Universidad
Norbert Wiener

Powered by Arizona State University

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
PROGRAMA ACADEMICO DE TECNOLOGIA MEDICA EN
LABORATORIO CLINICO Y ANATOMIA PATOLOGICA

Trabajo Académico

Relacion entre exposicion a pesticidas y recuento de reticulocitos
micronucleados en sangre periférica: un estudio mediante la citometria

espectral, Huancavelica 2025

Para optar el Titulo de

Especialista en Hematologia

Presentado por:
Autora: Areste Castro, Jheydy Shomara
Codigo ORCID: https://orcid.org/0000-0002-4795-232X

Asesor: Dr. Rosales Rimache, Jaime Alonso

Codigo ORCID: https://orcid.org/0000-0002-1665-2332

Lima — Peru

2025



DECLARACION JURADA DE AUTORIA Y DE ORIGINALIDAD DEL TRABAJO DE
INVESTIGACION

Universidad . VERSION: 01
Norbert Wiener CODIGO: UPNW-GRA-FOR-033 REVISION: 01

FECHA: 08/11/2022

Yo, Jheydy Shomara Areste Castro egresado de la Escuela de Posgrado de la
Universidad privada Norbert Wiener declaro que el trabajo académico en el formato
de proyecto de investigacion “Relacion entre exposicion a pesticidas y recuento de
reticulocitos micronucleados en sangre periférica: un estudio mediante la Citometria
Espectral, Huancavelica 2025”. Asesorado por el docente: Jaime Rosales Limache
DNI 41111704 ORCID https://orcid.org/0000-0002-1665-2332 tiene un indice de
similitud de (15) (quince) % con codigo 0id:14912:463053244 verificable en el
reporte de originalidad del software Turnitin.

Asi mismo:

1. Se ha mencionado todas las fuentes utilizadas, identificando correctamente las citas
textuales o parafrasis provenientes de otras fuentes.

2. No he utilizado ninguna otra fuente distinta de aquella sefialada en el trabajo.

3. Se autoriza que el trabajo puede ser revisado en busqueda de plagios.

4. El porcentaje sefialado es el mismo que arrojé al momento de indexar, grabar o hacer el
depésito en el turnitin de la universidad vy,

5. Asumimos la responsabilidad que corresponda ante cualquier falsedad, ocultamiento u
omision en la informacién aportada, por lo cual nos sometemos a lo dispuesto en las
normas del reglamento vigente de la universidad.

Firma de autor
Jheydy Shomara Areste Castro
DNI: 70388077

Firma
Jaime Rosales Limache
DNI: 41111704

Lima, 05 de marzo de 2025




INDICE

CAPITULO I: EL PROBLEMA 4
1.2 Formulacion del problema 6
1.3 Objetivos de la investigacion 6
1.4 Justificacion de 1a INVEStIZACION ...ccueevvuerieeireiiseenseiisnensenssnecsecssnecssesssnesssessssecssesssaeens 6
1.4, 1 JUSTIfICACION LEOTICA. ..ottt neas 6
1.4.2 Justificacion metodOIOQICA ................cc.occueioiiiiiiiiiiiee e 7
1.4.3 JUSHIfICACION SOCIAL ...........ooiiiiiii et 7
1.5 Limitaciones del estudio .8
1.6 Delimitaciones de la inVestigacCiOn.........cuveeerueireeisueiseensuensnecsenssnecssensncsssecsssecssesssneens 8
CAPITULO II: MARCO TEORICO ...uueereininecncnsesssessssssssssssssssssssssssasssssssssssssssnsses 10
2.1 ADNEECEAECIILES .ceveeeernnereeeereeeeereresecseeseeeesssssssssesssssssssssssssessssssssssssssscsssssasssssssssssssssssssssssee 10
2.1 INECHRACIONAIES ..o e e e 10
2012 NACIOTALGS ..o e e e 12
2.2 BASES TEOTICAS eeeeeernuereereereeeearneescsecseeesssssssssssessssssssssssssscsssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssse 13
2.2.] HEMAIOPOYESIS ..ottt ettt 13
2.2.2 EFIIFOPOYESIS ..ottt et e e e ae e e e e et e e e nr e e e nree e 14
2.2.3 DATIO CIEOZENOLICO ...ttt e e sibe e e e e ensee e 17
224 DATIO COIULAT ..o 18
2.2.5 MECTONUCIEOS: ...ttt 19
2.2.6 Enfermedades oncohematolOQiCas .................cccouvvveeeiiieiciiieeiieeiiie e, 23
2.2.7 CItOMELIIA @SPECIYAL .........c.eeeeeeeeiieeeee et e 24



2.2.8 Seleccion de panel celular ....................ccocoeveiiiiiiiiiiiiiiieieee e 27
2.3 Formulacion de hipotesis 29
2.3.1 MIDOTESTS GENEFAL ... e 29
CAPITULO II: METODOLOGIA ....oouereerieeieetnctnsensscnssenssensssnsessssessassssssesss 30
3.1 Método de la investigacion 30
3.2 Enfoque de la investigacion 30
3.3 Tipo de la investigacion 30
3.4 Diseifio de la investigacion 30
3.5 Poblacion, Muestra y MUESTIE0......ccovvrersrrcsssricssarscssanssssassssssssssssssssassssssssssnsssssssssssnss 31
R0 B 1] 1) T 11 | LR 31
3.5.2 MUGSIFQ ... e e e e naaaaeann 32
3.5.3 MUEGSIFCO ... et e e aaaa e 32
3.6 Variables y operacionaliZacion.......c..ccceveeccsseeicssnnnsssnncsssnncsssnnssssssssssssssssssssssssssnsssssnes 32
3.6.1 Definicion conceptual de variables .................ccccoveveiieiviiiiniiiiiieeeeeeeee e, 32
3.6.2 Operacionalizacion de variables ....................c.cccocevciroiniiiiiiioinieniieseeee e 34
3.7 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos 35
370 TECHICAS ...t 35
3.7.2 DeSCripCion de iNSIFUMERLOS .............cccueeeeueeeeerieeeiieeeiieeseeeesreeesseessiseeesaseeenesee s 35
3. 7.3 VALIAACION ...ttt 36
3.7.4 Confiabilidad .................cccoooiiiiiiiiiiiiiiiii s 36
3.8 Plan de procesamiento y analisis de datos .36
3.9 ASPECLOS CLICOS verevrurrersnressnrcssrnrcssanscssansssssnssssssssssasssssasssssassssssssssssssssssssssnsssssnsssssasssssans 37




CAPITULO IV: ASPECTOS ADMINISTRATIVOS

4.1 Cronograma de actividades

4.2 Presupuesto ......coeceereccccnnseccssnnns

BIBLIOGRAFIA ..eeeeeeeeeeeeerenenns

ANEXOS ....ovvvuvirecnnenennnenne

ANEXO 1: CONSENTIMIENTO INFORMADO

L. INFORMACION....oveeeeeeeeeeeneseesenenas

II. DECLARACION DEL CONSENTIMIENTO

ANEXO 2: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

38

40

43

48

48

48

50



CAPITULO I: EL PROBLEMA
1.1 Planteamiento del problema

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) evalia que hasta el 2022 se presentaron 20
millones de nuevos casos de cancer y cerca de 10 millones ocasionaron la muerte de las
personas y en base al Observatorio Mundial del Cancer del Centro Internacional de
Investigaciones sobre el Cancer (CIIC); el cancer de Pulmoén, cancer de mama, cancer
colorrectal y el cancer de prostata fueron los tipos de cancer con mas frecuencia a nivel

mundial (1).

La situacion del cancer en Perti seglin en el Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas
(INEN), constituye un importante problema de salud por la alta tasa de mortalidad y
discapacidades. Hasta la fecha se observa un incremento de los casos nuevos de cancer en el
Peru, donde prima el cancer de prostata, mama, colorrectal, de pulmoén, entre otros (2). El
cancer de tipo ocupacional es aquel que se desencadena por la exposicion inadecuada y/o
prolongada a una o varias sustancias cancerigenas, sea fisico, quimico, bioldgico y/o
ambientales durante el entorno laboral (3). El grado y la complejidad del dafio celular esta
directamente relacionado con el nivel de exposicidon que tienen a estas sustancias

cancerigenas.

El dafo citogenético es una alteracion al acido desoxirribonucleico (ADN) provocada por
diferentes agentes genotoxicos (4). El dafio que ocasiona la exposiciéon a los agentes
citotoxicos podria transmitirse a las decendencias y ser posible factor cancerigeno (5). En lo
habitual, posterior a una alteracion o dafio a la cadena del ADN, las enzimas que estan
encargadas de la reparacion del ADN actuan de forma inmediata y repara el dafio causado
(6). A pesar de que las células tienen la util capacidad de reparar el dafio causado por los
agentes genotoxicos, estos no son infalibles y pueden desestimar el control, y propagarse a

las proximas células (7).

Los micronticleos (MNs) son fracciones de cromosomas o cromosomas completos que de
manera espontanea o mediante alguna afectacion de agentes genotdxicos, quedan por fuera
del ntcleo, durante la etapa de division celular (6). La formacion de los microntcleos (MNs)

es producto de la exposicion a los residuos quimicos, tanto en alimentos como en aguas;



desechos quimicos, pesticidas, insecticidas, entre otros factores tanto fisicos, quimicos y
bioldgicos (8). El aumento del nimero de micronticleos se debe principalmente a defectos en
las proteinas necesarias para la mitosis y sus diversos puntos de control, defectos genéticos
en las enzimas que se encargan de reparar el ADN, exposicion prolongada a sustancias o
productos carcinégenos como las radiaciones ionizantes, agroquimicos, genotoxicas

endogenas, entre otros (9).

Actualmente nos encontramos inmersos y expuestos a diferentes genotdxicos presentes en el
medio ambiente y mas aun en situaciones de exposicion poco controlada o por
desconocimiento del dafio que podria ocasionar. El cancer ocupacional se produce por una
exposicion descontrolada y prolongada a sustancias carcinogénicas que pueden ser fisicas,
quimicas, biologicas, ambientales, entre otras (3). Es importante identificar el riesgo de la
exposicion de nuestra poblacion de estudio a los diferentes genotoxicos por circunstancias
ambientales o estilos de vida, ya que el 22% de la poblacion peruana pertenece al grupo
agropecuario, que sustenta su produccidon para el propio consumo o para abastecer la
demanda nacional o internacional (10). Segun el Instituto Nacional de Estadistica e
Informatica (INEI) el sector informal en Pert aporta un poco mas del 90% de la produccion
de actividades agropecuarias y pesca, resalta también que la informalidad laboral en el sector
Orural es mas alta que la urbana, el departamento con mas alta tasa de informalidad es
Huancavelica, seguida de Ayacucho, Cajamarca, entre otros departamentos que se dedican

exclusivamente a las actividades agropecuarias (11).

Se presenta la necesidad de innovar en pruebas que de manera eficiente, accesible, sensible,
especifica y rapida pueda determinar la correlacion entre el tiempo de exposicion y el riesgo
a la salud de las sustancias genotdxicas (12). La prueba de micronucleos en humanos es una
herramienta muy importante y sencilla que ayuda a identificar el inicio y la progresion de
enfermedades en las diferentes etapas de la vida (13). En el Pert existen pocos estudios
relacionados a la deteccion de micronucleos para identificar cualquier dafio genético, peor
aun con el uso de la Citometria espectral, por ello que en este trabajo busca evaluar la relacién
entre la identificacion de reticulocitos micronucleados, dafio citogenético y tiempo de

exposicion al agente citotoxico en agricultores de Huancavelica durante el afio 2025.



1.2 Formulacion del problema
1.2.1 Problema general

(Cual es la relacion entre la exposicion a pesticidas y recuento reticulocitos micronucleados

en sangre periférica mediante el uso de la citometria espectral, Huancavelica 2025?
1.3 Objetivos de la investigacion
1.3.1 Objetivo general

Evaluar la relacion entre la exposicion a pesticidas y recuento reticulocitos micronucleados

en sangre periférica mediante el uso de la citometria espectral, Huancavelica 2025.
1.3.2 Objetivos especificos

e Identificar la relacion entre la exposicion a pesticidas y recuento reticulocitos
micronucleados en sangre periférica mediante el uso de la citometria espectral
e Comparar el recuento de reticulocitos micronucleados en sangre periférica en

agricultores en funcion al tiempo de exposicion.

1.4 Justificacion de la investigacion
1.4.1 Justificacion tedrica

La agricultura en una de las actividades mas importantes para solventar la economia y la
seguridad alimentaria en las regiones como Huancavelica. Sin embargo, el uso
indiscriminado, desinformado y descontrolado de pesticidas por los agricultores de la region
viene generando preocupacion sobre los impactos en la salud de los seres vivos y del medio
ambiente. Estudios revisados demuestran que el uso de pesticidas tiene efectos adversos en
la salud humana, conllevando a la generacion del cancer, enfermedades en el sistema
nervioso o que afecten directamente al sistema reproductivo. Asi como también, los
pesticidas, importante producto utilizado en la agricultura, contamina el aire, el suelo y el

agua y afecta directamente a la variedad bioldgica y la calidad del medio ambiente.

Sin embargo, a pesar del riesgo de la situacion actual, no hay estudios, investigaciones o
suficiente informacion acerca del uso de pesticidas y su impacto perjudicial en la salud a
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nivel nacional y peor alin en regiones como Huancavelica, Ayacucho, Cajamarca y Cerro de
Pasco, regiones olvidadas y marginadas por anos por el gobierno central. Por ello, se
considera de gran importancia la realizacion de este trabajo de investigacion que aborde el
tema y proporcione informacion para generar consciencia en la poblacion sobre el efecto

dafiino que tienen estas sustancias.

Este trabajo tiene el objetivo de evaluar la relacion entre la exposicion a pesticidas y recuento
reticulocitos micronucleados en sangre periférica mediante el uso de la citometria espectral
en agricultores de la region Huancavelica durante el afio 2025, con ello aportar en la
generacion de conocimientos de la aplicacion de las nuevas tecnologias como lo es la
citometria de flujo en la deteccion oportuna, eficaz, altamente sensible y especifica de
enfermedades con el cancer. Los resultados del presente estudio serdn de gran importancia
en la salud publica, que puede tener implicancia en las disposiciones y decisiones practicas
en la gestion de la agricultura en Huancavelica y el Pert. Asi mismo, siendo uno de los
primeros estudios de esta magnitud, ser de estudio base para los proximos proyectos de

investigacion.
1.4.2 Justificacion metodologica

La citometria de flujo (CF) es una técnica poco estudiada y conocida en el Peru, por ello
mediante la elaboracion de este estudio se permitird conocer mas la innovacion y el alcance
de esta técnica que permitira desarrollo en muchas especialidades de la salud, no solo en la
hematologia que ya estd grandemente estudiada en otros paises, sino como también en Banco
de Sangre, Microbiologia y demds areas que sigan buscando el desarrollo y aplicacion de

nuevas tecnologias eficientes.
1.4.3 Justificacion social

El cancer, una de las enfermedades mas temidas a nivel mundial y las que mas muertes
produce en el mundo, sin embargo, este problema se incrementa por la falta de un diagnéstico
oportuno, por la dificultad econdmica de la poblacion. El desarrollo y la validacion de nuevos
biomarcadores que permitan el diagnostico clinico anticipado del cancer es una de las
principales estrategias que actualmente se deben promover y desarrollar. Con ello, este

proyecto busca desarrollar la deteccion inicial de las enfermedades oncoldgicas mediante la



aplicacion de la citometria de flujo, como metodologia accesible y altamente sensible en la

deteccion de estas enfermedades, dando paso a un tratamiento oportuno y eficaz.

1.5 Limitaciones del estudio

Las limitaciones presentadas durante la elaboracién de este trabajo de investigacion se

detallan a continuacion:

e Dificultad al acceso a la poblacion, debido al desconocimiento y la existencia de
mitos de la salud en la poblacion.

e Restricciones en el tiempo y recursos debido a la lejania de la zona de toma de muestra
y area de proceso de estas.

e Poca cantidad de reticulocitos circulantes en sangre periférica de los participantes.

¢ Eliminacioén de los reticulocitos micronucleados durante su paso por el bazo.

1.6 Delimitaciones de la investigacion

El estudio tendrd una muestra poblacional de 377 personas, las muestras seran tomadas en
abril y mayo del 2025 en aquellas personas que asistan al Hospital de Pampas Tayacaja y
firmen el consentimiento informado que se les brindara previa explicacion breve y detallada

sobre su participacion en el trabajo de investigacion.

Las muestras biologicas seran trasladadas a Lima, al laboratorio de Investigacion de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM), aplicando las condiciones pre
analiticas necesarias segin la Norma técnica de salud sobre preparacién, embalaje y
documentacion para el transporte seguro de sustancias infecciosas de MINSA (14). Y seran
procesadas en el laboratorio utilizando el citometro de flujo espectral Cytek® Northern
Lights™ 3000 (15), el anélisis de las muestras seran mediante el software SpectroFlo®, y la
correlacion de las variables mediante el uso estadistico del Coeficiente de Correlacion de

Pearson.

1.6.1 Temporal



El presente estudio serd realizado entre mayo y agosto del afio 2025, la toma de muestra y
recopilacion de los datos se realizara durante el mes de mayo, las demas actividades se

pueden observar de manera esquematizada en el apartado de cronograma.
1.6.2 Espacial

En el presente estudio se trabajara con las muestras de agricultores de la region Huancavelica,
provincia Pampas-Tayacaja y el procesamiento, andlisis de resultados y correlacion de

variables en el laboratorio de investigacion de la UNMSM, Lima - Peru.
1.6.3 Recursos

EL estudio de investigacion serd realizado compuesto por el investigador principal y 1
asistente de investigacion. Se requerird la colaboracion de 400 participantes para el estudio.
El procesamiento de las muestras se efectuara en el laboratorio de investigacion de la
Facultad de Tecnologia Médica de la UNMSM, haciendo uso del citémetro de flujo espectral
Cytek® Northern Lights™ 3000 y equipos necesarios. El presupuesto planteado para el
estudio es de 23790.50 soles, que se financiara a través de obtencion de financiacion de
Concytec — ProCiencia. El estudio serd realizado durante los meses de mayo y agosto del

2025, con un cronograma establecido en base a las necesidades del estudio.



CAPITULO II: MARCO TEORICO
2.1 Antecedentes
2.1.1 Internacionales

En el estudio de Smith-Roe S. et al Estados Unidos 2022, demuestra la posible
hepatotoxicidad del cohosh negro (BC), que es usado como suplemento dietético usado por
mujeres para mejorar los sintomas ginecologicos. Segun informes de la Division del
Programa Nacional de Toéxicologia, se evaluo el efecto de BC en ratas, en los cuales se
observd un incremento de eritrocitos micronucleados en sangre periférica. En base a estos
resultados se realiz6 el estudio transversal piloto en donde hubo una comparacion entre la
frecuencia de microntcleos y demas estudios en mujeres que usaron BC y las que no usaron
BC. Se analizaron a 23 mujeres expuestas al BC y 28 sin exposicion al BC. Los hallazgos
observados no mostraron aumentos en las frecuencias de micronticleos y no hubo anomalias
hematologicas en mujeres que usaron el BC. Sin embargo, en este estudio se sugiere realizar
estudios prospectivos con menos factores que pueden generar confusion en la utilizacion de

los productos de BC y asi aumentar la confianza de los resultados (16).

Yiyi Ch. et al, China - 2021, en su estudio emplea la citometria de flujo para desarrollar un
nuevo protocolo novedosos y practico para la determinacion de micronucleos en sangre de
rata. En este estudio se us6 el marcador CD71-fluorosceina y DRAQS para la tincion de
proteinas y ADN, respectivamente. Para validar el procedimiento se estudid en ratas macho
Sprague-Dawley, que fueron administrados con sustancias quimicas mutagenos:
metanosulfato de etilo (EMS), ciclofosfamida (CP), colchicina (COL) y etil nitrosourea
(ENU) y dos sustancias no genotoxicas: sodio sacarina y eugenol. Se obtiene muestras de
sangre periférica antes y durante los 5 dias después de cada dosis de administracion del
tratamiento, los cuales fueron analizados para la deteccion de microntcleos de manera
manual y mediante el uso de citometria de flujo. En este estudio la citometria de flujo
demostro ser de alta sensibilidad para la deteccion de micronucleos en la deteccion de todas
las concentraciones de las sustancias mutagénicas. Los resultados que se obtuvieron
demostraron que hay correlacion en la frecuencia de microntcleos y la proporcion de

eritrocitos inmaduros. Concluyendo asi que el estudio realizado para la determinacion de
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MNS mediante la citometria de flujo, basado en la doble tincion CD71-FITC y DRAQS, es

de operacion simple (17).

Mientras que Lina B. et al en el afio 2018 en Bogotd Colombia, asumio6 el objetivo de
estandarizar pardmetros de la citometria de flujo para la seleccion y cuantificacion de
reticulocitos micronucleados (RET-MNs) en sangre periférica como medida de inestabilidad
citogenética en poblacidon sana y poblacion recién diagnosticados con gliomas de alto grado
antes de su inicio de tratamiento. Los materiales usados fueron anticuerpos tipo CD71, CD61
y Yoduro de propidio, para lo cual mediante el uso del “citometro de flujo tipo FACS Canto
1I™” se encontrd un incremento de 5.2 veces mas en los pacientes con gliomas recién
diagnosticados en comparacion de la poblacion control en relacion a los niveles de
reticulocitos micronucleados, llegando a la conclusion que el citometro de flujo ofrece una
gran utilidad en la determinacion de las células RET-MN o RETCD71+, como indicador de

inestabilidad cromosomica in vivo (18).

Arnoldo A. M. et al, Argentina - 2018, en su estudio demuestra la relacion entre el ser humano
y el felino doméstico por las diferentes condiciones que comparten, por lo que seria un buen
indicador de monitoreo de los ambientes domesticos. El objetivo de este estudio fue aplicar
el ensayo de microntcleos en eritrocitos de los gatos dométicos y realizar la evaluacion
mediante la coloracion Giemsa y naranja de acridina (NA) fluorescente realizados de manera
secuencial y asi poder identificar cudl es el mejor método para la identificacion de MNS. Se
evalud a 24 gatos domésticos con enfermedad y sin enfermedad alguna. En los resultados se
mostraron que la frecuencia de microntcleos detectadas con naranja de acridina fue de 2 a
10 veces mejor que las detectadas con Giemsa (p<0.0001), ademas se resalto que la
coloracion con naranja de acridina permitio la identificacion de MNs de menor tamafio en
comparacion al Giemsa. Ademas propone la utilizacion del gato doméstico para evidenciar

posibles efectos genotoxicos del ambiente (19).

En el afio 2011 Bowen D. et al. en Reino Unido, realizaron una evaluacion de los
micronucleos en médula 6sea y sangre periférica, mediante la citometria de flujo. Ademas,
se realiza el ensayo cometa para evaluar la ruptura de las cadenas de ADN. Los materiales
que se usaron fueron: sustancias quimicas como acetilfluoreno, dimetiltrosamina,

metanosulfonado, carbendazina, quinona, entre otros, cada uno administrados en dosis
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variados. El estudio ha sido realizado en ratas macho adultas de las cepas Han-Wistar, que
fueron evaluadas clinicamente de manera diaria. La obtencion de los tejidos se realizo tres
horas después de la administracion de la dosis final, se extrajeron el higado, estbmago, MO
y sangre periférica. El andlisis de los microntcleos de sangre periférica se realiz6 mediante
la citometria de flujo de alta velocidad (FACSCanto II software version 6.1.1), el ADN se
tiflo con yoduro de propidio (IP) y el anticuerpo CD71-FITC para evaluar a los reticulocitos.
Se analizaron al menos 20000 células y los resultados se analizaron mediante el analisis
estadistico chi-cuadrado, la correccion de Bonferroni y la prueba de Terpstra-Jonckheere.
Los resultados que se obtuvieron en la prueba de micronucleos en sangre periférica, fueron:
con un intervalo de confianza del 95%, mostraron que los animales que fueron intoxicados
con quinona (MMC) un porcentaje de reticulocitos micronucleados, en comparacion con las
demas, concluyendo asi que estos productos son genotoxicos y carcinogénicos que se puede
evaluar mediante la observacion de microntucleos en reticulocitos, sin embargo, recomiendan
que se haga una evaluacion mas profunda evaluando MN en MO y SP de manera conjunta

(20).
2.1.2 Nacionales

Quifiones M. et al, en el estudio realizado en Trujillo - 2022, evalu6 los posibles efectos
mutagénicos de la ranitidina sobre el material genético en eritrocitos policromaticos
micronucleados (EPC) en 4 grupos de ratas albinas de la cepa Holtzman por medio del test
de micronucleos. El grupo negativo fue tratado con suero fisiologicos y el control positivo
con ciclofosfamida y dos grupos tratados con ranitidina. Posteriormente las ratas se
sometieron a eutanasia y se prepararon material citologico tefiidas con Giemsa al 5% por 30
minutos. Los resultados presentados mostraron un aumento en el tamafio y numero de
micronucleos en los eritrocitos policromaticos micronucleados de 285 + 10 de los grupos
experimentales con una dosis de 4 mg/kg y el indice de genotoxicidad de la ranitidina fue
tres veces mayor en los grupos experimentales en relacion al control negativo. Concluyendo
asi que la ranitidina provoca un estimulo genotoxico de manera creciente con presencia

incrementada de micronucleos en EPC de las ratas Holtzman (21).
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2.2 Bases tedricas
2.2.1 Hematopoyesis

La hematopoyesis es proceso de produccién y maduracion de las células sanguineas, como
hematies, leucocitos y plaquetas, que ocurre principalmente en la Médula Osea (MO). Estas
células poseen una vida media corta, motivo por el cual la MO se encarga del proceso de
renovacion constante de las células, acorde a la necesidad del organismo. Este proceso se da
inicio desde que la célula madre pluripotencial, la cual es capaz de proliferar, replicar y
diferenciarse de manera continua, mediante las respuestas a citoquinas o factores de
crecimiento, se podra diferenciar en la linea mieloide o linfoide sin perder la capacidad
pluripotente. Mientras que la célula madre se diferencia en linea linfoide genera a las células
pre B o pre T, la célula madre mieloide genera a una célula madre intermedia, CFU-EMM
(unidad formadora de colonias-granulocito, eritrocito, monocito, megacariocito), la cual
mediante a las respuestas a citoquinas o factores de crecimiento especificas se diferencian en

el linaje eritroide, megacariocito, mieloide, eosinéfilo, basofilo o monocitico (22).

La célula madre pluripotente mieloide da lugar a las unidades formadoras de colonias (CFU),
actualmente se conocen las siguientes: CFU-E, para la linea eritroide; CFC-G, CFC-GM y
CFC-M para la linea granulocitica-monocitica ; CFC-Eo, para la eosinofilica, CFC-Ba, para
la linea basofilica; CFC-Meg para la megacariocitica. Entonces, para que permita el proceso
efectivo de la hematopoyesis deben intervenir diferentes factores como la presencia del
microambiente hematopoyético, células hematopoyéticas, factores de crecimiento y la matriz
extracelular que constantemente interactian para determinar la funcion celular (23). Dentro
de los principales factores de crecimiento que participan en la diferenciacion y proliferacion
celular encontramos a la eritropoyetina (EPO), la trombopoyetina (TPO), los factores

estimulantes de colonias (FEC) y las interleucinas (IL) (22) (Figura 1).
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Figura 1: Esquema de la hematopoyesis y lugares de actuacion de los factores de crecimiento

mdas importantes. (Tomado de Moraleda J. 2017) (24).
2.2.2 Eritropoyesis:

La eritropoyesis es un proceso de formacion y maduracion de los hematies, cuyo objetivo
principal es mantener un nimero constante de eritrocitos en la sangre que aseguren las
necesidades de oxigeno de los diferentes tejidos del cuerpo. La Eritropoyetina, es la principal
hormona que regula la proliferacion y diferenciacion de los precursores eritroides hasta su
diferenciacion en eritrocitos circulantes en la sangre periférica. Es producida principalmente
en los riflones y en pequefia cantidad en el higado. Tiene como funcién estimular la
generacion de colonias eritroides (BFU-E y CFU-E), mediante su accion en los progenitores

eritroides de la MO, el bazo y el higado fetal (23).

La primera célula progenitora alineada con la serie eritroide es la BFU-E (del inglés burst
forming unit-erythroid), que da origen a la CFU-E (del inglés colony forming unit-erythroid).
Las BFU-E, contienen en su membrana a los antigenos como el CD34, CD33, CD133 y
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receptores para la IL-3 y el GM-CSF, mientras que la CFU-E expresa a los receptores para
la EPO en gran cantidad, la transferrina (CD71) y la glicoforina A. La maduracion de la
Unidad formadora de colonias eritroide o CFU-E, genera al proeritroblasto el cual es el
primer precursor que se puede reconocer a nivel morfologia. Los siguientes estadios en la
maduracidn eritroides son el eritroblasto basoéfilo, eritroblasto policromatofilo, eritroblasto
ortocromatico, reticulocito para finalmente llegar a ser un hematie o eritrocito. Durante el
proceso de maduracion de un proeritroblasto a un hematie maduro, se producen 45 divisiones
continuas, en las cuales el citoplasma va madurando a medida que expulsa el nucleo de la
célula. Paralelamente a la maduracién citoplasmatica se la maduracion nuclear, en el cual a
medida que la maduracioén continuda, la cromatina, inicialmente dispersa e inmadura pueden
contener nucleolos, madura, se condensa y se hace mdas basofila, hasta finalmente ser

expulsado de la célula, formandose asi al hematie (24) (Figura 2).
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2.2.3 Daiio citogenético

Existen muchos factores que pueden influir de manera directa en la muerte celular, como son
los fisicos, quimicos, bioldgicos y ambientales (12). Sin embargo, existe otros factores que
no matan a las células pero si dafian su material genético, a estos se les denomina genotoxinas
(12). Debido a la inestabilidad cromosdmica causada los genotoxicos se originan fragmentos
de cromosomas o cromosomas intactos no incluidos en la division celular, originando asi a
los denominados micronucleos (13). Aunque actualmente haya diferentes maneras que de
manera efectiva reparan el dafio del ADN, pero a veces fallan, lo que causa la transferencia
del material genético dafio a las células de las siguientes generaciones (12). Las principales
razones por las que se genera los denominados micronucleos son por la falta de un
centromero funcional, falta de fragmentos de cromosomas, falta de cromosomas completos
o presencia de algiin defecto de una o varias proteinas que participan en el sistema mitotico.
Como consecuencia a ello se genera una deficiente division celular porque o se logra segregar
de manera completa o equivalente los cromosomas a cada célula hija (13). Actuales
investigaciones demuestran que os cromosomas que quedan atrapados en micronucleos
pueden sufrir una alta tasa de fragmentacién y se puede reorganizar de manera masiva;
ademas, se sefiala que hay una posibilidad de que la formacion de los micronticleos no solo
sea un biomarcador de dafio citogenético sino también un mecanismo que puede generar una

hipermutacion en las células hijas (13).

Actualmente nos encontramos inmersos y expuestos a diferentes genotdxicos presentes en el
medio ambiente y més aun en situaciones en las que nos exponemos a estos de manera poco
controlada o a veces por desconocimiento del dafio que podria ocasionar. Por ello la
necesidad de pruebas que de manera eficiente, accesible, sensible, especifica y de manera
rapida pueda determinar el nivel de exposicion y el riesgo a la salud que este podria traer

(12).

Existen diferentes pruebas que ayudan a determinar la genotoxicidad in vivo o in vitro (12).
Dentro de ellas la prueba de micronticleos es la mas popular y sencilla para determinar la
genotoxicidad in vitro, asi como también se encuentran dentro de los marcadores de dafio del
ADN y cromosomicos mas estudiados (12, 13). Sin embargo, cabe resaltar que el concepto
de micronucleos abarca diferentes técnicas que se puede utilizar en situaciones especificas

(12). Se han desarrollado, por ejemplo ensayos para medir microntcleos en linfocitos,
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globulos rojos de sangre periférica y de varios tipos de células epiteliales, tales como:

bucales, nasales, uroteliales y cervicales (13).

Los ensayos de micronucleos en humanos se han desarrollado con el propdsito de investigar
dafios genotdxicos de los factores ambientales, estilos de vida, ocupacionales, situaciones
adversas, observar la susceptibilidad genética al dafio del material genético, para determinar
el riesgo de envejecimiento acelerado y aquellas enfermedades afectadas por la inestabilidad

genética como defectos del desarrollo e incluso el tan temido cancer (13).
2.2.4 Daiio celular

Las células estan en constante amenaza debido a la existencia de los efectos citotdxicos y
mutagénicos que afectan en gran medida al ADN. Estos agentes pueden ser formados dentro
de las células o pueden ser exdgenos. Los principales agentes exdgenos que afectan a las
células son por ejemplo la luz ultravioleta, la radicacion ionizante, las sustancias quimicas
que estan presentes en alimentos y/o transportados por el aire y el agua (26). Mientras que
los agentes endogenos son las especies metilantes y las especies reactivas de oxigeno (ERO),

que son producto de la respiracion celular (27).

El primer cambio que se produce a nivel celular es la mutacion producida por la interaccion
de la sustancia cancerigena con el ADN, conocida como iniciacion. La promocion es la
segunda etapa en donde se produce el cambio de las células en tumorales, estas se multiplican
en clones e invaden el organismo mediante la metéstasis (3). Los efectos que se ocasionan
van desde la mortalidad temprana, disminucion en el éxito reproductivo, entre otros,

ocasionando malestar en el bienestar fisico, mental y social (5, 28).

Existen diversas respuestas celulares posterior al dafio del ADN, los mecanismos de
reparacion del ADN, los puntos de control del ciclo celular y la apoptosis, son los principales
mecanismos en el que la célula reacciona frente a un dafio celular que podria conllevar a
diversas afecciones (26). Los mecanismos principales de reparacion del ADN son la
reparacion por escision de base, donde se corrige el dafio del ADN causados por la oxidacion,
desaminacion y/o alquilacion. Se produce de manera diaria, mediante el cual la enzima ADN
glicosilada detecta y elimina a una base de ADN anormales, se elimina el vacio y
completando la base con el nucledtido complementario de la cadena, para finalmente una

ligasa sella la rotura que quede (29). Este tipo de reparacion es tutil para que las células
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mantengan su funcion e identidad genética. La reparacion de roturas de doble cadena de ADN
se da por 3 mecanismos principales, la union de extremos no homologos, la recombinacion
homologa y la union de extremos mediada por microhomologia; la eleccion de la via de
reparacion mas adecuada estd mediada por diversos factores que interactiian con la finalidad
que se produzca la eliminacion del dafio al ADN. Las rupturas de la doble cadena de ADN y

la no reparacion de esta puede conllevar a la generacion del cancer (26, 29).

La reparacion del ADN es un aspecto importante en el mantenimiento del material genético
independientemente de si las células proliferan o no. La falta de finalizacion de la reparacion
celular antes de la replicacion o segregacion cromosdmica conlleva a la fijacion de
mutaciones en el genoma o un dafio del material genético irreparable. Con esto los
mecanismos de punto de control generan un retraso en el ciclo celular en la fase G1, G2 0 S,
para que se elimine el dafio al ADN. Ademas, de estas funciones inhibitorias del ciclo celular,
muchos componentes de puntos de control tienen funciones en la activacion de la reparacion
del ADN, el mantenimiento de los telomeros, el metabolismo de los nucledtidos o la
induccion programada de la muerte celular. Uno de los principales puntos de control en las
células de tipo eucariotas son el P53, que detiene al ciclo celular en la fase G1 para que se

produzca la reparacion del ADN (26).
2.2.5 Microntcleos:

Los microntcleos son fracciones de cromosoma o cromosomas completos que de manera
espontdnea o por alguna afectacion de agentes genotdxicos, quedan fuera del nucleo, durante
la etapa de division celular (6). La formacion de los microntcleos (MNs) es producto de la
exposicion a los residuos quimicos, tanto en alimentos como en aguas; desechos quimicos,
pesticidas, insecticidas, entre otros factores tanto fisicos, quimicos y biologicos (8). El
aumento del nimero de micronticleos se debe principalmente a defectos en las proteinas
necesarias para la mitosis y sus diversos puntos de control, defectos genéticos en las enzimas
que se encargan de reparar el ADN, exposicion prolongada a sustancias o productos
carcindgenos como las radiaciones ionizantes, agroquimicos, genotdxicas enddgenas, entre

otros (9).
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nucleares. Modificado de Fenech. 2016. 4. (30)

Los microntcleos (MNs) son pequefios cuerpos de cromatina o restos nucleares cubiertos de
membrana que se ubican por fuera del nucleo. Tradicionalmente sirven para evaluar el dano
al ADN, debido a que su formacion ocasiona pérdida de material genético en las células hijas,
siendo participe de la formacion y desarrollo del cancer o son el inicio de patologias cronico-
degenerativas, principalmente de las autoinmunes. Al ser independiente del nucleo, los MNs
sufre modificaciones o alteraciones de la membrana, desincronizacion del ciclo celular y falla
en la reparacion del ADN. La membrana de los MNs es proclive a generar rupturas
espontaneas y sin la eventual posibilidad de reparacion, esto es lo que define el destino del
MN y de la célula en la que se encuentre. La fragilidad de la membrana, la ruptura y la
subsecuente liberacion del DNA al citoplasma es inevitable, hecho importante en las
respuestas inmunes aberrantes, muerte celular, senescencia, tumorogénesis 'y
cromoanagénesis la que incluye tres fendmenos cromoplexia (multiples traslocaciones en
varios cromosomas simultaneamente), cromotripsis (multiples reordenamientos génicos) y

cromoanasintesis (duplicacion del material genético). Una vez formada el MN, en las mitosis
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consecutivas, estos pueden permanecer en el citoplasma, ser expulsados o extruidos, ser
incorporados en exosomas por la via autofagica o reintegrarse al genoma del nicleo principal.
En el caso de que la célula con MN no sobreviva, no hay problema; sin embargo, si sobrevive,
puede continuar con diversos eventos, como persistir y frenar la mitosis, o morir
prematuramente; ocasionar la extrusion, al igual que los nicleos eritrocitarios de mamiferos
o la degradacion; la degradacion por medio de la fragmentacion apoptotica o la autofagia
mediada por enzimas lisosomales; liberacion del ADN al medio citoplasmaticos el cual
desencadena las vias de sefializacion para la inflamacidn, envejecimiento, envejecimiento y
la muerte de la célula; por ultimo, si continia con la mitosis, podria generar la
reincorporacion del MN al material genético en donde el material quede inactivo, que la
célula regule su apoptosis prematura, autofagia o senescencia o que el ADN del MN pase al
proceso de la cromoanagésesis con lo cual provoca la inestabilidad genémica y caos en el

material genético, que inevitablemente conlleva a la malignizacién de la célula (31).
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La deteccion de micronucleos usando la técnica de Citometria de flujo se basa en la
marcacion o identificacion de la poblacién interés y la cuantificacion de los mismos de
manera especifica, siguiendo un protocolo estandarizado de fijacion, marcacion, incubacion
y adquisicion celular en muestras de sangre periférica (SP) (18). La funcion del bazo en el
cuerpo es de remover o eliminar de la circulacion a los reticulocitos micronucleados, el cual
podria ser un obstaculo en la deteccion de gran cantidad de reticulocitos y/o eritrocitos en la
sangre periférica como un indicador confiable de dafio citogenético, sin embargo, con el uso
de la Citometria de Flujo, que es un método altamente sensible, especifico y capaz de analizar
miles de células por segundo, se pueden detectar de manera eficiente poblaciones
micronucleados. La relacion de la elevada frecuencia de los microntcleos y el riesgo a
desarrollar céncer, no indica el sitio especifico a desarrollar la enfermedad, sino que
manifiestan la acumulacion de dafios genéticos causados por factores genotdxicos endogenos
y exogenos, asi como la diferencia en la respuesta individual frente a la vulnerabilidad a estos

factores (18).

El estudio de microntcleos mediante la citometria de flujo espectral es una técnica
innovadora, rapida y eficaz que evalta el dafio citogenético en los eritrocitos con un excelente

grado de eficiencia y sensibilidad sin ninguna técnica que se le compare.
2.2.6 Enfermedades oncohematolégicas

Citometria de Flujo: la citometria de flujo en la salud es una técnica diagndstica directa en el
estudio de las diferentes poblaciones celulares. Actualmente, una de las principales
aplicaciones de esta técnica es la oncohematologia, en el diagnostico, pronostico y control
del inmunofenotipo de enfermedades como leucemias, linfomas, sindromes
mielodisplésicos, entre otros; sin embargo, esta técnica tiene la posibilidad de desarrollo en
otras areas, generando diagnosticos oportunos y confiables debido a que es una de las técnicas
mas sensible, especificas y de andlisis multiparamétrico, disponibles en la actualidad (32).
La citometria de flujo se basa en 3 principios fundamentales, los cuales son la fluidica, optica
y electronica, en las que una suspension de células es introducida mediante el fluido
envolvente hacia el punto de interrogacion del equipo, donde incide la luz laser a las células
marcadas, union de los antigenos a los anticuerpos marcados con un fluorescente y estos
emiten luz de determinadas longitudes de onda que son detectadas mediante

fotomultiplicadores o fotodiodos de avalancha proporciondndose asi la medicion en los
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detectores especificos para cada fluorocromo. La citometria de flujo puede estudiar diferentes
particulas en suspension, identificando parametros intrinsecos, tamafio y complejidad de

estas.
2.2.7 Citometria espectral

La citometria de flujo, que en griego significa “medicion de células” en flujo, es una técnica
que facilita el analisis multiparamétrico de las células de manera precisa, cualitativo y
cuantitativo de particulas o células suspendidas en un flujo que continua a la zona de analisis
del equipo “punto de interrogacion”. Su avance continuo va de la mano con la gran variedad
de produccion de anticuerpos que tienen la posibilidad de unirse por enlace covalente a
diferentes moléculas fluorescentes. La citometria de flujo cuenta con caracteristicas
resaltantes y necesarias para el analisis clinico y para la investigacion, como lo es la
capacidad de analisis a una gran cantidad de células por segundo, preciso y exacto. La
citometria espectral es una técnica innovadora que forma parte del avance tecnologico, esta
citometria a diferencia del convencional, recolecta informacion de todo el espectro de
informacion del fluorocromo (33). A continuacion, se muestra una esquematizacion completa

de la citometria espectral.

(A) se muestra el diagrama Optico de un citometro espectral en donde se muestra la
disposicion de los laseres, el punto de interrogacion, los lentes, filtros y fotomultiplicadores
que permiten la excitacion, emision y deteccion de la fluorescencia de las células marcadas

con fluorocromos.
(B) Muestra las longitudes de onda que es capaz de detectar un citbmetro espectral.

(C) Se muestra la cdmara de deteccion del citometro espectral, en donde se observa el flujo
de la solucion envolvente y muestra que pasan por la zona de deteccion para luego ser dirigida

a la zona de desechos.

(D) espectros completos de fluorescencia excitadas por laser de 488 nm y laser de 405/638
nm, en donde se observa la intensidad de fluorescencia en el eje de las ordenadas y la longitud
de onda en el eje de las ordenadas. La intensidad de fluorescencia est4d dada por los colores
rojo (intenso), verde (medio) y azul (débil). La flecha roja refleja el filtro que enmascara la

luz del laser 638 nm.

24



(E) Filtro virtual de ficoeritrina (PE) aplicado a las perlas.

(F) Se muestra la huella espectral de la muestra S(A) y espectros de Fluoresceina (FITC) en
verde, ficoeritrina (PE) en naranja y de color violeta el ruido de fondo de restos celulares. El

rectangulo representa la mascara de filtro que obstruye el paso a laser de 638 nm.

(G) Espectro de células marcadas con anticuerpos adheridos a las fluorescencias FITC y PE,
espectro de referencia individual de cada una de las fluorescencias que seran futiles en la
descomposicion de espectral (grafico de la izquierda). Visualizacion del density plot antes y
después de la descomposicion espectral o deconvolucion, podemos observar la excelente
separacion de las poblaciones celulares posterior a la deconvolucion para FITC (grafico de

la derecha).

(H) Se identifica a las células autofluorescentes en una muestra sin marcar. Asi mismo, se

muestras espectro de células no autofluorescentes (NON AF) y autofluorescentes (AF) (33).
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2.2.8 Seleccion de panel celular

En el trabajo de investigacion presentado, se hard uso del anticuerpo anti-CD71 en
Fluoresceina (FITC) y el colorante DRAQS mediante el uso del citometro de flujo espectral

Cytek® Northern Lights™ 3000.

CD71: El antigeno CD71 es una glicoproteina de membrana tipo II, un receptor de la
transferrina, que media la captacion de hierro en la célula mediante el proceso de
internalizacion y reciclaje. Se expresa en linfocitos T y B activados, macroéfagos y
eritroblastos. Su expresion aumenta en células proliferativas, esta presente en progenitores
eritroides en higado fetal, sangre de cordon umbilical, reticulocitos y sangre periférica, se va

perdiendo conforme la célula llega a ser eritrocito maduro (34).

DRAQS5: Colorante de uso en la citometria de flujo por su alta afinidad al ADN bicatenario,
permeable a la membrana que permite el marcaje a células vivas o fijadas/muertas. Permite
la distincion de células con nucleo y din nicleo. Ademas, ayuda a evaluar el contenido del
ADN nuclear para analizar ploidias y ciclo celular porque se une al ADN

estequiométricamente. La longitud de onda que excita al DRAQS es de 488nm (35).
Definicion de términos

Eritropoyetina (EPO): Hormona tipo glicoproteina, secretada principalmente por el rifién en
adultos y en el higado fetal, que actiia en las células madre eritroides de la MO, estimulando

la proliferacion y diferenciacion (36)

Microntcleos: Nucleos alterados producto de la telofase de la division celular (mitosis o
meiosis) por cromosomas 'lentos' (retrasados) o fragmentos cromosémicos (derivados de
cambios cromosomicos estructurales, espontaneos o inducidos experimentalmente) (36). La
medicion cuantitativa mediante la citometria espectral reflejara el dafio citogenético que
conduce a la generacidon de micronucleos (micronticleo con defecto citogenético) en células

que estén expuestas a agentes genotoxicos o radiaciones ionizante.

Agente citotoxico: Sustancias toxicas para las células que pueden estar implicadas en la
inmunidad o pueden estar contenidas en venenos. se diferencian de los citostaticos por la

intensidad del efecto. algunos de ellos se utilizan como antibidticos citotoxicos. El
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mecanismo de accion de muchos de ellos es el de agentes alquilantes o0 moduladores de la

mitosis (36).

Biomarcadores: Parametros bioldgicos que pueden ser medidos y cuantificados (por ejemplo,
concentracion de hormonas especificas, presencia de sustancias bioldgicas, distribucion
fenotipica de un gen especifico en una poblacion, concentracion de enzimas especificas) que
sirven de marcadores para evaluaciones y fisiologia relacionadas con la salud, como riesgo
de desarrollar una enfermedad, diagnostico de enfermedades, trastornos relacionados con el
uso de sustancias, exposicion ambiental y sus efectos, metabolismo, gravedad, desarrollo de

linaje celular, estudios epidemiolédgicos, entre otros (36).

CD: por sus siglas en inglés “cluster of differentiation” son antigenos de diferenciacion de
las células. Los CD o grupo de diferenciacion, se refiere a grupos de anticuerpos
monoclonales que presentan una reactividad similar con ciertas subpoblaciones de antigenos
de un linaje o etapa de diferenciacion particular. Las subpoblaciones de antigenos también

se conocen con la misma designacién CD (36).

Fluorocromos: Sustancias de composicién quimica que emiten luz después de la excitacion
luminosa. La longitud de onda de la luz emitida es generalmente mayor que la de la luz
incidente. Los fluorocromos son sustancias que provocan fluorescencia en otras sustancias,
es decir, tintes que se utilizan para marcar o diferenciar otros compuestos con etiquetas
fluorescentes (36). El desarrollo de numerosas moléculas fluorescentes que tengan la
capacidad de unirse por medio del enlace covalente a anticuerpos y estas a células de interés
hace que la citometria de flujo sea una de las técnicas mas interesante e innovadora en la

actualidad.

Sustancias organofostatados: Los agentes quimicos como los plaguicidas, insecticidas
entre otros, que son de uso en las agriculturas, para el control de plagas y vectores y optimizar
la calidad de los productos agropecuarios. Estas sustancias estan consideradas como

potenciales mutagenos, que pueden producir cambios en el ADN (37).
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2.3 Formulacion de hipotesis
2.3.1 hipotesis general

La exposicion a plaguicidas se asocia de manera significativa con el incremento de
reticulocitos micronucleados en agricultores de Huancavelica, evaluados mediante la

citometria espectral.
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CAPITULO III: METODOLOGIA
3.1 Método de la investigacion

La metodologia aplicada en este trabajo es de tipo hipotético deductivo puesto que se formula
una hipotesis y se busca verificar o refutar nuestra hipotesis de manera rigurosa y sistematica,
deduciendo conclusiones que se basan en la observacion y la medicion de los datos, para que

puedan ser generalizados en otras situaciones o poblaciones.
3.2 Enfoque de la investigacion

Este trabajo se desarrollara con un enfoque cuantitativo, debido a que se busca la obtencion
de datos objetivos y precisos, sin ser influenciadas por la subjetividad del investigador. Se
recopilaran datos numéricos y cuantificables para analizar y comparar mediante el uso de
métodos estadisticos, identificando patrones tendencias y relaciones de los datos. Dado el
enfoque cuantitativo este trabajo nos permite generalizar los resultados, fomentando la

objetividad y permitiendo la comparabilidad con otros estudios y/o resultados.
3.3 Tipo de la investigacion

El tipo de investigacion que se realizard es el basico debido a que se busca avanzar generando
nuevos conocimientos en la comprension del problema, sin las influencias subjetivas,
centrandose en la compresion y explicacion de los procesos, asi mismo, se utilizara el método
cientifico para recopilar y analizar los datos, para finalmente desarrollar teorias y principios

que sean generalizables en diferentes contextos y situaciones.
3.4 Disefio de la investigacion

El disefio de investigacion aplicable a este trabajo es de tipo no experimental de corte
transversal analitico donde se analizard la relacion entre variables en un momento
determinado. En este trabajo no se manipulara la variable independiente, sino que se
observard la relacion con la variable dependiente, recopilando datos en un momento
especifico y analizar la relacion entre las variables (38). El trabajo tendrd una muestra
significativa de agricultores de la region Huancavelica, provincia Tayacaja que participaran
en el presente estudio, y se determinara la relacion existente entre el dafio citogenético y el
nivel de exposicion a insecticidas, mediante el analisis por citometria de flujo, durante el

2025.
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3.5 Poblacion, muestra y muestreo
3.5.1 Poblacion

Huancavelica, “la tierra del mercurio”, es una regién que se encuentra ubicado en la parte
sur-central del Peru, limitando por el oeste con Lima e Ica, el este y sur con Ayacucho, y por
el norte con Junin, tiene una superficie de 22 131.47 Km2 y una poblacion censada de 347

639 habitantes hasta el ultimo censo nacional 2017 (39).

Huancavelica, como region de poco desarrollo econdmico, social y tecnologico en el pais, la
agricultura que se practica son principalmente independiente y para la subsistencia de la
poblacion. Su produccion es principalmente en granos y tubérculos, como arveja, habas,

quinua, cebada, maiz, papa, olluco, entre otros.

Huancavelica, como region de poco desarrollo econdmico, social y tecnoldgico en el pais, la
agricultura que se practica son principalmente independiente y para la subsistencia de la
poblacion. Su produccion es principalmente en granos y tubérculos, como arveja, habas, tuna,

cebada, maiz, papa, olluco, entre otros.

Segun el ultimo censo nacional del INEI 2007 (40) la poblacion total en la region de
Huancavelica es de 454 797 habitantes y de la provincia Tayacaja son de 104901 habitantes.
Segiin el IV censo nacional agropecuario 2012 (10), el “numero de productores
agropecuarios, segun departamento, 2012” en la region de Huancavelica son 74922
agropecuarios, de los cuales las “Unidades agropecuarias que aplican pesticidas 2012,
segun departamento 20127, en Huancavelica son 72089, 26554 agricultores usan
insecticidas quimicos, 2878 usan insecticidas no quimico o bioldgicos, 4307 usan herbicidas
y 16971 usan fungicidas. Asi mismo, la “Unidades agropecuarias que aplican fertilizantes
quimicos, segin departamento, 2012”, informa que en Huancavelica hay 3193 unidades
agropecuarias que utilizan fertilizantes quimicos en gran cantidad y 30794 en poca cantidad.
Ademés, el “numero de trabajadores en el sector agropecuario, segun departamento, 2012,
muestra a 1154 trabajadores, entre hombres y mujeres, que son permanentes y 298884
trabajadores, entre hombres y mujeres, que son eventuales. La densidad poblacional de la
provincia de Tayacaja hasta el afio 2017 son de 81403 habitantes de acuerdo con la base de
datos del INEI y el numero de unidades agropecuarias en la provincia de Tayacaja es de

18793, segun el IV CENAGRO (41). En este estudio se trabajard con agricultores de la
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region de Huancavelica, provincia Tayacaja, que acudan al Hospital de Pampas Tayacaja

durante el periodo de 01/05/2025 al 31/05/2025.
3.5.2 Muestra
Para la definicion de la muestra en este estudio se calcula mediante la siguiente formula:
n=(Z>xpx (1-p)) /B?
Donde:
n = tamafo de la muestra
Z=valor que corresponde al nivel de confianza 1.96 al 95%.
p = Proporcion esperada de la poblacion
B = error maximo permitido (5%)
n=377 (42).
3.5.3 Muestreo

Se aplica el muestreo de tipo no aleatorio simple por conveniencia, seleccionados bajo los
criterios de inclusion y exclusion. Donde se seleccionard muestra de individuos de manera
aleatoria, individuos dispuestos a participar en el estudio y que cumplan con los criterios de
inclusion y exclusion; asegurando asi que cada individuo poseerd la misma probabilidad de

ser seleccionado (38).
3.6 Variables y operacionalizacion
3.6.1 Definicion conceptual de variables

Variable dependiente: Recuento de reticulocitos micronucleados: El recuento de reticulocitos
micronucleados es una medida de gran importancia en la estimacion del dafio genético que
se ocasiona por la exposicion a pesticidas. El recuento de reticulocitos micronucleados se
refiere al nimero de reticulocitos que presentan micronucleos en la muestra de sangre
periférica. El nimero de reticulocitos micronucleados serd medido en la cantidad de células

por microlitro, evaluado en 500000 de células adquiridas por el citdmetro de flujo (18).
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Variable independiente: Exposicion a pesticidas: La exposicion a plaguicidas es un factor
importante en la evaluacion del dafio genético y diversos dafios a la salud. Se refiere a la
frecuencia y cantidad de exposicion por parte de los agricultores a los pesticidas en su trabajo
diario. Se ha evidenciado que la exposicion a laboral a pesticidas en zonas urbanas o rurales
ocasionan riesgos en la salud debido a que provocan intoxicaciones agudas, subagudas hasta
cronicas, y los efectos van a depender de la forma de exposicion, caracteristicas del sujeto y

las caracteristicas de las pesticidas (43).

Variables intervinientes: Tiempo de exposicion: Se refiere al periodo de tiempo en el que un
individuo o la poblacion estén en contacto o expuestos al factor de riesgo o a las sustancias
genotodxicas. El tiempo de exposicion considerado se subdividira en 5 grupos, en las cuales
el grupo 1 (G1), estard conformado por aquellos agricultores que estén expuestos a sustancias
genotdxicas entre 1 a 5 afos, en el grupo 2 (G2), estaran aquellos que estén expuestos entre
5 a 10 afios, en el grupo 3 (G3), aquellos que estén expuestos entre 10 a 15 afios, en el grupo
4 (G4), aquellos que estén expuestos entre 15 a 20 afos, y en el grupo 5 (G5), aquellos que
tengan mas de 20 afios de exposicion. Asi mismo, en funcion a la frecuencia de exposicion
que se refleja en numero de veces de uso de pesticida por semana (de 1 a 2 veces por semana,
de 3 a 5 veces por semana y mas de 5 veces a la semana) y en funcion al tiempo de exposicion
a pesticidas medidas en horas al dia, menor a 2 horas, entre 3 a 5 horas y més de 5 horas al
dia. El método de medicion a usar serd la aplicacion de cuestionarios a los agricultores
participantes en donde se obtendrd informacion sobre el uso de pesticidas, el tiempo y

frecuencia de exposicion.
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3.6.2 Operacionalizacion de variables

variable Definicion conceptual Definicion Dimensiones  Indicadores Tipo de Escala de
operacional variable medicion
Recuento de Numero de reticulocitos que Numero de reticulocitos Cantidad de Porcentaje de Cuantitativo Numero de
reticulocitos presentan micronicleos en la porcada 500000 células reticulocitos reticulocitos con micronucleos  por
micronuclead muestra de sangre periférica analizadas. micronucleados  respecto al total cada 500000 células
0s de hematies (% analizadas.
Ret)
Exposicion a Frecuencia y cantidad de Frecuencia y cantidad Cantidad de Numero de Cuantitativo Numero de
pesticidas exposicion por parte de los de exposiciones a los pesticidas pesticidas pesticidas  usados
agricultores a los pesticidas en su pesticidas en el trabajo utilizados. utilizados por hectarea de
trabajo diario diario terreno
Baja, moderada y
Frecuencia del Tiempo de Continua alta
uso de exposicion  de
pesticidas. pesticidas  por
semana
Tiempo de Periodo en el cual un individuo o El tiempo de exposicion Duracion de la Tiempo de Cuantitativo Afos
exposicion poblacidén se encuentre expuesta a  serd medido en funcién exposicion exposicion

sustancias genotoxicas

a la cantidad de afios de
exposicion, segun la
ficha de recoleccion de

datos.

Fuente: Elaboracion propia con apoyo del estudio: *“ Las variables y su operacionalizacion” (44).
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3.7 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
3.7.1 Técnicas

En este trabajo se utilizara la Citometria de flujo para el andlisis de las poblaciones celulares
y medir la frecuencia de los micronucleos. Se aplicara la ficha de recoleccion de datos con el
fin de obtener la informacidn sobre el tiempo de exposicion y otros factores relevantes para

el estudio, asegurando la confidencialidad de los datos de los participantes.
3.7.2 Descripcion de instrumentos

La Citometria de Flujo Espectral es una técnica innovadora de gran utilidad debido a los
beneficios que trae a comparacion de la citometria convencional. En el andlisis espectral, se
realizard el proceso de marcaje de las muestras de los participantes, con el uso de los
fluorocromos CD71 en APC y el marcador DRAQS para posterior reconstituir con PBS
(solucion salina tamponada con fosfato). En el analisis mediante el citometro de flujo
espectral se realiza el mantenimiento diario del equipo Cytek® Northern Lights™ 3000, para
continuar con el procesamiento del control de calidad interno y la validacién de los
resultados, estos contienen a la ganancia, mediana de la intensidad de fluorescencia de las
microesferas de CCI, el %rCV y un indicador de apto y no apto para cada uno de los canales
de los detectores, estos resultados del CCI se da por aceptado cuando el estado de la misma
sea apto. Asi mismo, se consideran los criterios de aceptacion del CCI segtn lo establecido
por el fabricante, dispuesto en el manual del operador. Posterior a ello, se procesa los
controles de referencia (muestras o microesferas con tincion Unica y sin teflir) que serdn muy
utiles para la deconvolucion del equipo, necesarios para la separacion de las poblaciones
celulares. En la adquisicion de las muestras, se configura al equipo de tal manera que llegue
a adquirir 500000 eventos para finalmente obtener los resultados en cantidad de reticulocitos

micronucleados por microlitro de muestra.

En la ficha de recoleccion de los datos se recolectara los datos del tiempo de exposicion y
otros datos relevantes como el tipo de exposicion, nivel de exposicion, edad y sexo para el
estudio de forma ordenada y sistematica. Esta ficha en donde se recolectaran los datos esta

disefiada de tal manera que sea de facil comprension, consistente y precisa.
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Se aplicara también un formulario de consentimiento informado a todos los participantes

antes de la recoleccion de datos.
3.7.3 Validacion

El uso de la citometria de flujo en el andlisis de reticulocitos micronucleados se ha venido
desarrollando ya hace algunos afos atras en paises como Estados Unidos, México, Chile,
Colombia, Bolivia, entre otros, en los cuales hacen uso del citometro de flujo como

herramienta en el diagndstico oportuno de algunas alteraciones citogenéticas.

La ficha de recoleccion ha sido elaborada en base a las necesidades de los datos en el estudio
y ha sido revisada por 3 expertos en la materia que indica que este instrumento es valido para

su uso previsto Anexo 3.
3.7.4 Confiabilidad

Las muestras obtenidas para la investigacion seran procesadas mediante el Citdmetro de
Flujo Cytek® Northern Lights™ 3000, posterior a la evaluacion del mantenimiento diario,
analisis del control de calidad interno y la deconvolucién del equipo. Los datos seran
analizados mediante el software SpectroFlo® propia del citometro, para finalmente proceder

con el analisis estadistico del Coeficiente de Correlacion de Pearson.
3.8 Plan de procesamiento y analisis de datos

El trabajo de investigacion tiene un enfoque cuantitativo, por ello los resultados arrojados
por el citometro de flujo espectral Cytek® Northern Lights™ 3000 y las variables propuestas
seran analizados mediante el modelo de regresion de Poisson con varianza robusta debido a
que ayuda al analisis de datos por conteo (nimero de reticulocitos micronucleados en relacion
a la exposicion a pesticidas en los agricultores de Huancavelica), la regresion de Poisson es
un modelo estadistico que se utiliza para predecir la frecuencia de reticulocitos
micronucleados en un determinado tiempo o espacio. Asi mismo, la Varianza robusta es la
técnica estadistica que permitird la estimacion de la varianza de la cantidad de reticulocitos
micronucleados y la exposicion a pesticidas, de manera mas precisa y la identificacion de

factores que influyen en la frecuencia de los reticulocitos micronucleados.
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3.9 Aspectos éticos

En este trabajo de investigacion participaran seres humanos por los cuales se tomara en
cuenta la “Declaracion de Helsinkise para la investigacion biomédica en seres humanos”
(45-47), en donde se prima el respeto a la autonomia de los participantes, el principio de
justicia, no maleficencia y el principio de beneficencia. Ademas, se brindard una charla
previa a la participacion donde se les explicara la informacion necesaria del estudio, los
objetivos y los beneficios y riesgos de la poblacion, se aplicara el consentimiento informado
(ANEXO 01), con el que se proporcionara la autorizacién en la ejecucion del presente
estudio. De igual manera el trabajo serd revisado por el comité de ética de la Universidad

Norbert Wiener.
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CAPITULO IV: ASPECTOS ADMINISTRATIVOS
4.1 Cronograma de actividades

ANO 2025

Marzo Abril Mayo Junio Julio
ACTIVIDADES

semanas

12341234123 4123412341234

Presentacion del proyecto de tesis al Posgrado — UNW X
Revision y aprobacion del trabajo de investigacion X [x |x
Elaboracion y entrega de carta de aprobacion del Proyecto de Tesis x| x

Carta de presentacion a la institucion donde se realizara el analisis

de las muestras )
Autorizacion por las autoridades del Hospital de Pampas Tayacaja X
Charla informativa X
Firma de consentimiento informado X
Toma de muestra primer grupo X
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Toma de muestra segundo grupo

Procesamiento de muestra segundo grupo

Toma de muestra tercer grupo

Procesamiento de muestra tercer grupo

Procesamiento y analisis de datos

Resultados de analisis estadisticos

Redaccion de los resultados

Redaccion de la discusion de los resultados

Redaccion de la conclusion de los resultados

Envio al asesor para las observaciones pertinentes

Envio a la universidad para la revision

Sustentacion de la tesis

Publicacion del trabajo de investigacion
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4.2 Presupuesto

COSTO
DESCRIPCION Unidad CANTIDAD UNITARIO

MATERIALES DE ESCRITORIO

Papel A-4 Millar 1 25 25
USB Unidad 1 30 30
Archivadores Unidad 5 15 75
Boligrafos Unidad 15 2 30
Fotocopias Millar 1 0.3 0.3
Tinta de impresora Unidad 3 70 210
SUBTOTAL 370.3
SERVICIOS TERCEROS

Internet Mensual 7 50 350
SUBTOTAL 350
TRANSPORTE

Local NA 200 10 2000
Nacional NA 10 50 500
SUBTOTAL 2500
ESTANCIA

Huancavelica-Tayacaja Semanas 3 25 525
SUBTOTAL 525
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MATERIAL BASICO PARA TOMA DE MUESTRA

Equipo de bioseguridad Unidad 10 10 100
TUBO EDTA K2, 13X75mm

PACK x 100 PIEZAS Faquetes ) 3 140
Algodon Unidad 1 30 30
Guantes Unidad 3 25 75
Contenedor de bioseguridad de cartén SL [ Unidad 5 6.5 32.5
Esparadrapo Unidad 3 5 15
Ligadura o torniquete Unidad 5 1 5
capuchon Unidad 5 1 5
Alcohol medicinal 70° Unidad 2 20 40
Aguja Vacutainer 21g Caja 5 45 225
SUBTOTAL 667.5
RECURSOS HUMANOS

Personal asistente de investigacion NA 1 1500 1500
Personal de laboratorio de investigacion | NA 400 25 10000
SUBTOTAL 11500

MATERIAL BASICO DE LABORATORIO

Tubos de ensayo en vidrio bolosilicato x

Paquetes 20 35 700
50 unidades
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Pipeta automatica 10-100 uL Unidad 1 250 250
Pipeta automatica 0.5-10 uLL Unidad 1 240 240
Pipeta automatica 100-1000 ulL Unidad 1 240 240
punteras amarillas 10-200 ul Unidad 3 13 39
punteras azules 100-1000 ul Unidad 2 15 30
punteras azules 0.5 - 10 ul Unidad 5 15 75
cinta parafilm Unidad 1 10 10
phosphate buffered saline (PBS) Unidad 5 150 750
anticuerpo CD71 Unidad 5 1820 9100
DRAQ5 Unidad 3 2000 6000
Agitador digital Vortex
Centrifuga NA Material ~ proporcionado  por el
Citémetro de flujo laboratorio de apoyo
Desionizador de agua
SUBTOTAL 17434

0 21846.8
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ANEXOS

ANEXO 1: CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo de proyecto de investigacion : “Citometria de flujo en la identificacién de
eritrocitos micronucleados para la evaluacion de dafo citogenético, Huancavelica 2025”.
Investigadores : Jheydy Shomara Areste Castro

Institucion(es) : Universidad Privada Norbert Wiener (UPNW)

Estamos invitando a usted a participar en un estudio de investigacion titulado: “Citometria
de flujo en la identificacion de eritrocitos micronucleados para la evaluacion de dafio
citogenético, Huancavelica 2025 de fecha 01/04/2025 y version 02. Este es un estudio
desarrollado por investigadores de la Universidad Privada Norbert Wiener (UPNW).

. INFORMACION

Propdsito del estudio: El propdsito de este estudio es evaluar la relaciéon entre la
identificacion de eritrocitos micronucleados, dafio citogenético y tiempo de exposicion al
agente citotoxico en agricultores de Huancavelica, 2025. Su ejecucion permitira mejorar los
conocimientos sobre los efectos de las sustancias bioquimicas que se usan en la agricultura,
asi mismo, los resultados del estudio ayudaran a identificar la magnitud del dafio que puede
ocasionar los pesticidas y asi se pueda prevenir en gran media los riesgos y posibles dafios a
la salud.

Duracion del estudio (meses): 6 meses
NP° esperado de participantes: 380 participantes
Criterios de Inclusion y exclusion:

e Participantes agricultores mayores de 18 afios.

e Participantes con mas de 1 afio de experiencia en la agricultura con exposicion a
pesticidas.

e Agricultores de la region Huancavelica que asistan al Hospital de Pampas Tayacaja
y reciban la sesion informativa.

e Agricultores que deseen participar en el estudio y firmen el consentimiento
informado.

Criterios de Inclusion y exclusion:

e Participantes con enfermedades cronicas.
e Participantes en estado de gestacion o lactancia.
e Participantes que pertenezcan a grupos vulnerables.
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e Participantes que estén recibiendo algln tipo de tratamiento médico.
e Participantes que usan otro tipo de sustancia quimica distinta en su vida rutinaria.

Procedimientos del estudio: Si Usted decide participar en este estudio se le realizara los
siguientes procesos:

e Recibir y comprender la sesién informativa sobre el trabajo de investigacion
presentada por la investigadora.

e Asistir puntualmente al establecimiento de toma de muestra sanguinea segun la fecha
y hora pactada en la sesion informativa.

e Secguir las indicaciones recomendadas por la investigadora posterior a la toma de
muestra para minimizar los efectos de esta.

La sesion informativa puede demorar unos 10 minutos y donde habra una interaccion por
parte del investigador con los participantes.

Los resultados se le entregaran a usted en forma individual y se almacenaran respetando la
confidencialidad y su anonimato.

Riesgos:

Su participacion en el estudio no presenta riesgos mayores en la salud. Solo en la toma de
muestra al ser un procedimiento invasivo que puede ocasionar dolor ligero e incluso generar
algin tipo de hematoma en la zona de puncidn, el cual serd por un periodo corto de tiempo.

Beneficios:

Usted se beneficiara del presente proyecto de manera que podra identificar de la magnitud
del dafio que puede ocasionar los pesticidas a la salud y asi se pueda prevenir en gran media
los riesgos y posibles daiios a futuro.

Costos e incentivos: Usted no pagard ningiin costo monetario por su participacion en la
presente investigacion. Asi mismo, no recibira ninglin incentivo econdmico ni medicamentos
a cambio de su participacion.

Confidencialidad: Nosotros guardaremos la informacion recolectada con cddigos para
resguardar su identidad. Si los resultados de este estudio son publicados, no se mostrara
ninguna informacidon que permita su identificacion. Los archivos no seran mostrados a
ninguna persona ajena al equipo de estudio.

Derechos del paciente: La participacion en el presente estudio es voluntaria. Si usted lo
decide puede negarse a participar en el estudio o retirarse de éste en cualquier momento, sin
que esto ocasione ninguna penalizacion o pérdida de los beneficios y derechos que tiene
como individuo, como asi tampoco modificaciones o restricciones al derecho a la atencion
médica.
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Preguntas/Contacto: Puede comunicarse con el Investigador Principal Jheydy Shomara
Areste Castro, teléfono: 960300071 y correo electronico: jheydy.arestel @gmail.com.

Asi mismo puede comunicarse con el Comité de Etica que valido el presente estudio,
Contacto del Comité de Etica: Dra. Yenny M. Bellido Fuentes, presidenta del Comité de
Etica de la Universidad Norbert Wiener, para la investigacién de la Universidad Norbert
Wiener, Email: comité.ctica@uwiener.edu.pe

. DECLARACION DEL CONSENTIMIENTO

He leido la hoja de informacion del Formulario de Consentimiento Informado (FCI), y
declaro haber recibido una explicacion satisfactoria sobre los objetivos, procedimientos y
finalidades del estudio. Se han respondido todas mis dudas y preguntas. Comprendo que mi
decision de participar es voluntaria y conozco mi derecho a retirar mi consentimiento en
cualquier momento, sin que esto me perjudique de ninguna manera. Recibiré una copia
firmada de este consentimiento.

Nombre participante: Nombre investigador:
DNI: DNI:
Fecha: ( ) Fecha: ( )

Nombre testigo o representante legal:
DNI:
Fecha: ( )

Nota: La firma del testigo o representante legal es obligatoria solo cuando el participante
tiene alguna discapacidad que le impida firmar o imprimir su huella, o en el caso de no
saber leer y escribir.
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ANEXO 2: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS
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