -

80

60

40

Test Value

000000

20 g

oo ooo
oo

O . o-ooooooooo:o::oooooo-ooooo

-20 T
Horas-2 Horas-1

Fig. 10: Grafica de dispersion de la asociacion entre las horas de exposicidbn semanal a mezclas

de plaguicidas y la presencia de metilaciones que confirma un valor de sensibilidad adecuado con
una baja presencia de falsos positivos
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Fig. 11: Curva ROC correspondiente a la asociacion entre las horas de exposicion
semanal a plaguicidas con la presencia de metilaciones en el gen P16
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Fig 12: representacion de la dispersion en la relacion entre las horas de exposicion a
plaguicidas y la presencia de metilaciones en el gen P16

Estimacion de riesgo relativo De acuerdo a las tablas 11-14 correspondientes al
analisis de riesgos relativos, las personas que mezclaron dos o mas plaguicidas al
momento de aplicar tienen 5.1 veces mas riesgo de presentar metilaciones en el gen
supresor TP53 y 4.6 veces mas riesgo de presentar dichas anormalidades en el gen
P16, la cantidad de horas de exposicion semanal representa aparentemente el mismo
riesgo ante una exposicién baja que ante una exposicién elevada debido a que los
trabajadores que estan expuestos mas de 30 horas por semana solo presentan 0.029
veces mas riesgo de padecer metilaciones en TP53 y 0.045 veces para el gen P16 en

relacion con aquellas cuya exposicion semanal es menor a 30 h.



Tablas 11-14: estimacion de riesgo relativo de presentar metilaciones en ambos

genes

Estimacion de riesgo

Valor

Intervalo de confianza de 95 %

Inferior

Superior

Raz6n de ventajas para
mezcla.dos.mas.plaguicidas
(si/ no)

Para cohorte

metilacion. TP53 = metilado
Para cohorte

metilacion. TP53 =

metilacion parcial

N de casos validos

5.100

2.070

406

65

1.656

1.290

197

15.702

3.321

.837

Estimacion de riesgo

Intervalo de confianza de 95 %

Valor Inferior Superior

Razén de ventajas para
mezcla.dos.mas.plaguicidas 4.604 1.502 14.109
(si/ no)
Para cohorte metilacion.P16

1.940 1.230 3.060
= metilado
Para cohorte metilacion.P16

421 204 .872

= metilacion parcial
N de casos validos 65

Estimacion de riesgo

Intervalo de confianza de 95 %

metilacién parcial

Valor Inferior Superior
Razén de ventajas para
h/.sem (menos de 30 h/ .045 .011 .185
sem / mas de 30 h/ sem)
Para cohorte
metilacion. TP53 = metilado 284 163 495
Para cohorte
metilacion. TP53 = 6.250 2.130 18.340




No de casos validos 65

Estimacion de riesg_;o

Intervalo de confianza de 95 %

Valor Inferior Superior

Razon de ventajas para

h/.sem (menos de 30 h
.029 .006 145
semana/ mas de 30 h

semana)

Para cohorte metilacion.P16
272 157 AT71
= metilado

Para cohorte metilacion.P16
9.375 2.452 35.850
= metilacién parcial

N de casos validos 65

Discusién

Las intoxicaciones con plaguicidas es un problema de salud publica global, estas
exposiciones son inevitables debido a la amplia diversidad de formas en que los
seres humanos pueden exponerse a estos compuestos (Sabarwal et al., 2018).

Los efectos de estos compuestos en las poblaciones expuestas dependen del tipo de
molécula, la dosis a la que estan sometidas, la forma de ingreso al organismo y el
tiempo de exposicidn asi como la susceptibilidad de los individuos. Estos efectos
pueden ser agudos (vomitos, abortos, cefaleas, somnolencia, alteraciones en el
comportamiento, convulsiones, coma e inclusive la muerte) y también crénicos como

el cancer (Zhang et al., 2012).

Comunmente, los plaguicidas han demostrado la capacidad de inducir cambios en la
metilacion del DNA dentro de 712 genes en lineas celulares cancerigenas utilizadas
en estudios In vitro, sin embargo, la falta de investigacion a nivel epigenoma en seres
humanos expuestos hacen que el conocimiento acerca de los efectos de los
plaguicidas en las alteraciones de los patrones de metilacion del DNA sea muy

limitado actualmente (Zhang et al., 2012; Paul et al., 2018). En nuestro estudio se



logré evidenciar un elevado porcentaje de dafio genotoxico expresado por medio de
patrones aberrantes de metilacion en genes supresores tumorales, estos resultados
refuerzan lo reportado por Zepeda-Arce et al.,2017 y Martinez Valenzuela et al.,2017
ya que la mayoria de los trabajadores participantes en nuestro estudio que
presentaron metilaciones dentro de los genes TP53 y P16 expresaron tener un
periodo laboral menor de dos afos, asi mismo, los participantes en nuestro estudio
expresaron padecer varios de los sintomas de intoxicacibn aguda reportados por
Zhang et al.,, 2012 como vdémitos, somnolencia o cefaleas. Nuestros resultados
evidenciaron que un 67% de los trabajadores expuestos a plaguicidas presentaron
metilaciones en ambos genes evaluados, esto tiene similitud con lo reportado por
Silva-Kahl et al 2018 puesto que el gen supresor tumoral P16 es uno de los
comunmente utilizados para analizar los patrones de metilacion, de igual manera, en
ambos estudios los trabajadores participantes expresaron realizar mezclas de
plaguicidas, factor que demostr6 tener una fuerte influencia en la aparicion de
metilaciones, entre los plaguicidas mas utilizados por los trabajadores participantes
en nuestro estudio destacan las formulaciones a base de glifosato, plaguicida que,
de acuerdo a lo reportado por Kwiatkowska et al., 2017 causaba metilaciones dentro
del gen P16, resultado que se pudo reforzar en nuestro estudio. Otros plaguicidas
comunmente utilizados en la regidén norte del Estado de Sinaloa son los fungicidas o
la permetrina, compuesto que pertenece al grupo de los organoclorados, estos
plaguicidas han sido asociados con la aparicidon de metilaciones por Lind et al., 2018;
Gosh et al.,, 2017; y Yin et al 2017, dichos resultados fueron reforzados con los
obtenidos en nuestro estudio. De acuerdo a la literatura, los metabolitos del
plaguicida cipermetrina son capaces de unirse a la estructura del DNA, causando
lesiones como aductos o rupturas de cadenas simples o dobles, este efecto también
se pudo comprobar con los resultados de nuestro estudio, debido a que los
trabajadores expuestos mencionaron utilizar dicho plaguicida en su trabajo y se pudo
identificar una fuerte asociacion (P=0.004 IC=0.01) entre los plaguicidas
frecuentemente utilizados y la aparicion de metilaciones en los genes supresores
analizados. Entre los factores que influyen en la aparicion de metilaciones destacan

el consumo de alcohol, cigarro o drogas, los cuales, de acuerdo a lo reportado por



Moore et al., 2013 y Mahna et al., 2018 podrian ser utilizados como biomarcadores,
sin embargo, aunque en nuestro estudio el consumo de alcohol y cigarro mostré una
influencia significativa en la aparicion de metilaciones (P=0.038, P=0.010 1C=0.05)
no se pueden catalogar como variables que influyan en el valor pronéstico, debido a
que los trabajadores encuestados expresaron no ser fumadores y presentaron una
baja frecuencia en el consumo de alcohol. Asi mismo, nuestro estudio demuestra
que la técnica MS-PCR tiene un valor predictivo adecuado para ser considerada un
biomarcador (ROC= 0.85), resultado que refuerza lo reportado por autores como
Azuara et al., 2018; Lo nigro et al., 2018 y Pisanic et al., 2018, quienes demostraron
que el monitoreo de metilaciones aberrantes en genes supresores tumorales
presentaba un valor predictivo excelente para ser considerado como biomarcador
(ROC= 1.0). A su vez, nuestros resultados presentan similitud con lo reportado por
Ruan et al., 2018 debido a que en ambos estudios se demostré que el analisis de
metilacion dentro del gen P16 presentaba un valor prondstico adecuado para su

utilidad como biomarcador.

Conclusion

En el estado de Sinaloa se manejan grandes cantidades de plaguicidas anualmente,
con la finalidad de obtener mejores resultados a la hora de producir, sin embargo, en
muchas ocasiones los trabajadores realizan mezclas complejas de dos o mas
sustancias, accion que potencializa los efectos adversos de estos compuestos y
desencadenan diversos dafios como los evidenciados en el presente estudio dentro de

los genes supresores tumorales TP53 y P16. Dichas alteraciones en muchas ocasiones

representan un punto de partida para graves problemas de salud como el desarrollo de

diversos tipos de cancer, por lo que el presente estudio propone a la técnica MS-PCR

como una prueba de biomonitoreo confiable para buscar prevenir a tiempo este tipo de

lesiones.



Perspectivas:

Con la finalidad de lograr un mejor entendimiento del dafio epigenético causado por
plaguicidas en trabajadores expuestos y con base en los resultados obtenidos en
nuestro estudio se propone la realizacion de futuros estudios de secuenciacion de los
individuos metilados en ambos genes supresores tumorales, esto con la intencion de
conocer mas a detalle los nucledtidos afectados por estas alteraciones, de igual forma
se propone un estudio para identificar los polimorfismos mas suceptibles a presentar
estas metilaciones, y finalmente se propone realizar un estudio comparativo entre el
dafio epigenético detectado mediante la técnica MS-PCR vy el dafio genotoxico
detectado por medio del ensayo de micronucleos, con el proposito de identificar la

prueba con los mejores valores pronosticos.
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