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1. EL PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema:

En la actualidad la contaminacion por metales pesados, en especial, se establece como uno
de los problemas primordiales en todo el mundo. Las grandes industrias de la mineria, en sus
procesos de fundicion y el tratamiento de metales, conllevan a la emision de una vasta
cantidad de metales pesados hacia el medio ambiente, fundamentando la inquietud en las
personas y el medio ambiente, ya que estos metales son de naturaleza no degradable ingresa
al agua y al suelo e impurifican la cadena alimentaria. (1). Los metales se hallan en manera
aislada o mezclados creando minerales. Constituyen los minerales un fragmento de la
superficie terrestre, formandose acimulos superficiales o profundo en donde se llegan a
concentrar, asi mismo se les puede encontrar diluidos en el agua de los océanos y forman los
ciclos hidrogeologicos responsables de la contaminacion de aire, suelos, agua y alimentos.
Desde hace mucho tiempo el ser humano conoce estos metales toxicos. Se diferencian de
otras materias quimicas ya que no son creados ni destruidos a voluntad por el ser humano y
no se pueden deshacer ni destruir las cuales tienden a bioacumularse en la bidsfera (2). Hasta
la actualidad, el agua dulce se confronta a la dificultad de los contaminantes del medio
ambiente. Cada vez con mas frecuencia los metales pesados son el inicio de la polucidn; estos
pueden ser de origen natural y antropoldgico, y tienen efectos adversos sobre la salud
humana; ejemplificando, el carcinoma bronquial frecuentemente se deriva del peligro de los
pulmones, la nariz, los senos paranasales y la piel derivados a la exposicion al cromo, ademas
de la insuficiencia hepatocelular y distintas formas cancerigenas. La prolongada exposicion

a metales pesados ocasiona inconvenientes en la salud, como deficiencia hepatica y renal,
4
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incremento los niveles de hemoglobina, entre otros. Puede perturbar el desenvolvimiento
intelectual y cognitivo en los nifios y el peligro de sufrimientos cardiovasculares en adultos.
(3). Las consecuencias negativas en la salud que se han derivado como resultado de una
exposicion a un elemento ambiental, consiguen manifestarse de forma inmediata o esperar
afos en revelarse. Para identificar el problema antes de la aparicioén de los sintomas se debe
de hacer especial hincapié¢ en estos ultimos, ya que las personas estaran expuestos a los
agentes perjudiciales durante considerable tiempo antes de que se revelen los efectos
desfavorables, aqui es donde entran en juego los estudios de biomonitorizacion, que aspiran
a instituir la correspondencia entre factores ambientales y enfermedad, revelando
modificaciones iniciales en periodos todavia aun no malignos. Algunas investigaciones de la
biomonitorizacion se basan en el estudio de los compuestos quimicos o de sus metabolitos
en muestra de sangre, orina, pelo, etc. (4). Dentro de los metales pesados que actian como
contaminantes y son mas comunes destacan: el arsénico (As), plomo (Pb), mercurio (Hg),
cromo (Cr), zinc (Zn), cadmio (Cd), cobre (Cu) y niquel (Ni). (3). El estrés oxidativo
inducido por toxicidad altera principalmente a los sistemas hematopoyéticos (5). Una vez
integrado en el sistema fisioldgico se ha informado efectos citotdxico y genotdxico, asi como
responsable del deterioro metabdlico y el estrés oxidativo. Se ha determinado que provoca
una extensa escala de defectos bioldgicos, bioquimicos y de conducta en animales de
laboratorio y personas (6). Los recursos hidricos continentales, su situacion en el Peru, es
critica; puesto que la contaminacion de la flora, fauna, suelo y agua se encuentra relacionada
a las vertientes de los rios gracias a los residuos de las acciones petroleras, mineras, industrial
y domestica; las urbes con su esparcimiento territorial no planificado y los permanentes

derramamientos de petroleo en el norte y centro de la selva, crean insuficientemente
5
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perspectiva consoladora sobre la preservacion de estos recursos en el pais. (7). Diversas
investigaciones ejecutadas sobre la vertiente del Puyango — Tumbes, evidencian grave
contaminacion de las aguas por metales pesados y como son plomo, Arsénico y Cadmio. Se
informa que los metales pesados ya mencionados propasan los niveles legales aceptados por
la ley del Perti, en una localidad de estudio observado durante 6 afos delante al centro
poblado de Rica Playa, situado en San Jacinto (distrito) a la margen izquierda del rio Tumbes.
(8). En los estudios realizados en la naciente el rio binacional Puyango - Tumbes se ha
detectado 29 pg/l de plomo y 12 pg/l de arsénico (9). El flujo de agua natural de Tumbes se
ve perjudicado por la contaminacion de metales pesados, debido que en el sector alto de la
cuenca vienen llevandose a cabo acciones para la extraccion de oro y plata (10) derramando
sus lixiviados con concentraciones altas de mercurio, cianuro, y otros metales pesados a los
principales rios tributarios del Puyango - Tumbes (Rio Calera y Amarillo) (11).

1.2. Formulacion del Problema.

1.2.1. Problema General.

(Cuadl es el nivel de relacidon entre genotoxicidad y las alteraciones de los elementos formes
del tejido sanguineo en nifios expuestos a agua contaminada con metales pesados en el centro

poblado de Rica Playa - Tumbes 2021?
1.2.1. Problemas Especificos

a. [ Cual es el nivel de relacion entre genotoxicidad y las alteraciones de la serie roja presentes
en niflos expuestos a agua contaminada con metales pesados en el centro poblado de Rica

Playa — Tumbes 20217

b. ;(Cudl es el nivel de relacion entre genotoxicidad y las alteraciones de la serie blanca
presentes en niflos expuestos a agua contaminada con metales pesados en el centro poblado

de Rica Playa — Tumbes 2021?

26-03-2022 Vers. 003



c. (Cudl es el nivel de relacion entre genotoxicidad y las alteraciones de la serie plaquetaria
presentes en niflos expuestos a agua contaminada con metales pesados en el centro poblado
de Rica Playa — Tumbes 2021?

1.3. Objetivos de la Investigacion.

1.2.1. Objetivo General.

Determinar el nivel de relacion entre la genotoxicidad y las alteraciones de los elementos
formes del tejido sanguineo en nifios expuestos a agua contaminada con metales pesados en

el centro poblado en Rica Playa Tumbes 2021.

1.2.1. Objetivos Especificos.
a. Determinar el nivel de relacion de la genotoxicidad y las alteraciones de la serie roja
presentes en nifios expuestos a agua contaminada con metales pesados en el centro poblado

de Rica Playa.

b. Determinar el nivel de relacién de la genotoxicidad y las alteraciones de la serie blanca
presentes nifios expuestos a agua contaminada con metales pesados en el centro poblado de

Rica Playa.

c. Determinar el nivel de relacion de la genotoxicidad y las alteraciones de la serie plaquetaria
presentes en niflos expuestos a agua contaminada con metales pesados en el centro poblado

de Rica Playa.

1.4. Justificacion de la investigacion

1.4.1 Teorica
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La contaminacion del rio tumbes por los relaves mineros provenientes del vecino pais del
ecuador acarrea una elevada presencia de metales pesados toxicos en el agua, este rio es la
principal fuente de abastecimiento de agua para la regién tumbes. En las zonas rio arriba
como es el centro poblado de Rica playa inclusive se consume el agua del rio en forma directa
acarreando multiples enfermedades en la poblacidn, en especial la poblacion infantil que es
la mas vulnerable. La enfermedad causada por la intoxicacion por metales pesados puede
mantenerse latentes hasta que ya es demasiado tarde, en cambio las modificaciones
genotoxico se pueden detectar en fases tempranas y aun no malignas. Buscar una correlacion
entre la genotoxicidad y alteraciones del tejido sanguineo se hace necesario para establecer
un diagnostico oportuno de la intoxicacion por metales pesados en especial de la poblacion
infantil. Se hace necesario realizar la correlacion de la genotoxicidad mediante el estudio de
micro nucleos que es la localizacion de células de la mucosa oral que tienen particiones en el
nucleo (2 a mas nucleos) y la localizacion de las alteraciones del tejido sanguineo mediante

la observacion directa con el estudio de lamina periférica y asi validar la hipotesis establecida.

1.4.2 Metodologica

Se establecera mediante la investigacion un nuevo instrumento de recoleccion y/o se
modificaran los ya existentes con fines adecuados o propios de la investigacion. Asi mismo
al finalizar la investigacion se podra contar un método de diagnostico preventivo, rapido,

validado y que guarda relacion con la genotoxicidad derivada a de los metales pesados.

1.4.3 Practica
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La justificacion practica se enfoca en la prevencion y deteccion temprana en cambios los
cambios morfologicos del tejido sanguineo y su estrecha relacion con la genotoxicidad ya
que muchas enfermedades estan relacionadas con la contaminacion del agua para el consumo
lo que conlleva a una alta repercusion en la salud de las personas y en especial de los nifios.
Estos inconvenientes de salud que acontecen a la poblacion inofensiva como es la infantil me
impulsa a investigar todos los factores posibles que contribuyen el impacto de la exposicion
de metales pesados especialmente, que son capaces de perturbar el progreso y actividad del
organismo a partir las atapas mas fragiles del nifio como se ha visto. Con el aporte de la
investigacion se tiene como propoésito la demostracion de la genotoxicidad y las alteraciones
encontradas en el tejido sanguineo, y a través de esto hacer un llamado a las autoridades tanto
nacionales e internacionales a mejorar la calidad del agua y evitar la contaminacion de las

principales fuentes de agua de la poblacion como lo son el rio Tumbes.

1.5. Delimitaciones de la investigacion

1.5.1 Temporal:

El principal limitante de las actuales investigaciones que tienen que recolectar datos en
campo, es la emergencia sanitaria que se ha establecido en el pais en consecuencia de la
pandemia por Covid19. La limitante del distanciamiento social y el miedo de la poblacion al
contagio por recibir en su casa a personas extrafias son factores que juegan en contra de la

recoleccion de datos, muestras y el desarrollo de la investigacion.

1.5.2 Espacial:
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El centro poblado de Rica Playa se encuentra ubicado a 1 hora aproximadamente de la capital
del departamento de Tumbes, se tiene que recorrer la carretera panamericana hasta el distrito
de Corrales, luego se tiene que recorrer una trocha carrozable no asfaltada que es el mayor
tramo del recorrido que nos llevara al centro poblado. El centro poblado de Rica Playa no

cuenta con pistas asfaltadas y el recorrido se tiene que realizar de casa en casa y a pie.

1.5.3 Recursos:

Con la coyuntura actual es necesario la adquisicion de equipos de bioseguridad e insumos
para proteccion contra la Covid 19, adicionalmente a equipos de bioseguridad normalmente
usados para la toma de muestra lo cual son adquiridos con recursos propios al igual que los
reactivos e insumos que se utilizaran para la realizacion de las pruebas de laboratorio. Asi
mismo se tiene pensado realizar 3 viajes para poder cubrir la poblacion de estudio y evitar la
sobrexposicion del investigador, el transporte desde la ciudad de Tumbes hasta el centro

poblado de igual manera se financiara con recursos propios.

2. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes:

Arredondo, (2019). En su investigacion que tiene por objetivo “evaluar las alteraciones
hematologicas en ratas Sprague Dawley expuestas a diferentes concentraciones de aluminio
en forma de AICl; administrado por via intragastricas”. La contaminacién por aluminio ha
ido aumentando con los afios contaminando la tierra, el agua y el aire asimismo en articulos
y alimentos que usamos cotidianamente. Se desconocen las funciones bioldgicas esenciales

de los animales que son potencialmente toxicos y bioldgicamente sensibles. La toxicidad

10

26-03-2022 Vers. 003



depende de la solubilidad, la ruta de entrada, la concentracion y la duracion de la exposicion.
El aluminio tiende a acumularse en ciertos érganos como el cerebro, las mamas, los rifiones,
el higado y los huesos, afectando negativamente a esos organos. Se ha relacionado con
afecciones como la enfermedad de Alzheimer, el cancer de mama, la insuficiencia renal, la
osteomalacia y la anemia. En particular, el estrés oxidativo dafia las proteinas de la
membrana, cambia la homeostasis de los lipidos del peroxido de calcio. Se administrd por
via intragastrica tricloruro de aluminio (AICI3) (0, 10, 20, 30 y 0 mg / Al / kg de peso
corporal) a 5 grupos de 5 ratas durante 90 dias para determinar la presencia de aluminio en
las células sanguineas. Ademas de las células del nucleo de grafito, los leucocitos, el modo
plaquetario (por espectroscopia de absorcion atdmica), la post oxigenacion, las mediciones
de células sanguineas y los frotis sanguineos diferenciales, el aluminio se describio
previamente evaluando posibles cambios en los componentes celulares anteriores. En base a
los resultados obtenidos se determind que aluminio bajo las condiciones administradas no
provoca una alteracion significativa en los parametros evaluados. Sin embargo, se
recomienda realizar un estudio con aluminio con diferente solubilidad, a mayores

concentraciones y/o mayor tiempo de exposicion. (12)

Horiguchi y Oguma (2016) nos menciona que “la exposicion aguda al cadmio induce
neutrofilia prolongada junto con la induccién retardada del factor estimulante de colonias de
granulocitos en el higado de los ratones para dilucidar el mecanismo de la neutrofilia inducida
por Cd”. Un metal pesado y toxico que con su exposicion aguda causa neutrofilia por la
inflamacion sistémica. La neutrofilia inducida por Cadmio y buscando aclarar el mecanismo,

se indagd la induccién del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) que
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regulariza la produccion de neutrofilos, en roedores con intoxicacion aguda por Cd y se
compard con roedores inyectados con lipopolisacarido (LPS) como un incitador de
respuestas inflamatorias generales. Los roedores BAL/c fueron inoculados con Cadmio a 2.5
mg/kg i.p o LPS a 0.5 mg/kg i.p posteriormente se rescataron especimenes de sangre
periférica y 6rganos en derivaciones hasta de 24h. El conteo de neutrofilos periféricos en los
roedores con exposicion de Cadmio se extendié de modo firme hasta las 24 h, por otro lado,
los raedores tratados con LPS revelaron un acrecentamiento mas rapido con una cumbre a
las 12 h. Los efectos del Cd indicaron en los resultados, que tienen una secuela de
particularidad de estimulo retardado de G-CSF en el higado, estimulando a la inflamacion

sistémica seguida de neutrofilia prolongada. (13)

Romero et al. (2020) en su investigacion nos menciona que “con el fin de identificar los
posibles efectos de la exposicion a las PSNP con respecto a la citotoxicidad celular,
absorcion, produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) e induccion de dafio
genotodxico. El uso de estas lineas celulares puede ayudarnos a comprender los efectos
potenciales sobre las células sanguineas después de exposiciones in vivo”. Se experimento
la apoptosis provocada por Cd, plomo y cadmio-plomo (1:10) se utilizé células sanguineas
de anade real. Se permiti6é un rango de concentracion: 0.01-0.5, 0.1-5.0 y 0.01: 0.10-0.50:
5.00 mM, para Cd, Pb y cadmio-plomo, correspondientemente. El indicador més bajo
alcanzado fue para el Cd (0,2270,04 mM). Se optaron por 2 dosis de cada conjunto de
tratamiento para estudiar la apoptosis y la presencia de metales intracelulares. A medida que
aumentaba la concentraciéon de metal, aumentaba la proporcion de células apoptoticas. La

proporcion de células que contienen metal intracelular fue alta en ambos niveles de
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exposicion, y la cantidad de metal intracelular fue alta en exposicion alta. Los cambios
morfologicos en todos los tipos de contacto estan asociados con los diversos efectos de estos
metales sobre la membrana. La disminucién en el recuento de globulos rojos observada en
muestras envenenadas con plomo y cadmio sugiere que estd asociada con la estimulacion de

la apoptosis. (14)

Rimache, Malca, Alarcon, Chavez, Gonzales (2013). En su investigacion tiene por objetivo
“Determinar el dafio genotoxico en trabajadores de una mineria artesanal expuestos a
mercurio.” Es un estudio observacional de corte transversal, y se evaluaron obreros expuestos
al mercurio (n=83), se ellos se recolectaron células por medio de hisopado de la mucosa oral
para su posterior coloracion, el analisis al microscopio y el conteo de microntcleos y demés
variaciones nucleares. De igual manera se recolectd muestra de orina de 24 horas el analisis
de mercurio inorganico. De los trabajadores incluidos en el estudio el 68,7% eran de género
masculino, y el promedio de edad fue de 43 + 12,4 afios (entre: 16-76). La exposicion
ocupacional a mercurio fue un promedio de 12,1 + 6,7 afos, y se establecio que la relacion
con mercurio fue de 4,1 + 3,6 kg por individuo al dia. De estos evaluados el 93% no
manejaban dispositivos de proteccion personal cuando hacian el manejo del mercurio. El
monitoreo bioldgico evidencia un resultado que el 17% de las personas evaluadas mostraron
valores de concentracion de mercurio en orina superior a los 2,5 pg/L; el cudl es el valor
limite del anélisis utilizado. La evaluacion del dafio genotdxico demostraron que el 15% se
encontraron micronucleos en el epitelio bucal; evidencidndose otras alteraciones nucleares,
asi como binucleaciones, gemaciones y los puentes nucleoplasmicos, que de igual forma son

apreciados como sucesos genotoxico en estrecha asociacion a la exposicion por agentes de
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riesgo quimicos y fisicos. Los micronucleos encontrados en la muestra de mucosa oral
evidencian el perjuicio genotdxico relacionado con la exposicion laboral al mercurio que es

manipulado en las acciones de explotacion artesanal. (15)

Pasantes (2015) que en su investigacion fue “determinar las alteraciones morfoldgicas de las
células sanguineas como indicadores biologicos de las intoxicaciones por plomo y mercurio”.
La tesis se ejecut6 a colaboradores del yacimiento minero Cristo de Oro. En la determinacion
de variables se consideraron los niveles de gldébulos rojos, hematocrito, hemoglobina,
constantes corpusculares y determinante de alteraciones de las células sanguineas. E1 VCM
(volumen corpuscular medio) se halla por debajo de los valores normales (83-98 fl) incluso
en un 6% considerandose microcitosis, por otro lado, el 23% se evidencian valores superiores
a 98 fl presentando macrocitosis. El 11% presentan anemia microcitica con valores de HCM
por debajo a 27 pg y el 17% se evidencia anemia hipercromica con la HCM que supera los
31 pg. Los niveles de CHCM que se hallaron en concentraciones disminuidas que representa
el 9% de la muestra concluyendo en casos de hipocromia. Al realizar el analisis hematoldgico
por medio de coloracion Wright se encontré punteado basofilo en el 26% de los
colaboradores de la mina el cual puede sobrellevar a desarrollar leucemias. Se puede
evidenciar que las variaciones morfoldgicas observadas corresponden a los efectos inducidos
por intoxicacion por plomo y mercurio en la sangre. Se concluye que las evidencias de los
indicadores en hematologia no son concretas como complemento en la determinacion de
modificaciones morfoldgicas de células sanguineas provocadas por dafios por intoxicacion

de plomo y mercurio. (16)

2.2. Bases teoricas

14
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Definicion de Genotoxicidad

La genotoxicidad se define como la capacidad para ocasionar perjuicio ya sea por medio de
componentes bioldgicos, fisicos o quimicos al material genético. Se causa dafio al ADN y de
igual manera a todos aquellos elementos celulares que se hallan afines con la funcionalidad
y comportamiento de los cromosomas en el interior de la célula. (17) Por otro lado la
genotoxicidad es el deterioro quimico que se causa sobre el material genético, siendo este
ADN y los ARN en sus distintos tipos, no obstante, en momentos se hace referencia a los
cromosomas (18). El dafio genético resulta de varios mecanismos: Genotoxicidad Directa
primaria que requiere que la sustancia se localice en el nucleo celular e interacte
directamente con el Acido Desoxirribonucleico (ADN), causando cierto tipo de perjuicio
fisico. La genotoxicidad indirecta primaria, por otro lado, apunta a que el estrés oxidativo es
el principal mecanismo de lesion. Por lo tanto, pueden causar dafios e interferir con la
replicacion del ADN vy la division celular (19). La consecuencia en los resultados que ha
logrado producir la genotoxicidad son trascendentes e inmutables para la salud humana. El
dano genotoxico es un factor invasivo importante en el cancer y puede causar defectos
originales y mortalidad. La mayoria de los efectos del material genético pueden restaurarse
eficazmente mediante complejos mecanismos de reparacion enzimatica, pero algunos de
estos mecanismos eluden este proceso, donde tiene lugar la carcinogénesis. Existe una
relacion clara entre los efectos sobre la salud y el dano del ADN vy, por lo tanto, la

supervivencia (20).

Mecanismos de Genotoxicidad

15
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Las sustancias genotoxicas actian indirectamente al unirse al ADN o al afectar directamente
a las enzimas involucradas en la replicacion del ADN, induciendo asi mutaciones que pueden
o no resultar en cancer. Los genotoxicos carcindgenos y mutagénicos son altamente reactivos
con muy alta correspondencia por el ADN, como los derivados de nitrégeno o compuestos
organicos halogenados, epoxidos, lactonas o compuestos inorganicos como uranio, cromo y
niquel. Las sustancias genotdxicas probablemente causan alteraciones al modificar ciertos
nucledtidos por las siguientes razones: Sustitucion de Bases: Purinas - purinas, pirimidinas
por otras pirimidinas o pirimidinas - purinas, o viceversa. Reemplazar una base con un
analogo da como resultado nucledtidos que no son utiles para la replicacion. Modificacion
quimica de bases por oxidacién o desaminacion. La alquilacion de moléculas de ADN une
grupos quimicos y bases a través de enlaces covalentes para formar lo que se llama un aducto.
Lento incluye agregar o quitar bases y modificar patrones de lectura (21). Complicaciones
cromosOmicas como dafo cromosomico debido a intercambio, delecion, rotura,
reordenamiento o intercambio y translocacion de material cromosémico. Cambios en el
numero de cromosomas. Proceso celular posterior a la lesion: evita la replicacion a través de
la apoptosis. Cancer o defecto congénito de células somaticas con replicacion de nucleotidos
del ADN alterada (mutaciones hereditarias). Sensibilidad a la enfermedad hereditaria de
células germinales o ciertas enfermedades. Repara el dafo a las moléculas de ADN vy evita

mutaciones (22).

Ensayos de la Genotoxicidad

Las pruebas de genotoxicidad estan disefadas para detectar compuestos que dafian directa o
indirectamente el material genético a través de varios mecanismos. La evaluacion de la

16

26-03-2022 Vers. 003



mutagenicidad es un requisito clave para la identificacion. Caracterizar la toxicidad de los
productos quimicos. El estudio de las mutaciones genéticas se lleva a cabo mediante una
variedad de pruebas in vitro e in vivo de diversa complejidad, segin el mecanismo biologico

analizado, de las cuales destacan:

Test de Ames: El ensayo de mutagenicidad Salmonella/ microsona de mamiferos,
comunmente conocida como Test de Ames, vio la luz en dos pequefias publicaciones en 1973
por el laboratorio Bruce Ames de Berkeley, California. Este test proporciona una manera
rapida y relativamente facil para probar sustancias quimicas mutagénicas, asi como para
convertir sustancias quimicas no mutagénicas en ADN reactivo capaz de esa capacidad. En
el afio 1975 se hizo publico el primer protocolo detallado. La prueba utilizé cinco cepas de
bacterias de contacto (Salmonella y / o E. coli) como se describe en las pautas de la prueba
OCDE denominada “Prueba de Mutacion inversa bacteriana”, las cuales se exponen a una
sustancia de ensayo que pueden o no una activacion metabolica. Cada cepa tiene diferentes
mutaciones en los genes necesarios para sintetizar los aminodcidos esenciales (en Salmonella
es histidina o triptéfano para E. coli), sin los cuales no puede crecer y colonizar en placas de
agar. Si se da como resultado la modificacion, adicion o eliminacion de bases de nucleétidos
a la exposicidn a la sustancia (segun la cepa probada), la bacteria sintetizada a partir del gen
de funcion enzimdtica mutante que devuelve la secuencia del gen mutante a las colonias de
secuencia aceptable o de tipo salvaje en la placa de agar y en ausencia de aminoécidos puedan
formarse. Una sustancia de prueba es considera mutagénica si el procedimiento con la
sustancia de prueba aumenta el nimero de colonias revertida con cualquier combinacion de

las cepas de prueba S9. Ademas, por ser faciles y rapidos, los resultados no solo llegan en 48
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horas, de igual manera son de "baja tecnologia" y solo requieren equipo de laboratorio y
consumibles estandar. Esto lo hace mas portatil y se puede realizar en el laboratorio con un

equipo minimo. (23).

Ensayo Cometa: la prueba de electroforesis alcalina de células individuales embebidas en
gel, permite la medicion cualitativa y cuantitativa de roturas de cadena simple y doble en el
ADN a nivel celular de una manera no invasiva. Esta prueba, a diferencia de otras
citogenéticas tradicionales, es sensible a niveles bajos de dafno. Esto permite un uso
generalizado para evaluar sustancias genotoxicas en modelos in vitro e in vivo. En el ensayo
cometa, las células después de la exposicion genotdxica son encapsuladas en un gel de
agarosa delgado colocado en un portaobjetos para una lisis posterior, el nicleo es expuesto y
mediado por la translocacion de carga en el campo eléctrico. Después de la electroforesis, se
espera observar la formacion de cometas resultante de la fragmentacion del ADN. Aqui, los
extremos terminan con una formacion intacta o difusa, y la cola no tiene transformacion ni
cola, con el ntcleo celular alterado por el ADN afectado. La clasificacion de cometas se
divide en cinco clases, casi todas reportadas en el ADN de la cola y en unidades arbitrarias.
Esto también se puede explicar informando el porcentaje de células dafiadas (cola de cometa).
El método puede variar segun los criterios, ya que mide la migraciéon del ADN como una
relacion longitud / ancho y las células que no muestran migracion se transfieren como grado
1. El software esté disefiado para analizar la imagen y generar parametros como el momento
Olive, que se define como el producto del porcentaje (intensidad) de ADN en el cometa y la
distancia media entre la cabeza y la cola. Este parametro tiene en cuenta el tamafio de los

fragmentos (longitud de la cola) y el numero de fragmentos (fuerza de la cola). Las pruebas
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de cometas se utilizan ampliamente en la evaluacion de nanoestructuras metalicas o factores
externos en muchas disciplinas cientificas como la toxicologia genética, el biomonitoreo

ambiental, los estudios clinicos y epidemiologicos y la ciencia molecular (24).

Los microntcleos (MN) formado por division celular en un segmento del cromosoma o el
cromosoma completo no puede interactuar con el huso mitético durante la mitosis. (25). Los
NM son pequetias masas de cromatina nucleadas que se encuentran cerca del nticleo principal
de la célula entre fases. Durante la mitosis, el material genético (ADN) del nucleo celular
también se replica y se divide, dando lugar a dos células hijas idénticas. Este proceso puede
desencadenarse errdbneamente por errores en la replicacion del ADN y la division posterior,
alteracion cromosomica, efectos de la radiacion y sustancias genotdxicas. Como resultado,
los cromosomas se pierden y el material genético se distribuye de manera desigual. Las
roturas cromosomicas dan lugar a centromeros, que estan ausentes en las células hijas. Estos
fragmentos estdn encerrados por una envoltura nuclear y aparecen en el citoplasma como
pequefios nucleos visibles al microscopio Optico. La prueba de MN de células de la mejilla
se considera el tejido ideal para aplicar la tecnologia de MN y detectar anomalias nucleares
sin cultivo celular. Es una gran oportunidad para realizar en poblaciones de alto riesgo
estudios epidemioldgicos. La presencia de MN y otras defectos génicos y anormalidades
nucleares células se asocia con el sostenimiento del genoma, envejecimiento apresurado,
perjuicio por genotoxicidad, especialmente en ciertas enfermedades, se observa degeneracion
en células que se separan de las células epiteliales. Los MN se forman en las células basales

en las que las células se dividen. La muestra se raspa de la mucosa interna de la mejilla, se
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extiende sobre un portaobjetos de vidrio limpio, se fija en etanol al 80% y se colorea con

colorantes de ADN basicos o especificos (26).

Dimension de Genotoxicidad

Micronucleos en Hisopado Bucal:

MN bucal (BMm): la investigacion estd madura pero subutilizada. BMm durante unos
cuarenta afios se ha utilizado y parece estar ganando mas atencion en los ultimos afios. La
primera publicacion que describe esta prueba aparecio en la década de 1980. Después de una
conjuncion experimental del grupo internacional HUMNXxI. Los micronucleos se producen
durante la segmentacion de las células basales de la mucosa oral y se observan en las células
diferenciadas del estrato corneo en la superficie queratenizada. Por otra parte, del Mn, se
realizan otros varios biomarcadores citogenéticos, comprendidos los asociados con el
fallecimiento celular, que proporcionan informacion adicional sobre el origen del dafio y la
citotoxicidad del ADN. Este método asimismo se conoce como prueba de citoma de células
micronucleos (BMCyt). El Mn en las células orales se forma en el cuerpo, en el epitelio de
la mucosa oral que se divide velozmente. No obstante, las células orales estan mas expuestas
a factores genotoxicos o citotoxicos por aspiracion e ingestion. La BMn esta adquiriendo
fama, especialmente con una minima invasividad y facilidad de ejecucion, y se toman
muestras de cé¢lulas en la cavidad oral, lo que podria convertirla en una prueba citogenética

estandar (27).

Meétodo para el andlisis de MN en la mucosa bucal.

20

26-03-2022 Vers. 003



El epitelio oral consta de poblaciones celulares progenitoras y estructurales, formado de
cuatro capas de la poblacion de células, incluida la membrana basal, estrato espinoso, las
células de la granulosas y el estrato corneo. Hay una renovacion celular continua, en el
epitelio oral, donde las células reemplazan a otras células a medida que ocurre la mitosis en
la capa basal. Y es en esta capa donde podemos ver que las células madre como los MN
pueden presentar cambios genéticos durante la division celular. En el periodo de 5 a 14 dias
estas células migran a la superficie, por lo que monitorear esta poblacion de tejido puede
reflejar el dafio que ocurre durante este periodo. El analisis de la exfoliacion celular de la
mucosa oral involucra la observacion microscopica de las células epiteliales para determinar
la proporcion de micronucleos. Se frota la mucosa bucal en ambos lados de la cara interna de
las mejillas durante cerca de 30 segundos, lave primero con agua comun o cloruro de sodio
al 0,9% durante 1 minuto para tomar una muestra y eliminar células muertas y los desechos
de restos alimenticios. A continuacidn, las células se extienden sobre los portaobjetos, los
portaobjetos se sumergen en etanol al 80% para facilitar su adherencia, se realizan
coloraciones de ADN basicos o especificos y se analizan 500- 4000 células. Feulgen / Fast
Green Staining es un método de coloraciéon de ADN especifico recomendado como método

estandar para las células de la mucosa oral (28).

Instrumentos para medir genotoxicidad

“Los niveles de genotoxicidad en células de la mucosa bucal, fueron evaluados mediante la
frecuencia de microntcleos por cada mil células observadas, en cada frotis, agrupados en
nimero, de acuerdo a los criterios de Hagmar Lars, et al., 1994, y clasificados en niveles:
ausente, bajo, medio y alto” (29). (Tabla N° 1).
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Tabla N° 1: Niveles de Genotoxicidad
segun Frecuencia de Microntcleos

NIVELES Frecuencia de Microndcleos
(x 1000 células - %.)

AUSENCIA 0
BAJA 1a3
MEDIA 4aB
ALTA 7 a mas

Instrumento de recoleccion de datos utilizado:

FICHA DE EVALUACION DE NIVELES DE GENOTOXICIDAD EN CELULAS DE LA
MUCOSA BUCAL EN CORRELACION CON LA HIPERGLICEMIA AGUDA E
HIPERGLICEMIA CRONICA EN PACIENTES CON DIABETES MELLITUS TIPO 2

CODIGO
Fchane[ | | |  Fechal | | ]
Nombres/Apellidos:
Direccion: Teléfono:
I EVALUACION GENERAL EDAD
45 - 54 afios
: SEX0 55 - 64 anos
Masculing | [ Femenina | 65 - 74 anos
Il.- EVALUACION CLINICA-PATOLOGICA
GLUCOSA CAPILAR
Nivel Intervalos RESULTADO
NORMAL 70 a 100 mg/dL
HIPERGLICEMIA AGUDA Mayor a 140 mg/dL
HEMOGLOBINA GLICOSILADA
Nivel Intervalos RESULTADO
NORMAL 45 a55%
HIPERGLICEMIA AGUDA Igual o mayor a 7 %

lll.- EVALUACION DE MICRONUCLEOS

MICRONUCLEQS (MN)
RESULTADO

No se observan MN
Numero de MN/1000 células.

Alteraciones del Tejido Sanguineo

Definicion de Tejido Sanguineo

La sangre se clasifica como tejido por los aspectos muy especificos que la caracterizan. Uno
de ellos es esencialmente su constitucion, ya que sus componentes son los mismos que otros

tejidos, y las células sanguineas se encuentran suspendidas en el plasma, lo que representa
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materia extracelular (30). El hecho de que el plasma sea més abundante que las propias
células, que es caracteristico de la mayoria de los tejidos conectivos, es una buena razoéon que
ademas del hecho de que la sangre es el fluido primario que transporta sustancias entre las
diferentes regiones del cuerpo. cuerpo. la sangre ingresa en la clasificacion de los tejidos
conectivos especiales. Cuando la sangre se clasifica como tejido, automaticamente se asume
que es el componente celular que deberia tener como tejido, tal como solemos hablar de las
células sanguineas. Por tanto, el tejido sanguineo se puede utilizar para determinar funciones
especificas de células individuales (31). Es un liquido complicado que atraviesa todas las
zonas del cuerpo humano para transportar los alimentos y el oxigeno a los tejidos a través de
los vasos sanguineos, y ademds de drenar los productos de desecho, en el caso de las venas,
su color es morado o se vuelve rojo oscuro. El rojo brillante es la sangre arterial se relaciona
con su oxigenacion directamente y se considera un liquido ligeramente alcalino con
aproximadamente 7,4 de pH (32). Su caracteristico color rojo se debe a la presencia del
pigmento de hemoglobina contenido en los glébulos rojos. El prefijo "hem-" ("hem-",
"hemato-"), derivado de la palabra griega haima aipa, se da en un glosario de términos

médicos para relacionarlo con la sangre (33).

Composicion:

La sangre consta de 55% de plasma, un liquido transparente de color amarillo palido que
contiene aproximadamente el 10% del total de solidos y sales, de los cuales el potasio,
bicarbonato de sodio, fosfatos, cloruro de sodio y especialmente diversos representantes de
alimentos como 4cidos grasos, urea, glucosa y aminoacidos. Las proteinas plasmaticas como
el fibrindgeno que intervienen en la coagulacion sanguinea, la albumina y las globulinas que
intervienen en el mantenimiento de la presion osmotica y la fraccion solida correspondientes
a los gldbulos tiene tres tipos de células: 45% de globulos rojos, 3% de globulos blancos y el
1% correspondiente a las plaquetas (34).

Funciones:

La sangre es un liquido vital que bafia todas nuestras estructuras, tejidos y células; esta en

contacto intimo con espacio extracelular (liquido intersticial) y ya que permite el intercambio
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de materia y de gases, permite que nuestras células y tejidos estén vivos. Destacan las
principales funciones:

-Transporta materiales “de y para” las células como son gases (02 y CO2), nutrientes,
hormonas, componentes del sistema inmune, mecanismos de coagulacion y productos de
desecho metabdlicos.

- Regula el pH a través del transporte de gases en los eritrocitos ligado a la hemoglobina,
transporte de carboxihemoglobina y a través de la anhidrasa carbdnica se transforma en ion
bicarbonato que regula el pH.

-Se transporte iones que permiten la homeostasia del espacio extracelular y la diferencia de
concentracion entre el intersticio y el inter de la célula.

-Es regulador de la coagulacion a través de sus componentes presentes en ella.

- Defensa contra toxina y patogenos activando la respuesta inmunitaria.

- Regulacion de la temperatura corporal. (35)

Meétodos de Analisis:

El Hemograma: Esta es una de las pruebas mas solicitadas para respaldar los diagndsticos médicos.
El término fue acuiado por V. Schilling en 1931. Analiza los cambios cuantitativos y
morfolégicos de los distintos elementos que componen la sangre. Se utiliza un hemograma
completo como procedimiento de deteccion para comprender mejor el estado del paciente.
En el momento del analisis se refleja la actividad de la médula 6sea. Apoya el diagnostico de
algunas enfermedades, especialmente la hematologia, que refleja la capacidad del cuerpo
para responder a las enfermedades. Sirve como indicador de la progresion del paciente en
determinadas condiciones patoldgicas como infecciones y anemia (36). El conteo sanguineo
completo de sus elementos formes, es una prueba clasica de laboratorio utilizados para contar
el nimero y las caracteristicas de los globulos rojos (eritrocitos/hematies), globulos blancos
o leucocitos y plaquetas. Las muestras de recuento sanguineo completo generalmente se
toman en tubos con 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA) como aditivo que previene la
coagulacion de la sangre (a menudo con una tapa lila /morado), para su posterior conteo y

diferenciacion de sus elementos celulares (30)
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Lamina periférica

Conocido como frotis de sangre periférica, se trata de una prueba auxiliar que analiza los
cambios cuantitativos y morfologicos mediante un examen visual microscopico y un
recuento de células sanguineas. Esto sirve como complemento de la biometria hematica al
ayudar a diagnosticar la mayoria de las enfermedades de la sangre (36).

Después de extraer la muestra (Anexo 1), se hace un frotis de sangre que incluye los
siguientes pasos:

- Colocar una pequena gota de sangre (10-20 ul) (aproximadamente 3 mm de diametro) en
un portaobjetos de vidrio aproximadamente a 2 cm de un extremo.

-Coloque el extremo de otro portaobjeto en la superficie del primero (donde estan las gotas
de sangre) en un angulo de 45°.

-Deslice el portaobjetos lenta y verticalmente a velocidad media hasta que la gota de sangre
esté bien dispersa en la superficie del primer portaobjetos. Dependiendo del angulo el grosor
del frotis puede variar. Por tanto, por encima de los 45° grados, la prolongacion resultante

sera mas gruesa y mas corta, y por debajo de los 45°, serd mas larga y més fina.

-El frotis se seca a temperatura ambiente durante 10 a 15 segundos en posicion horizontal
(37). El andlisis de lamina periférica es uno de las pruebas mas reveladores que un médico
puede ejecutar. Los avances en la tecnologia automatizada parecen restar importancia al
analisis de frotis sanguineo, pero esta tecnologia no es un servicio de salud capacitado que
también conoce el historial médico, familiar, social y fisico del paciente. Es conveniente

pedir la sangre coloreada de Wright en el laboratorio para su anélisis (38).

Las placas periféricas se consideran normales si:

a) La morfologia de las células sanguineas es normal.

b) Recuento semicuantitativo normal y la formula de leucocitos es normal.
¢) Buen recuento de plaquetas y con buena distribucion (39)

2.2.7 Dimensiones de la calidad de la atencion

Alteraciones de la Serie Roja
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Globulos Rojos. También conocidos como hematies o eritrocitos, son elementos formes
numéricamente abundantes en la sangre. Los globulos rojos tienen forma biconcava para
contener la mayor superficie para el intercambio de oxigeno por dioxido de carbono en el
tejido, con un didmetro promedio de 7 a 9 micras y en frotis secos es de 1, 9 micrones en
zona mas gruesa. Carecen de mitocondrias, carecen de nucleo y debido a la hemoglobina
tiene un color rojizo caracteristico, tiene su duracion de vida alrededor de 120 dias y es de
aproximadamente 4,5 a 5,5 millones por mm3 la cantidad que oscila en el cuerpo humano,
pero esta cantidad depende del sexo, la edad, el peso de la persona y su ubicacidon geografica;

constituyen el 95 a 99 % del volumen total de la sangre (40).

CALIFICACION DE CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

El ordenamiento de las caracteristicas morfoldgicas deberia proporcionar a los médicos una
util informacion sobre el estado anormal de la sangre periférica. Para respaldar el diagndstico
diferencial es responsabilidad del laboratorio proporcionar una buena informacion, en lugar
de proporcionar elementos de datos clinicamente poco significativos. Por tal motivo se
incluye una tabla de clasificacion morfolégica el cual incluye un procedimiento de
clasificacion de niveles, para 2+ (moderado) y 3+ (muchos). La nominacion de 1+ (pocos /
poco frecuentes) esto es exclusivo de esquistocitos unicamente, ya que las observaciones son
clinicamente importantes, incluso en pequefias cantidades. Cada Sistema de laboratorio y
laboratorio debe tener criterios de clasificacion y politicas establecidas para asegurar
consistentemente su aplicacion (Tabla 2). Existen muchas variaciones de la nomenclatura de
eritrocitos de uso comun y se proporciona una tabla que muestra la nomenclatura de

eritrocitos recomendada y sinonimos comunes (ANEXO 3) (41).

Tabla N° 2 Tabla de Clasificacion Morfologica

Sistema de Calificacion
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Moderado/2+ Muchos/3+

Nombre de Células Pocos/1+ % %
RBC

Anisocitosis N/A 11-20 >20
Macrocitos N/A 11-20 >20
Macrocitos ovalados N/A 2-5 >5
Microcitos N/A 11-20 >20
Células hipocrémicas N/A 11-20 >20
Policromasia N/A 5-20 >20
Acantocitos N/A 5-20 >20
Mordida de células N/A 1-2 >2
Células blister N/A 1-2 >2
Equinocitos N/A 5-20 >20
Eliptocitos N/A 5-20 >20
Irregularmente células contraidas N/A 1-2 >2
Ovalocitos N/A 5-20 >20
Esquistocitos <1% 1-2 >2
Células falciformes N/A 1-2 >2
Esferocitos N/A 5-20 >20
Estomatocitos N/A 5-20 >20
Células diana N/A 5-20 >20
Células en forma de lagrima N/A 5-20 >20
Punteado basoéfilo N/A 5-20 >20
Cuerpos de Howell-Jolly N/A 2-3 >3
Cuerpos de Pappenheimer N/A 2-3 >3

Alteraciones de la Serie blanca
Globulos Blancos (Leucocitos)
Es un tipo de globulo sanguineo que se origina en la médula dsea y se localiza en la sangre y

el tejido linfatico. Los globulos blancos son parte del sistema inmunoldgico del organismo y
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ayudan a batallar contra infecciones y otras enfermedades. Los tipos de globulos blancos son
granulocitos (neutroéfilos, eosinodfilos, basofilos), y agranulocitos como son monocitos y
linfocitos (células T y células B). El recuento sanguineo completo (RSC) generalmente
incluye recuentos de globulos blancos. Este valor se utiliza para revelar afecciones como
leucemias, infecciones, alergias e inflamacién (42),

Forman poblaciones celulares heterogéneas, su morfologia y funciones permiten su
caracterizacion, y en base a estas diferenciaciones, la ultima generacion de analizadores
automatizados puede contar diferentes poblaciones de leucocitos. Similar a lo que obtiene

cuando lee la lamina sanguinea bajo un microscopio (43).

La diferenciacion de leucocitos incluye clasificarlos segun el tamafio, la forma del ntcleo, el
patron de cromatina, la forma citoplasmatica y su contenido. Pueden ser congénitas o
adquiridas durante diversas enfermedades las anormalidades morfologicas del nucleo o el
citoplasma y / o el tamafio de los leucocitos. La clasificacion de 2008 de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) de canceres hematopoyéticos y linfoides recomendd la
diferenciacion de 200 leucocitos en lamina periférica para el diagnostico de leucemia
mieloide aguda (LMA) y sindrome mielodispléasico. Sin embargo, la diferencia de 100

globulos blancos es mas comun en el andlisis de sangre laboratorial (tabla 3) (41).

Tabla N° 3 Tabla de Clasificacion Morfologica

Sistema de Calificacion

Moderado/2+ Muchos/3+
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Nombre de Células Pocos/1+ % %
WBC

Cuerpos de Dohle N/A 2-4 >4
Vacuolacion (neutréfilo) N/A 4-8 >8
Hipogranulacion (neutréfilo) N/A 4-8 >8
Hipergranulacion (neutréfilo) N/A 4-8 >8

Durante el periodo de la infancia, la distribucion del nimero de globulos blancos y sus
proporciones varian con la edad. Los cambios distribucion porcentual y en su numero y se
producen ante diversas causas fisiologicas y patologicas. La respuesta es inespecifica y

evoluciona rapidamente y debe interpretarse de acuerdo con el cuadro clinico del paciente

(Tablad) (44).

Tabla 4

Recuento leucocitario en la infancia

Grupo etario

RN
1 afio
2-5 anos

6-12 afios

Neutrofilos en banda
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Cifra leucocitos Férmula porcentual + 10%
. Neutrofilo Linfocitos
Promedio y rango
18 000 (10-30 000) 60 30
12 000 (6-18 000) 30 60
10 000 (6-15 000) 40 50
8 000 (5-13 000) 50 40
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Tienen un didmetro de 10-14 pm y tienen nucleos no segmentados u 16bulos rudimentarios
conectados por bandas gruesas en lugar de un hilo. Tiene el citoplasma un color rosa y es
abundante, contiene una gran cantidad de granulos neutrofilos o granulos secundarios de
color rosa purpura que se distribuyen por toda la célula uniformemente. Los neutrofilos en
banda en pacientes adultos o pediatricos no se informan en muchos laboratorios debido a la
variabilidad del observador en la clasificacion de estas células, es una practica reconocida y
aceptada. Se recomienda que estas células se cuenten como neutréfilos segmentados en la
lamina periférica. Si encuentra mas nimeros en el frotis de sangre, pueden hacerse los

comentarios apropiados (41).

Neutrofilo segmentado

Los granulocitos tienen un didmetro de 10-14 pm y los nacleos con lobulos (generalmente 3*
4), pero también hay algunos neutréfilos con 2-5 l6bulos conectados por finas cadenas de
cromatina, €ésta se agrupado en grumos que se colorean de violeta y es gruesa. Se pueden
observar pequefios apéndices del nucleo. Tiene un citoplasma rosado intenso con numerosos
pequefios granulos secundarios (41).

Eosinofilos

Tienen un didmetro de 12 a 17 pm. y el nucleo suele tener solo dos l6bulos con cromatina
gruesa, agrupada de color violeta. Rico en citoplasma que contiene mas granulos eosinofilos

secundarios (naranja) mas grandes que los granulos de neutrofilos y de tamafio més uniforme

(41).

Basofilo
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De 10-16 um de didmetro, con citoplasma azul palido que en su interior contiene granulos
secundarios purpura oscuro. Estos granulos se disuelven cuando se tifien dejando areas claras
en el citoplasma porque son solubles en agua. Los nucleos estan segmentados, pero
frecuentemente enmascarados por granulos basofilos de diferentes nimeros, tamafos y
formas (41).

Monocitos

Los monocitos varian de tamaiio, pero son las células mas grandes de la sangre periférica,
generalmente tienen un didmetro de 15-22 pum. El nucleo tiene un perfil irregular
(generalmente en forma de rifidon), la cromatina esta distribuida en finos filamentos con un
margen definido. El citoplasma tiene color gris azulado y claro con muchos granulos finos.
Algunos monocitos pueden contener pequenas cantidades de granulos de color rojo violeta 'y
puede contener vacuolas (41).

Linfocito

Los linfocitos de sangre periférica son en su mayoria pequefios (10 a 12 pm) o menos
frecuentes (12-16 um). Los linfocitos pequefios a menudo tienen bordes redondeados y
nucleos redondos con cromatina densa intensamente coloreada, con citoplasma escaso. Los
linfocitos grandes a menudo tienen bordes irregulares y la cromatina del nucleo es mas
delgada a comparacion de los linfocitos pequetios, el citoplasma es abundante y de color
celeste. Los linfocitos granulares grandes (LGL) tiene caracteristicas de los linfocitos
grandes, pero en el citoplasma contiene granulos prominentes de color rojo violeta. Los
linfocitos pueden formar hasta un 10-20% de las células de sangre periférica en individuos
normales. Tenga en cuenta que los linfocitos predominan en los frotis de sangre de bebés y

niflos menores de 4 afios (41).
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Alteraciones de la Serie Plaquetaria

Plaquetas:

Son pequenas fracciones granulares procedentes del citoplasma megacariocito de color azul
grisaceo, poseen muchos granulos pequefios de color purpura rojizo (41). Los cambios en el
recuento de plaquetas, junto con su tamaio, pueden ser importantes desde el punto de vista
diagnostico. Ya que el rango normal de recuentos de plaquetas puede variar ampliamente. Se
define comuinmente como trombocitopenia, recuento de plaquetas <150.000 mm3 vy
trombocitosis los conteos desde 600.000 a 1.000.000 o mas (44).

Su tamafio es importante desde el punto de vista diagndstico, especialmente cuando se
considera el recuento de plaquetas. Una plaqueta tipica tiene un didmetro de 1,5 a 3 um. Las
plaquetas grandes aproximadamente tienen un tamano de 3-7 um (diametro de los globulos
rojos de tamafio normal), mientras que las plaquetas gigantes son mas grandes que los
eritrocitos, con un diametro de 10 a 20 um. En personas normales, las plaquetas por debajo
de 5 % suelen ser més grandes. Aumenta gradualmente el tamafio de las plaquetas durante el
almacenamiento en un tubo de recoleccion intravenoso con anticoagulacion de EDTA (41).
Para el reconocimiento, clasificacion y conteo se hara bajo las normativas de la International
Council for Standardization in Haematology (ICSH) de su articulo ICSH recommendations
for the standardization of nomenclature and grading of peripheral blood cell morphological
features publicado en la INTERNATIONAL JOURNAL OF LABORATORY
HEMATOLOGY del afio 2015. (ANEXO 4)

2.3.5 Instrumentos para medir Alteraciones del tejido Sanguineo.

Ficha de Recoleccion de datos (37)
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ANEXO 2 : FICHA DE RECOLECCION DE DATOS HEMATOLOGICA
1.-Datos del paciente

11 Codige [ |

1.2) Numerp de ficha de la unidad de analisis de HTLY-1

1.3) Lugar de procedencia

1.4} infeccion probable :I Infeccién confirmada |

1.5) iHa estado en contacio con personas diagnosticadas con WIH? (51 [NO
1.8) iHa sido diagnosticado alguna vez con anemia? [51 (MO
1.7) iHa donado sangre en los Gitimos 3 meses? [=1 [nO

1.8) 5i es rmujer, responder |a Siguiente pregunta:

iCuande fue su (Itima menstruacién 7 | |

1.9) ;Firmé &l consentimienta? E [no

2 Unidad derivada

21)Bancodesangre [ ]
22) Consultorio A

3.1) Frotis de lamina periférica

3.1.1) serie mieloide

&) Flower cells [=1 [mD
b} Linfocitos reactivas [s1 =
¢} Linfocitos Clivados [s1 [no

tras alteraciones mieloides
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1

!li.ll Serie megacariocitica
|a] Trombocitosis

|

b) Trombocitopenia

Dtras alteraciones megacarnoditicas

I'I:l'l.r'ES. alteraciones encontradas

1.2] Hemograma completo

Parametros de medididn

IWBC [10%/]
RBC [10%d]
HGB [G/DL]
IHCT ]
IMCV [FL]
MCH [PG]
MCHC [G/DL]
FLT [10°/d ]
|{RDW-SD [FL]
IRDW-5V [%]
IMPV [10°/]
INEUT [107/L]
ILYMPH [10°/4d]
IMONO [10°/d]
EO [107% 7]
BASO (1074 ]
NEUT 4]
LYMPH 4]
EM{:IHL'I- 4]
EQ 4]
IBASD %]
IRET [10°/]

2.3. Formulacion de hipotesis

2.3.1. Hipotesis general
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Disminuido Normal

Incrementada

W

5—1010"/pL

4—5.510°/ L

11-15g/dL

30— 45%

BO— 96 fL

27— 32pg

32- 36 gfdl

150-400 107 ful

37 - S4fL

11.5- 14.5%

6.9- 106 L

2-7.5 10'/uL

15-3.5 107/l

0- 0.8 10/l

0-0.5 10'/uL

0- 0.1 10%uL

40 - 75%

15- 35%

0- 10%

0- 5%

0- 17%

0- 09 10° L
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Ho: No existe nivel de relacion entre la genotoxicidad y las alteraciones en el tejido sanguineo
en niflos expuestos a agua contaminada con metales pesados en el centro poblado de Rica

Playa.

H1: Existe un nivel de relacion entre la genotoxicidad y las alteraciones en el tejido sanguineo
en nifos expuestos a agua contaminada con metales pesados en el centro poblado de Rica

Playa.

2.3.2. Hipotesis especificas

a. Ho: No existe nivel relacion entre la genotoxicidad y las alteraciones de la serie roja en

nifos expuestos a agua contaminada con metales pesados en el centro poblado de Rica Playa.

H;i: Existe un nivel de relacion entre la genotoxicidad y las alteraciones de la serie roja en

nifios expuestos a agua contaminada con metales pesados en el centro poblado de Rica Playa.

b. Ho: No existe nivel de relacion entre la genotoxicidad y las alteraciones de la serie blanca
en niflos expuestos a agua contaminada con metales pesados en el centro poblado de Rica

Playa.

H;i: Existe un nivel de relacion entre la genotoxicidad y las alteraciones de la serie blanca en

nifos expuestos a agua contaminada con metales pesados en el centro poblado de Rica Playa.

c. Ho: No existe nivel de relacion entre la genotoxicidad y las alteraciones de la serie
plaquetaria en nifios expuestos a agua contaminada con metales pesados en el centro poblado

de Rica Playa.
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H;i: Existe un nivel de relacion entre la genotoxicidad y las alteraciones de la serie plaquetaria
en niflos expuestos a agua contaminada con metales pesados en el centro poblado de Rica

Playa.

3. METODOLOGIA

3.1. Método de la investigacion

“Es un modelo hipotético deductivo ya que consiste en la generacion de hipdtesis a partir de
dos premisas, una universal (leyes y teorias cientificas) y otra empirica, que seria el hecho
observable que genera el problema y motiva la indagacion, para llevarla a la contrastacion
empirica, que viene a ser la hipotesis para generar un avance en el conocimiento.” (45)

3.2. Enfoque de la investigacion

En enfoque de la investigacion es Cuantitativo debido a que se busca comprobar la
hipdtesis que se ha establecido y de igual manera los objetivos plateados de forma en que

los datos de puedan demostrar de forma estadistica.

3.3. Tipo de investigacion

La presente investigacion es de tipo Basica ya que “es aquella cuya finalidad es ampliar el
conocimiento cientifico y es que no persigue la aplicacién practica; esta orientada a la
explicacion de los fendmenos al descubrimiento de leyes naturales y la construccion de la
teoria interrelacionando definiciones y proposiciones que suponen una vision sistematica de

procesos.” (46)

3.4. Disefo de la investigacion
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El disefio es Observacional: Transversal.

Observacional: “Se define a partir de la ausencia de intervencion del investigador en el
desenlace de lo que se desea evaluar. (47)

Transversal: “Es la evaluacion de un momento especifico y determinado de tiempo, pueden
también evaluar la asociacidon entre dos o mas variables, es decir, tener un enfoque analitico
siendo una alternativa interesante para explorar asociaciones de manera preliminar o en
escenarios de recursos limitados.” (47)

3.5. Poblacion, muestra y muestreo

El presente estudio en la clasificacion segin su extension se trata de una investigacion
censal ya que es “en donde la muestra es toda poblacion” (50)

Poblacion: La poblacion de estudio se conforma por 60 (sesenta) nifios menores de 5 afios
residentes del Centro Poblado de Rica Playa, en el Distrito de San Jacinto que est4 ubicado
en la margen izquierda del Rio Tumbes.

Muestra: Al considerarse el tamafio de la poblacion y al establecerse la estrategia para el
muestreo la cual serd abordar como muestra a la poblacion en un 100% o sea a todos los 60
niflos menores de 5 afios que es el total de la poblacion presente en el centro poblado. No se

aplica célculo de tamafio muestral debido que la muestra es igual a la poblacion, situacién

que nos brindard una mayor confiabilidad y el error de muestreo sera reducido al minimo.
Criterios de inclusion:
- Nifios de 1 mes hasta 4 anos 11 meses cuyos padres acepten ingresar al estudio mediante

el consentimiento informado.

- Nifos residentes del Poblado de Rica Playa por un tiempo no menor de 1 afio

Criterios de exclusion:
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- Nifios con diagnoésticos de enfermedades infecciosas cronicas: VIH o Tuberculosis,

TORCH

- Recién nacidos.

Muestreo:

La técnica estadistica del muestreo que se utilizara es Probabilistica ya que “todos los

integrantes de la poblacion estan en capacidad de ser parte de la muestra” (51).

3.6. Variables y operacionalizacion

VARIABLE DIMENSION DIMENSIONES INDICADORES ESCALA DE ESCALA
OPERACIONAL MEDICION VALORATIVA
Independiente: Micronucleos: Test de Recuento de Escala 0: Ausencia
Genotoxicidad Alteracion de la | Micronucleos Micronucleos 1 a3: Baja
estructura del 4 a 6: Media
ADN por un 7 amas: Alta
agente Toxico
Dependiente: Lamina Alteraciones de | Cantidad Numérica 4.0-5.6
Alteraciones del | Periférica: la serie roja. Tamafo Semicuantitativa | 1+: Poco
tejido Sanguineo. | Prueba auxiliar 2+: Moderado
que analiza los 3+: Muchos
cambios Color Semicuantitativa | 1+: Poco
cuantitativos y 2+: Moderado
morfologicos 3+: Muchos
mediante un Forma Semicuantitativa | 1+: Poco
examen visual 2+: Moderado
microscopico y 3+4: Muchos
un recuento de Inclusiones Semicuantitativa | 1+: Poco
células 2+: Moderado
sanguineas. 3+: Muchos
Células Semicuantitativa | 1+: Poco
inmaduras 2+: Moderado
3+: Muchos
Alteraciones de | Cantidad Semicuantitativa | 4-15.5
la serie blanca. | Tamafio Semicuantitativa | 1+: Poco
2+: Moderado
3+: Muchos
Color Semicuantitativa | 1+: Poco
2+: Moderado
3+: Muchos
Forma Semicuantitativa | 1+: Poco
2+: Moderado
3+: Muchos
Inclusiones Semicuantitativa | 1+: Poco
2+: Moderado
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3+: Muchos

Células Semicuantitativa | 1+: Poco
inmaduras 2+: Moderado
3+: Muchos
Alteraciones de | Cantidad Numérica 140-450
la serie Tamano Semicuantitativa | 1+: Poco
plaquetaria. 2+: Moderado
3+: Muchos
Satelitismo Semicuantitativa | 1+: Poco
2+: Moderado
3+: Muchos
Células Semicuantitativa | 1+: Poco
inmaduras 2+: Moderado
3+: Muchos

3.7. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.7.1. Técnica

Es la Observacion ya que “esta actividad se sujeta a la necesidad del investigador por conocer
el fendmeno en cuestion y tener claridad de la posicion la cual desarrollaré la investigacion;
como técnica de recoleccion asume el uso de los sentidos bajo criterio relacionales de los
hechos, ademas que se desarrolla en un ambiente natural del fendmeno” (48)

3.7.2. Descripcion de instrumentos

Guia de observacion: “Instrumento que se basa en una lista de indicadores que pueden
redactarse como afirmaciones o preguntas que orientan la observacién en una actividad
durante un periodo de tiempo o de trabajo. (49)

3.7.3. Validacion

Para que la herramienta sea efectiva y pueda medir variables asociadas, debe responder a la
claridad de la estructura que pertenece al contenido y a los requisitos de relevancia que busca
medir. Estos son los requisitos basicos que debe cumplir una herramienta. Por este motivo,
las herramientas utilizadas fueron expresadas sobre la base de su evaluacion y luego
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evaluadas rigurosamente por expertos del sector aprobados. Las herramientas aplicadas

fueron verificadas por tres expertos.

VALIDADOR GRADO ACADEMICO RESULTADO
MAGALLANES SEBASTIAN MARTIN Magister Aplicable
DONAYRE MEDINA PIERINA Magister Aplicable
GARCIA VASQUEZ CARLSO HUGO Magister Aplicable

Cuadro de Validadores

3.7. 4 confiabilidad

Se llevd a cabo la prueba estadistica piloto para obtener la validez del contenido y del
instrumento y confiabilidad de los datos, de la sido analizada el 10% de la poblacion. Se realiz6 el
analisis de confiabilidad, mediante el software estadistico SPSS version 25, evaluandose el
Coeficiente Alfa de Crombach con el cual se obtuvo el resultado de 0.885, lo que nos indica
que el grado de fiabilidad del instrumento es “ALTA”, en tal sentido podemos afirmar que

nuestro instrumento de recoleccion es adecuado para el estudio. (ANEXO 5)

Estadisticas de fiabilidad

Alfa de
Cronbach N de elementos
,885 17

Cuadro: Grado de Fiabilidad

3.8. Plan de procesamiento y analisis de datos
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Se realizara estadistica descriptiva ya que es una investigacion cuantitativa correlacional
transversal se utilizarad la prueba estadistica Coeficiente de Correlacion de Pearson para
determinar la correlacion que existe entre las variables. Se utilizara el paquete estadistico de
analisis cuantitativo SPSS version 25.

3.9. Aspectos éticos

Debido a que la investigacion se realizard con seres humanos se debe tomar en cuenta la
Declaracion de Helsinkise para la investigacion biomédica en seres humanos, asi mismo tener
en cuenta el Articulo N° 73 del codigo de ética y deontologia del Colegio Tecnologo Médico
del Peru que hace mencion del consentimiento informado. Ademas, se dard a conocer la
informacion necesaria del estudio, objetivos, beneficios y riesgos a la poblacion y autoridades
locales. Se obtendra el consentimiento informado (Anexo) de los padres proporcionando la
autorizacion para incluir a los nifios en la investigacion, toma de muestra y procesamiento de
la misma. De igual manera se pedira autorizacion a la Universidad Nacional de Tumbes como

institucion de la cual se deriva la presente investigacion y a su comité de ética.
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4.2 Presupuesto:

Se detalla los siguientes recursos a utilizar:

26-03-2022 Vers. 003

U;lill?g%{?o CANTIDAD | PRECIO TOTAL
RECURSOS HUMANOS
Personal técnico S/. 400 1 S/. 400
Personal Administrativo S/. 400 1 S/. 400
RECURSOS MATERIALES Y EQUIPOS (BIENES)
Equipo de Bioseguridad S/. 25 4 unid S/. 100
Tubos de Ensayo S/. 50 2 paquete S/. 100
Agujas S/. 2 1 paquete S/. 25
Alcohol S/. 10 1 unid S/. 10
Algodon S/. 25 1 unid S/. 25
Guantes S/. 25 1 caja S/. 25
Laminas Porta Objeto S/. 6 2 caja S/. 12
Coloraciones S/. 500 1 set S/. 500
Hisopos S/. 15 2 set S/. 30
Microscopio S/. 5000 1 unid S/. 5000
Equipo Hematolégico S/. 50000 1 unid S/. 50000
Computadora S/. 2500 1 unid S/. 2500
Impresora S/. 1000 1 unid S/. 1000
SERVICIOS
Combustible S/. 17 6 galones S/. 102
GASTOS ADMINISTRATIVOS Y/O IMPREVISTOS
TOTAL S/. 60049
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Anexo 1: Matriz de consistencia

“GENOTOXICIDAD Y ALTERACIONES DEL TEJIDO SANGUINEO EN NINOS
EXPUESTOS A AGUA CONTAMINADA CON METALES PESADOS EN RICA
PLAYA, TUMBES 2021~

Formulacién del Objetivos Hipotesis Variables Disefio
Problema Metodologico
Problema General Objetivo General Hipotesis General Variable Tipo de
Independiente Investigaciéon
(Cual es nivel de Determinar el nivel Existe un nivel de . -
.y Genotoxicidad Bésica
. . relacion entre la
relacion entre de relacion entre la
.. .. toxici 1 Dimension Mét isefi
genotoxicidad y las genotoxicidad y las genotoxicidad y las imensiones deel;)do y disefio
alteraciones de los alteraciones los alteraciones en el tejido Alteracion de la investigacion
sanguineo en nifios estructura del ADN
elementos formes del | elementos formes . i .
) ) expuestos a agua e h}sopado bucal Metodg.
tejido sanguineo en del tejido sanguineo (micro nucleos) Inductivo.
s . contaminada con
nifios expuestos a en niflos expuestos a . o
Variable Disefio:
. . metales pesados en el . .
agua contaminada con | agua contaminada Dependiente Observacional:
centro poblado de Rica Transversal.
metales pesados en el | con metales pesados .
Playa Alteraciones del
centro poblado de en el centro poblado ’ tejido Sanguineo. Poblacion
Muestra

Rica Playa - Tumbes

en Rica Playa

Hipotesis Especificas: Dimensiones
20217 Tumbes 2021. Poblacion: 61
a. Existe un nivel de | Alteraciones de la nifos.
Problemas Objetivos relacién  entre la | STC I
Especificos: Especificos

a. (Cual es nivel de
relacion entre
genotoxicidad y
las alteraciones de
la serie roja
presentes en niflos
expuestos a agua

contaminada con

a. Determinar el
nivel de relacion
de la
genotoxicidad y
las alteraciones
de la serie roja
presentes en

nifios expuestos

genotoxicidad y las
alteraciones de la
serie roja en nifios
expuestos a agua
contaminada con
metales pesados en
el centro poblado de
Rica Playa.

b. Existe un nivel de

metales pesados a agua relacion entre la
en el centro contaminada genotoxicidad y las
poblado de Rica con metales alteraciones de la
Playa — Tumbes pesados en el serie blanca en nifios
2021? centro poblado expuestos a agua
b. (Cual es el nivel de de Rica Playa. contaminada  con

relacion entre
genotoxicidad y

las alteraciones de

b. Determinar la
relacion de la

genotoxicidad y

metales pesados en
el centro poblado de

Rica Playa.

Alteraciones de la
serie blanca.

Alteraciones de la
serie plaquetaria.
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la serie blanca
presentes en nifios
expuestos a agua
contaminada con
metales pesados
en el centro
poblado de Rica
Playa — Tumbes
20217

c. (Cual es el nivel de
relacion entre
genotoxicidad y
las alteraciones de
la serie
plaquetaria
presentes en nifios
expuestos a agua
contaminada con
metales pesados
en el centro
poblado de Rica
Playa — Tumbes
20217

las alteraciones
de la  serie
blanca presentes

nifios expuestos

a agua
contaminada
con metales

pesados en el
centro poblado
de Rica Playa.

Determinar el
nivel de relacion

la genotoxicidad

y las
alteraciones de
la serie
plaquetaria

presentes en

nifios expuestos

a agua
contaminada
con metales

pesados en el
centro poblado

de Rica Playa.

Existe un nivel de
relacion entre la
genotoxicidad y las
alteraciones de la
serie plaquetaria en
nifios expuestos a
agua contaminada
con metales pesados
en el centro poblado

de Rica Playa.
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ANEXO 2

MATRIZ DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

VARIABLES DEFINICION DEFINICION DIMENSIONES No DE INDICADOR
CONCEPTUAL OPERACIONAL ITEM
Independiente: | Micronucleos: | Micronucleos: | Test de 1 Recuento de
Genotoxicidad | Son permite Micronucleos Micronucleos
fragmentos o | evaluarla
cromosomas | capacidad de
completos un compuesto
gue quedan para inducir
fuera del alteraciones
nucleo cromosdémicas.
durante la
mitosis.
Dependiente: Lamina Lamina Alteraciones de | 2 Cantidad
Alteraciones periférica: Es | Periférica: la serie roja. 3 Tamafio
del tejido un analisis Prueba auxiliar 4 Color
Sanguineo. gue evalta el | que analiza los 5 Forma
tamano, la cambios 6 Inclusiones
formayel cuantitativos y 7 Células
numero de morfoldgicos inmaduras
los diferentes | mediante un | Alteraciones de | 8 Cantidad
tipos de examen visual | |3 serie blanca. |9 Tamafio
células de la microscopico y 10 Color
sangre, entre | un recuento de 11 Forma
e“?S: céIuIa? 12 Inclusiones
Glf)bulos sanguineas. 13 Células
roJ,°S inmaduras
Globulos Alteraciones de | 14 Cantidad
blancos . la serie 15 Tamafio
Plaquetas: plaquetaria. 16 Satelitismo
17 Células
inmaduras
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ANEXO 3: Sinénimo de Glébulos Rojos.

Table 2. Commaon red cell synonyms

Recommended
Nomenclatune

SYTIN Y

Common clinical conditions
associated with

Acanthocyte

Basophilic

stippling
Bite cell

Blister cell
Echinocyte

Elliptocyte

Howell-Tolly body

Hypochromic cell
Irregularly
contracted cell
Macrocye
Microcyte
Owvalocyie

Pappenheimer
baovdies
Polkilocyte

Polychromankic cell
RELC

schisiocyte

Sickle cell
sSpherocyte

SLOMA TOCYTE
Target cell
Teardrop cell

acanthobd cell, astrocyte, burr cell, prickle cell,
pyknocyie, star cell, spur cell, thom cell

punciate basophilia

keratocytes

puddle cell, eccentrocyre

berry cell, bure cell, crenaved cell,
mulberry cell, poikilocyie. pyknocyte.
spiculated cell, spur cell, spurnik
cell, star cell

bacillary cell, dgar or rod shaped cell,
ovalocyte, pencil cell

anulocyte, pessary form, ring form

macronarmocyte, megalocyte
FUCHEOTTOCY T
bacillary cell, cigar or

rod shaped cell, elliprocyte

burr cell, trregular shaped
cell, irregularly comiracted
cell, pvknocyte, spur cell

polychromatophilic cell

erythrocyle, normocyte,
discocyte

burr cell, helmer cell,
horn cell, keratoschistocye,
pincer cell, poikilocyie,
prickle cell, red cell
fragment, schizocyte,
thorn cell, rriangular cell

drepanocyte, holly leal cell

spherical cell

cup cell, knizocyre, sliv cell
cosdocyte, leplocyle
dacrocyte, pear-shaped cell

Liver disease, vitamin E defidency,
ptsplenectomy, abetalipoproteinaemia,
McLeod REC phenotype

Lead poisoning, haemoglobinopathies,
thalassaemia, abnormal haem symthesis

GAHPD defidency

Oxidative haemaolysis, GEFD deficdency

Liver and renal disease, pyruvare kinase
defidency, siorage artefact

Hereditary elliptocytosis, iron deficency

Hyposplenism, postsplenectomy, haemalytic
anaemia, megaloblastic anaemia

Tron deficlency, thalassaemia

GHEPD defldency, haemoglobinopathies

B12/folate defidency, liver disease, MD5S
Tron deficlency, thalassaemia
Hereditary ellipiocyosls, iron deflclency

Sideroblastic anaemia, haemoglobinopathbes,,
hypaosplenism

HaH'H'II:l|'!|"I|I'.' anaemia, haematinic reatment

Microanglopathlc haemolytic anaemia,

TIF, HUS, DIC,
renal disease

Sickle cell anaemia and other sickle cell diseases

Hereditary spherocytosis, ABO and warnm ATHA,
Closiridium perfringens sepsis, bums

Alcoholic liver disease, hereditary stomatocytosis

Liver disease, haemoglobinopathies, thalassaemia

myelofibrosis
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ANEXO 4: Guia ISCH
International Fourmal of Laboratory Hematology

e IRTERMATIONAL JOURNAL OF LABCRATERY HE AT

IC5H recommendations for the standardization of nomenclature
and grading of peripheral blood cell morphological features
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SUMMARY

These guidelines provide information on o oo reliably and con-
stsently repon abnormal red blood cells, whiee blood cells and
plavclers wsing mamual microscopy. Grading of abnormal cells,
nomenclarure and a brief descriprion of the cells are provided. I s
impomant that all coumnes in the world ose consiment repiering of
blpod cells. An mernational group of momphidogy experes have
dedded on these guidelines nsing oonsensus opinion. For seme red
blood cell abnormalivies, it was decided thanr parameters produoed
by the amomated haemarnlogy amalyser might be mere accurane
and less subjeciive than grading using microscopy of auiomaaed
image amalysis and laboraories might Bke o investigare this fors
ther. A link is prowided 10 show examples of many ol the cellk dis-
cussed in this guideline.

60



ANEXO 5: Test de Confiabilidad

Escala: ALL VARIABLES
Resumen de procesambiento de
CAS0S
N %
Cascs  Walido & 1000
Exciuido” 0 A
Taotal & 1000

a. La sliminaddn por lista se basa &n fodas las vanables del procedimmienio.

Estadisticas de fiabilidad
Alta de
Cronbach N de elemenios
EES 17

Estadisticas de total de slameanto

Media d= Varanza de Comsaciain Alla de
excala = el escala s oial de Cronbach = el
elemenio s& fia | elemenio se ha semenios elemenio s ha

suprimido SUDrITedO porTesgida suprimidio
WAFOO00 1 33, 1BET 148,567 A=03 )
WARDOO0Z 33, EEET 137 86T JBaT ETa
VAR 34, D0 . 143,600 . 336 . BB
WARDOO0Y 34,3333 151,867 A51 EET
VARDOOOS 33,3333 132,267 J10 AT
RTINS 33,333 141,367 573 Erd
WRRDOOOT 33, EEET 137 86T JBaT ETa
VARDOOOS 34,8887 155,467 AS6 | m
VAR 34,3333 151,867 A51 EET
VARDO0D 34,5000 153,100 AT B84
VRSO0 33, EEET 133,867 553 a3
VARDODZ 33,3333 . 133,467 A3z o]
WARDO01 3 24, 1BET 145,367 A51 -y
VARDOOYA MMBET 1437?54 me0
VARDOS 33,333 138,967 555 a3
VARDINE 33,333 148,367 e FF EET
VARDIT 33, 500D 145,300 A8566 =21
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Anexo 6

CONSENTIMIENTO INFORMADO FARA PARTICIFAR EN PROYECTO DE
INVESTIGACION

Ezte docmmento de consentimients informado tiens informacion que o ayadara a decidir =i
dezea participar en exte estadio de ivestizacion en salud: “Genotoxicidad v alteraciones dal
tejido sansunes en nifos expuestos 3 agua contammada con metalss pesados en rica plava,
Tumbes 20217, Antes da decidir i participa o no, debe comocar v comprender cada uno de
los siguiente: spartados, tomesze el tiempo necesario v lea con detenimiento 1z informacion
proparcionada limezz abajo, si a pezar de ello persisten susz dudss, commmiguese coa la
irvestizadaora 2l telefono celular o comeo electromico gus fimran en ol documento. Mo debe
dar su consentimiento kasta que entienda la informacion v todas sus dudas habiesen zido
resueltas.

Titulo del provecte: Genctoxicidad v alteraciones dal tejido sanFumeo en nifos expaestos
2 zzua contaminads con metales pesados en rica playva, Tambes 20210

Nombre del investizador principal: Angel Anderzon Suwyaon Castillo

Proposito del estudio: Determinar =i exists relacion en el consumo de agea contarminads
con lzz alteraciomes del tejido samguineo v 2 lz vez las repercusiones en la salud de la
poblacion.

Participantes: Perzonal respomssble da tomas de muestra, analizis v emizion de resultados.
Participacion: MNifios de 1 me: kastz 4 anos 11 meses.

Participacion veluntaria: La participacion NO tiene condicionamientos ni es obligatoria,
ez voluntaria en su totalidad, =i siente almuma prezion u oblizacion por favar repartelo al
investizador o 2l comits de etica.

Eeneficios por participar: Lz imvestizacion tiens benaficio a2 los participantes s ls sntrazars
una copia de suz resultados; la poblacion de Fica plava para conocer su estado de szhud v en
genaral a2 la poblacion tombesing 2l conocer las comsecnencizz del consumo de zgus

contaminada con metales pazados.

Inconvenientes v riesgos: Se podnz presenter hematomas sobre la puncion donde ze tome
la muestra sanFunes lo cnal sera pazzjero. Mo hay otro tipo de riesso.



Coato por participar: INo exista costo por 1a participacion.
Remuneracion por participar: La participecion no sera remumerada
Confidencialidad: 5= mantendran en reserva los datos proparcionado par los participantes.

Renuncia: Loz participantes puede comumicar =n deseo a no ser parte de la investizacion a
través del correo sleciromico szmvonc@unbombe: edupe o mma llamadas a3l investigador
principal 2l cehalar 835381934

Conzultaz posteriores: La conmmicacion sera abiera envizndo un mensaje de t=tto al
035281038 v =2 le devolvera la llamada pera aclarer las consultas.

Contacto con el Comite de Efica: Se podré conpmicar al comite de etica al correo
elactromico 30COT0TY o al rumero de calular 300000
DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Daclaro que he leido v comprendido lz informacion proposcionada, se me offecio la
oparnmidad da hacer preguntas v responderles satisfactoriamente no he percibido coaccion
ni he =ido mfluido mdebidaments a participar o cantimmar participando en el estodio v guoe
finzlments el hecho de responder la encuests expresz mi aceptacion a perticipar
vohmtariamente en el estodio. En merito 2 ello proporciono 1z informacion ziguiente:

PadreNdadre o Apoderado Legal

Diprumiesito IMacional de [demtidad:

Mombres v Apsllidas.

Caorres electronico persanal o instinacional:

Autorizo la participacion de mi menor hijo{a)

Dipmumiento Macional de [demtidad:

Nombres ¥ Apeliitiga.

Firma v Huella Digital:



Anexo 7

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS Pag. 1/2

l. INFORMACION GENERAL PARA EL PROCES0O DE RECOLECCION DE DATOS

FECHA DE LA )
RECOLECCION DE Dia: MES: ARlo:
DATOS

NOMERES ¥ APELLIDOS

DEL INVESTIGADGR Angel Anderson Suyon Castillo

LUGAR DE LA

RECOLECCION Centro Fablado "Rica Flaya™ - Tumbes

DATOS DEL RECOLECTOR

Dl COLEGIATURA APELLIDD PATERNO APELIDO MATERMO NOMEBERES

TIPO DE INSTRUMENTO

DE RECOLECCION ESCALA WVALORATIVA CODIGO DE MUESTRA:

DATOS DE LA VARIABLE

VARIAELE DIMENCIOMNES

Genotoxidad Micronicleos

Alteraciones del Tejido Sanguineo Alteraciones de la serie roja
Alteraciones de la serie blanca
Alteraciones de la serie plaguetaria

I. INTRODUCCION

Este documento presenta el instrumento de recoleccion de datos correspondiente a la variable:
Genotoxicidad y Alteraciones del Tejido sanguineo de la investigacion: “Genotoxicidad y alteraciones
del tejido sanguineo en nifios expuestos a agua contaminada con metales pesados en Rica
Playa, Tumbes 2021". El presente instrumento de recoleccion, esta disefiado para obtener informacion
de las observaciones microscopicas v contiene las instrucciones gue debe seguir para su aplicacion.
Posteriormente se presentan las instrucciones de calificacion del instrumento de recoleccion, asi como para
la emisidn del juicio de expertos, el presente instrumeanto contiene 17 items.

. INSTRUCCIONES DE APLICACION DEL INSTRUMENTO DE RECOLECCION

Usted encontrara la tabla de aplicacion o cuerpo del instrumento gue contiene los items a observar, su
nmumeracion o codigo, un espacio de registro de recoleccion (Ausencia, Bajo, Medio, Alto) v otro para el
registro de observaciones que como recolector considere conveniente realizar.

Margue “Ausencia® cuando no se observa alteraciones en ninguna de las dos variables, “Bajo” cuando se
observa 1 a 3 microntcleos v 1+ de alteraciones en lamina periférica, "Medio” cuando se observade 4 2 6
microndcleos v 2+ de alteraciones en lamina periférica, "Alto™ cuan se observa 7 a mas microntcleos y 3+
de alteraciones en lamina periférica. En observaciones se colocan la cantidad de recuento y el fipo de
alteraciones encontradas.

IV. TABLA DE APLICACION O CUERPO DEL INSTRUMENTO DE RECOLECCION

REACTIWVOS (ASPECTOS A Ausencia | Bajo | Medio | Alto OBSERVACIONES
RECOLECTAR) 0+ 1+ 2+ 3+
Test de Micronacleos

1. Eecuento de Micronicleos

Alteraciones del Tejido Sanguineo
Alteraciones de la serie roja

2. Cantidad

3. Tamafio

4. Color

26-03-2022 Vers. 003



INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS Pag. 2/2
I. INFORMACION GENERAL PARA EL PROCESO DE RECOLECCION DE DATOS

FECHA DE LA ) N
RECOLECCION DE Dia: MES: ARIO:
DATOS
DATOS DEL RECOLECTOR
DN COLEGIATURA | APELLIDO PATERNO APELIDO MATERNO NOMBRES
TIPO DE INSTRUMENTO CODIGO DEL INSTRUMENTO DE
DE RECOLECCION ESCALA VALORATIVA RECOLECCION:

REACTIVOS (ASPECTOS A Ausencia | Bajo | Medio Alto OBSERVACIONES
RECOLECTAR) 0+ 1+ 2+ J+
5. Forma

6. Inclusiones

7. Células inmaduras
Alteraciones de la serie blanca.
2. Cantidad

0. Tamafio

10. Color

11. Forma

12 Incluziones

13 Células inmaduras
Alteraciones de la serie
plaguetaria.

14 Cantidad

15. Tamafio

16 Satelitizmo

17. Células inmaduras

V. INSTRUCCIONES PARA LA CALIFICACION DEL INSTRUMENTO DE RECOLECCION

La calificacion del presente instrumento de recoleccion fendra la siguiente asignacion de puntos
dependiendo de la escala las cuales seran: Ausente = 0 punto, Bajo=1 puntos, Medio=2 puntos, Alto=3
puntos. Si las alteraciones en genotoxicidad es igual a 0 puntos el valor puntaje general es cero v si las
alteraciones son igual o mayor a 1 puntos se le asignara un puntaje general de 1. Si la sumatoria de las
alteraciones del tejido sanguineo es igual o mayor a 1 punto se le asignara un puntaje total de 1.

VI. INSTRUCCIONES PARA LA EMISION DEL RESULTADO

Si la sumatoria de los puniales generales es igual a 2 debemos concluir gue en presencia de
genotoxicidad existen alteraciones del tejido sanguineo.

Vil. RESULTADO DE LA RECOLECCION

Alteraciones del
Tejido Sanguineo

Genotoxicidad Sumatoria

Vill. RETROALIMENTACION DE LA RECOLECCION — IDENTIFICACION DE ASPECTOS PARA
MEJORA
{Anotar el ndmero tem que requiere mejorar).

MW® de los aspectos paramejora: { L0 3L( LO L({ ]

L

IX. FIRMAS CORRESPONDIENTES

FIRMA DELRECOLECTOR

65
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