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RESUMEN

La hidatidosis es una zoonosis parasitaria de alta prevalencia en los Andes centrales
y sur del Peru. El higado es el 6rgano més afectado. El tratamiento de eleccion para
la hidatidosis hepética diagnosticada oportunamente es el albendazol (ABZ). Este
se caracteriza por dosis altas y que duran entre 3 a 4 meses, con alta probabilidad
de dafio hepatico. Por otro lado, el albendazol sulféxido (ABZSO) es el metabolito
activo del ABZ, cuya medicién en plasma es dificil de implementar y validar. Poco
se conoce sobre sus niveles y la relacion con los cambios en el quiste hidatidico y
dafio hepéatico. Hemos planteado dos preguntas de investigacion: ¢ La cromatografia
liquida acoplada a espectroscopia de masas para la medicion de ABZSO en plasma
es valido segun los estandares de la Administracion de Alimentos y Medicamentos
de los Estados Unidos?, y ¢El nivel plasmatico de ABZSO estara relacionado con
la actividad enzimaética hepatica en pacientes con hidatidosis hepatica durante el
tratamiento oral con albendazol?

Investigacion 1: Se valido el método HPLC-MS para la cuantificacion de ABZSO
en plasma humano, siguiendo las guias de validacion de métodos bionaliticos de la
Food and Drug Administration. El ensayo tuvo una respuesta lineal (1-1500 ng/mL,
r2=0.999) con un limite de deteccion de 1 ng/mL. Las concentraciones de ABZSO
a 1, 5, 50, 100, 200, 500, 1000 y 1500 ng/mL tuvieron desviaciones estandar
relativas de 10.4, 8.4, 7.8, 2.9, 7.4, 3.2, 3.4 y 1.3%, respectivamente. EI método fue
preciso con un coeficiente de variacion de 1.411%, y exacto con un sesgo de -14.7,
2.8 y -0.8% en concentraciones de ABZSO de 5, 500 y 1000 ng/mL,
respectivamente. La recuperacion del método fue de 89.2%, y la estabilidad tras la

refrigeracion durante 24 horas, tuvo un coeficiente de variacion de 2.3%.



Investigacion 2: cohorte prospectiva constituida por personas con hidatidosis
hepética tratados con albendazol via oral a dosis de 12.5 mg/kg/dia durante 3 meses.
La actividad enzimatica hepatica fue evaluada a través de la medicion de alanino y
aspartato aminotransferasa (ALT y AST), gamma glutamil transferasa (y-GT) y
fosfatasa alcalina (FALC); las caracteristicas estructurales del quiste hidatidico
mediante ultrasonografia abdominal; y la concentracion plasmatica de ABZSO por
HPLC-MS. Los parametros descritos fueron medidos antes del tratamiento y a los
15, 30, 45, 60, 75 y 90 dias de haber iniciado el tratamiento. Evaluamos 13 personas
cuyos niveles de ABZSO basal y al dia 90 de tratamiento variaron de 0.71 ng/mL a
226.8 ng/mL (p<0.05). La mediana del didmetro y volumen quistico bajo de 32.5 a
31.5 mm (p<0.001) y 15.5 a 15.3 mL (p<0.001), respectivamente en tres pacientes.
Los niveles de ALT, AST, y-GT y FALC subieron (p<0.001) de 17.8 a 48.6 U/L,
21.1a55.7 U/L, 15.4 a 42.7 U/L y 264 a 328.7 U/L, respectivamente. Los niveles
de ABZSO no estuvieron asociados con las caracteristicas estructurales del quiste,
pero si asociados significativamente con el incremento en la actividad enzimatica
hepatica (p<0.001).

Concluimos lo siguiente: (i) El método HPLC-MS para la cuantificacion de ABZSO
en plasma humano es valido de acuerdo con los estandares definidos por la FDA.
El método ofrece una respuesta lineal entre 1 y 1500 ng/mL y con un limite de
deteccidn de 1 ng/mL, y (ii) Los niveles de ABZSO se relacionan con la actividad

ALT, AST, y-GT y FALC; pero no con las caracteristicas quisticas.

PALABRAS CLAVES: Validacion analitica; Actividad enzimatica hepatica;

Hidatidosis hepética; Albendazol; Albendazol sulféxido



ABSTRACT

Hydatidosis is a highly prevalent parasitic zoonosis in the central and southern
Andes of Peru. The liver is the most affected organ. The treatment of choice for
opportunely diagnosed hepatic hydatidosis is albendazole (ABZ). This is
characterized by high doses that last between 3 to 4 months, with a high probability
of liver damage. On the other hand, albendazole sulfoxide (ABZSO) is the active
metabolite of ABZ, whose measurement in plasma is difficult to implement and
validate. Little is known about its levels and the relationship with changes in the
hydatid cyst and liver damage. We have posed two research questions: ¢Is liquid
chromatography coupled with mass spectroscopy for the measurement of ABZSO
in plasma valid according to US Food and Drug Administration standards? and
¢Will the plasma level of ABZSO be related to with hepatic enzyme activity and
structural characteristics of cysts in patients with hepatic hydatidosis during oral
treatment with albendazole?

Investigation 1: The HPLC-MS method for the quantification of ABZSO in human
plasma was validated, following the bioanalytical method validation guidelines of
the Food and Drug Administration. The assay had a linear response (1-1500 ng/mL,
r2=0.999) with a detection limit of 1 ng/mL. ABZSO concentrations at 1, 5, 50,
100, 200, 500, 1000, and 1500 ng/mL had relative standard deviations of 10.4, 8.4,
7.8, 2.9, 7.4, 3.2, 3.4, and 1.3%, respectively. The method was precise with a
coefficient of variation of 1.411%, and exact with a bias of -14.7, 2.8 and -0.8% at
ABZSO concentrations of 5, 500 and 1000 ng/mL, respectively. The recovery of
the method was 89.2%, and the stability after refrigeration for 24 hours had a

coefficient of variation of 2.3%.



Investigation 2: prospective cohort made up of people with hepatic hydatidosis
treated with oral albendazole at a dose of 12.5 mg/kg/day for 3 months. Liver
enzyme activity was assessed by measuring alanine and aspartate aminotransferase
(ALT and AST), gamma glutamyl transferase (y-GT) and alkaline phosphatase
(FALC); the structural characteristics of the hydatid cyst by abdominal
ultrasonography; and the plasma concentration of ABZSO by HPLC-MS. The
described parameters were measured before treatment and at 15, 30, 45, 60, 75 and
90 days after starting treatment. We evaluated 13 subjects whose baseline ABZSO
levels and on day 90 of treatment ranged from 0.71 ng/mL to 226.8 ng/mL (p<0.05).
Median cyst diameter and volume decreased from 32.5 to 31.5 mm (p<0.001) and
15.5 to 15.3 mL (p<0.001), respectively in three patients. ALT, AST, y-GT, and
FALC levels increased (p<0.001) from 17.8 to 48.6 U/L, 21.1 to 55.7 U/L, 15.4 to
42.7 U/L, and 264 to 328.7 UI/L, respectively. ABZSO levels were not associated
with the structural characteristics of the cyst, but they were significantly associated
with the increase in hepatic enzyme activity (p<0.001).

We conclude the following: (i) The HPLC-MS method for the quantification of
ABZSO in human plasma is valid according to the standards defined by the FDA.
The method offers a linear response between 1 and 1500 ng/mL and with a detection
limit of 1 ng/mL, and (i1)) ABZSO levels are related to ALT, AST, y-GT and FALC

activity; but not with the cystic features.

KEY WORDS: Analytic validation; Liver enzyme activity; hepatic hydatid

disease; Albendazole; Albendazole sulfoxide



INTRODUCCION

La hidatidosis es una enfermedad infecciosa desatendida de distribucion mundial
que afecta principalmente a aquellos paises que se dedican a la crianza de ganado,
ocasionando graves pérdidas econdémicas y donde representa un problema de salud
publica (1). La hidatidosis es causada por la infeccién larvaria del metacéstode
Echinococcus granulosus (2); y tiene una presentacion clinica variada dependiendo
del 6rgano afectado (higado y pulmon, principalmente), tamafio de la lesion y la
complicacion del quiste (rotura, infeccion) (3). A nivel local, se ha evidenciado
prevalencias altas en areas rurales de los Andes centrales (4-6) y algunas regiones
costeras del Peru (7).

El diagndstico de la hidatidosis hepatica se basa en hallazgos clinicos y estudio de
imagenes tales como la ultrasonografia, radiografia, tomografia y/o resonancia
magnética; y se apoya de analisis serolégicos como inmunoblot (8). El tratamiento
depende del érgano afectado, estadio del quiste y de la presencia de complicaciones,
teniendo a la fecha alternativas farmacoldgicas, quirdrgicas (9), o terapias
combinadas dependiendo del nivel de avance de la enfermedad (2). A nivel local,
el tratamiento quirdrgico es la alternativa mas utilizada debido a que la enfermedad
es diagnosticada de manera tardia, es decir cuando los quistes son grandes o tienen
complicaciones (10); sin embargo esta opcion conlleva un riesgo de mortalidad y
complicaciones postoperatorias (11) asi como de recidiva, la cual oscila entre 4.6 y
22% (12); incluso después de los 8 afios a la intervencion (13), situacion que hace

necesaria la evaluacién temprana y el uso de otras alternativas terapéuticas.



El tratamiento farmacoldgico con albendazol (14) es recomendado como primera
alternativa terapéuticas a las opciones quirurgicas. Para incrementar su eficacia, se
aplica en ciclos de tratamiento empleando dosis altas (de 10 hasta 15 mg/kg/dia)
(15, 16) y por periodos prolongados (de 3 a 6 meses) (17-19). La actividad
escolicida del albendazol sulféxido (ABZSO), metabolito activo del albendazol, es
conocida y se basa en la inhibicidn de la sintesis de tubulina, la cual genera una
deficiente captacion de glucosa en la larva, disminucion en la sintesis de ATP y su
muerte (Grafico 1) (20). Sin embargo, el mecanismo de dafio generado en las
células del huésped, principalmente los hepatocitos, ain no es clara. Existen
estudios in vitro que han evidenciado citotoxicidad mediada por estrés oxidativo
(21), con incremento de especies reactivas de oxigeno, pérdida del potencial de
membrana mitocondrial y alteracion de la capacidad antioxidante, lo que conlleva
a dafio del ADN vy fosforilacion de la histona H2AX, aumento en la expresion de
genes Bax/Bcl-xL, p53 y activacién de la apoptosis celular (22). En ese sentido, ain
existen limitaciones sobre el conocimiento del proceso de dafio celular inducido por
el tratamiento oral con ABZ en personas con enfermedades como la hidatidosis y

neurocisticercosis.
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Gréfico 1. Mecanismo de dafio del ABZSO (tomado y modificado de Castro et al. (22))




La eficacia y toxicidad asociada al tratamiento oral con albendazol (ABZ) depende
en gran medida de los niveles de ABZSO alcanzados en plasma y a nivel
intraquistico. Sin embargo, la medicion de este metabolito requiere equipamiento
de alta tecnologia y de procedimientos cuyos resultados garanticen la confiabilidad
y validez en su cuantificacion. Diversos estudios han evaluado metodologias para
cuantificar el ABZSO en matrices bioldgicas, entre las que destaca la cromatografia
liquida de alto rendimiento (HPLC) con deteccion en fluorescencia (23), ultra LC-
MS (24), electroforesis capilar (25) e incluso espectrofotometria en luz visible (26).
Sin embargo, no existe consenso en definir cual es la metodologia ideal para la
cuantificacion del ABZSO. De acuerdo al listado de laboratorios acreditados por
INACAL (27), no se ha identificado aquellos que realicen el dosaje de ABZSO en
algun tipo de matriz biol6gica humana, como suero o plasma. Esta situacion genera
limitaciones para el desarrollo de estudios de biodisponibilidad, farmacovigilancia,
e incluso seguridad y eficacia como parte de los ensayos clinicos que buscan la
evaluacion del ABZ combinado a otros farmacos antiparasitarios.

Por otro lado, datos recientes sefialan que el dafio inducido por el albendazol en
hepatocitos cultivados es causado por un mecanismo de citotoxicidad, generando
disminucion en la viabilidad celular por debajo del 80%, razon por la cual es
catalogada como un farmaco que produce dafio hepatico (28). La exposicion
constante al ABZSO, con capacidad escolicida principal (29), puede desencadenar
eventos adversos a corto y largo plazo, principalmente dafio hepéatico agudo (30,
31), dependiendo de factores como la edad, sexo, respuesta inflamatoria y
variabilidad genética de las enzimas involucradas en el metabolismo del ABZ (32).

A la fecha, son pocos los estudios que han evaluado las concentraciones del ABZSO



en plasma como parte del monitoreo biolégico en las personas que reciben
tratamiento con ABZ, de tal forma que se garantice la mayor eficacia posible del
tratamiento sin producir dafio hepatico (33, 34).

La hidatidosis hepética se caracteriza por la presencia de uno 0 mas quistes que
varian en tamafio, forma, volumen y tipo, y que son identificados por estudios de
imagenes, entre los que destacan la ultrasonografia abdominal. Estudios previos
refieren que al menos 7 de cada 10 personas con hidatidosis hepética, presenta solo
un quiste, y mas de la mitad de ellos, clasificado como quiste activo, 6sea en
categorias CL, CE1 y CEZ2, esto quiere decir que son estructuras fértiles y
potencialmente infecciosas (35, 36). Sin embargo, se ha reportado sobre 23
pacientes con hidatidosis, que el 23.7% tuvieron mas de tres quistes hepaticos (37).
En cuanto al tamafio de los quistes, estos son muy variables y depende del estadio
de la enfermedad. Se han reportado quistes hepaticos con un rango entre 2 y 15 cm
(38). En Perq, los hallazgos sobre las caracteristicas de la hidatidosis se limitan a la
busqueda de informacidn registrada en historias clinicas de pacientes hospitalizados
y programados para intervencion quirurgica. En el 2013, se obtuvo informacion de
267 pacientes detectados con hidatidosis hepatica y se observ6 un tamafio mayor a
25mm en el 55.8%, y con predominancia a ubicarse en el I6bulo hepético derecho
y en los segmentos posteriores. En cuanto al nimero de quistes hallados en el
higado, el 69.7% tuvo un solo quiste, 20.3% dos quistes, y el resto 3 quistes (39).
También se ha reportado la presencia de hidatidosis hepéatica en nifios y
adolescentes, cuyos quistes tuvieron tamafios <5¢cm (23.1%), 5-10 cm (34.6%), 10-

15cm (15.4%) y de 15-20cm (26.9%). el 87.8% de los casos no tuvo complicacion



de quiste hidatidico; mientras que un 7.3% tenian una complicacion por infeccion,

2.4% por fistula biliar y por migracion peritoneal (40).

Los hallazgos reportados sobre hidatidosis hepéatica son de naturaleza transversal,
y poco se ha explorado sobre los cambios del quiste hidatidico durante el
seguimiento de personas que reciben tratamiento farmacolégico con ABZ
empleando técnicas ecograficas, y monitoreando los niveles del metabolito activo
del farmaco, el ABZSO, asi como el dafio hepatico inducido por farmacos,
expresado en la elevacion de enzimas hepaticas. Esta situacion merma el
fortalecimiento del monitoreo biolégico, dado que la medicion del ABZSO en
pacientes con hidatidosis estd sujeto al empleo de equipos de alta tecnologia,
personal entrenado y sobre todo de métodos que hayan sido validados segun
estandares de calidad, a fin de garantizar la confiabilidad y validez de las

mediciones.

La limitada evidencia sobre los niveles de ABZSO plasmatico de personas con
tratamiento oral con ABZ no permite su exploracién frente a los posibles eventos
adversos a la salud como dafio hepatico o los cambios estructurales del quiste
hidatidico, indicadores fundamentales para definir si el tratamiento fue eficaz o no.
En ese sentido, la presente investigacion busca en un primer sub-estudio validar un
método basado en la cromatografia liquida de alto rendimiento con un sistema de
deteccidn en masas (HPLC-MS) para la medicién de ABZSO en plasma humano.
Este proceso es relevante para su posterior empleo en investigaciones que evallen
la biodisponibilidad del ABZ en personas con hidatidosis hepatica. Nuestro

segundo sub-estudio consiste en la evaluacion de una cohorte de pacientes con



hidatidosis hepéatica que recibieron tratamiento oral con ABZ en dosis de
12.5mg/kg/dia durante 3 meses. Esto nos permite relacionar los niveles de ABZSO
plasmético con la actividad enzimética hepatica, y de manera complementaria, con
las caracteristicas estructurales de los quistes evaluados por ultrasonografia
(reduccion mayor al 25% en el tamafio del quiste, separacion de la membrana

quistica y/o calcificacion del quiste).



HIPOTESIS

En el caso del sub-estudio 1, este se clasifica como un estudio de validacion
analitica de un método por cromatografia liquida de alto rendimiento con
espectroscopia de masas (HPLC-MS) para la cuantificacion de ABZSO en
plasma humano; y los criterios para cumplir con el objetivo corresponden al
calculo de parametros definidos por la guia de la Administracion de Alimentos
y Medicamentos de los Estados Unidos (41). Hipotetizamos que la HPLC-MS
permite garantizar la validacion en la cuantificacion de ABZSO en plasma
humano, cumpliendo con los estdndares internacionales establecidos por la
FDA. Respecto con el sub-estudio 2, la hipétesis principal establece que el nivel
de concentracién de ABZSO plasmatico se asocia con la actividad enzimatica
hepética en pacientes con hidatidosis hepética que reciben tratamiento oral con
albendazol. La hipoétesis secundaria define que el nivel de concentracion de
ABZSO plasmatico se asocia con las caracteristicas estructurales del quiste
hidatidico en pacientes con hidatidosis hepatica que reciben tratamiento oral

con albendazol



1. VALIDACION DE LA MEDICION DE
ALBENDAZOL SULFOXIDO EN PLASMA
HUMANO

3.1Justificacion

La cisticercosis (42, 43) e hidatidosis (44, 45), zoonosis producidas por los estadios
larvarios de los helmintos: Taenia sollium y Echinococcus granulosus,
respectivamente, son consideradas un problema de salud publica por los efectos
debilitantes asociados (2). El tratamiento farmacoldgico se basa en el uso del ABZ;
sin embargo el ciclo de tratamiento de estas dos zoonosis son diferentes, siendo asi
para la cisticercosis periodos cortos (hasta 1 mes) con dosis que varian entre 800 a
1200 mg/dia (46), mientras que para la hidatidosis periodos mas prolongados (hasta
6 meses) con dosis que varian entre 600 y 800 mg/dia (47). EI ABZ actla a nivel
sistémico a través de su metabolito activo albendazol sulféxido (ABZSO) (20), el
cual debe alcanzar niveles 6ptimos en sangre para ejercer la accion escolicida por
lo que se recomienda utilizar dosis altas por tiempos prolongados (48). A la fecha,
la técnica de mayor confiabilidad para cuantificar ABZSO en sangre es la
cromatografia liquida de alto rendimiento acoplado a espectroscopia de masas
(HPLC-MS), tecnologia que requiere areas especialmente acondicionadas,

haciendo dificil su implementacion en zonas endémicas.

Existen investigaciones que han empleado diferentes metodologias para cuantificar
el ABZSO en matrices bioldgicas, entre las que destacan la HPLC con deteccion
en fluorescencia (23), ultra cromatografia liquida con detector de masas (uULC-MS)
(24), electroforesis capilar (25) e incluso espectrofotometria en luz visible (26); sin

embargo, los sistemas de deteccion son muy variables y los protocolos presentan



claras diferencias, sobre todo en el pretratamiento de las muestras (49-52). La
medicion del ABZSO es importante en el monitoreo de la eficacia del tratamiento
de pacientes con hidatidosis y neurocisticercosis, dos zoonosis que son tratadas con
altas concentraciones de ABZ, cuya composicion quimica hace que tenga baja
hidrosolubilidad y dificulte su cuantificacion (53). A la fecha, no existe consenso
en definir la metodologia ideal para la cuantificacién del ABZ-SFX en plasma
humano, y ello dificulta la implementacién de metodologias validas que garanticen
la cuantificacién de ABZSO en plasma humano, generando limitaciones para el
desarrollo de estudios de biodisponibilidad, farmacovigilancia, e incluso seguridad
y eficacia como parte de los ensayos clinicos que buscan la evaluacion del ABZ

combinado a otros farmacos antiparasitarios.

Los procesos de validacion analitica para la determinacion de compuestos activos
procedentes del metabolismo hepéatico humano por metodologias en HPLC-MS son
muy complejos y dificiles de realizar, y es usual observar gran variabilidad en los
parametros de precision y exactitud entre ensayos, aun para el mismo compuesto
de interés a medir (54, 55). Por ello, diversos investigadores han desarrollado
variaciones a las metodologias de medicion del ABZSO por HPLC-MS, y

evaluando la validez de estas.

Entre los antecedentes de investigacién mas importantes, no se han identificado
estudios nacionales. Sin embargo, se presentan los estudios extranjeros mas
relevantes que refieren resultados de validacion analitica para la mediciéon de

ABZSO por HPLC-MS.
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Gonzéles I. et al (2011) validaron un método LC-MS/MS para la determinacion
simultanea de ABZSO y ABZ sulfona en plasma humano. Obtuvieron un método
lineal entre 20 y 5000 ng/mL para ABZSO, preciso (desviacion estdndar relativa
(RSD) <12%) y exacto (Error relativo (RE) <7%) con alta tasa de recuperacion
(>90%). ElI método también fue empleado en la medicién de ABZSO en liquido
céfalo raquideo obtenido de pacientes con neurocisticercosis subaracnoidea que

recibieron ABZ a 30 mg/kg por dia durante 7 dias (52).

Wojnicz A. et al (2013) validaron un método en cromatografia liquida en tandem
con deteccion en MS/MS orientado a la medicion de ABZ y ABZSO. El método
fue lineal en el rango de 5 a 1000 ng/ml para ABZ y de 10 a 1500 ng/ml (validacién
completa) o de 10 a 5000 ng/mL (validacién parcial) para ABZSO, con un limite
inferior de 5 y 10 ng/ml de cuantificacion para ABZ y ABZSO, respectivamente.
Las pruebas de exactitud y precision, efecto matriz, recuperacion de extraccion y
estabilidad de las muestras tanto para ABZ como para ABZSO no se desviaron mas
del 20 % para el limite inferior de cuantificacion y no mas del 15 % para otros

controles de calidad segun las agencias reguladoras (56).

Rathod D. et al (2016) desarrollé un método LC-MS/MS en tandem para la
medicion de ABZ y ABZSO empleando la ionizacion positiva. El ensayo mostrd
una respuesta lineal en el rango de concentracion de 0,200 a 50,0 ng/mL para ABZ
y de 3,00 a 600 ng/mL para ABZSO. Las recuperaciones de los analitos y los IS
oscilaron entre el 86,03 % y el 89,66 % y entre el 89,85 % y el 98,94 %,
respectivamente. El efecto de matriz, expresado como factores de matriz

normalizados por IS, oscil6 entre 0,985 y 1,042 para ambos analitos (57).
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Saraner N. et al. (2016) validaron un método LC-MS/MS para la determinacion de
ABZSO en plasma humano, y empleando la ionizacion con electrospray (ESI) en
modo de monitoreo de iones positivos y reaccion multiple. EI método fue lineal en
el rango de 3-1500 ng/mL para ABZOX, y estable a temperaturas de 10°C, 20°C,
-20°C y -70°C, con coeficientes de variacion que no excedieron al 5% en

concentraciones de 9, 600 y 1125 ng/mL (58).

Chlonker Y. et al (2018) validé un método LC-MS/MS en tandem para la
cuantificacion de ABZ y metabolitos en plasma humano. La medicion fue lineal en
el rango de concentracién de 0,1 a 200 ng/mL para ABZSO y ABZON, 0,5-1000
ng/mL para ABZSO. La desviacién estandar (% RSD) y precision (% de sesgo)

estuvieron dentro de los limites aceptables segun las pautas de la FDA (59).

Dada la necesidad en nuestro pais, de contar con una metodologia valida y confiable
para medir los niveles de ABZSO en personas que reciben tratamiento con ABZ
por diferentes patologias, entre las que destaca la hidatidosis, planteamos un estudio
que tuvo por objetivo validar una metodologia de HPLC-MS para la cuantificacién
de ABZSO en plasma humano, la cual es relevante para el soporte de ensayos
clinicos que involucren el tratamiento con albendazol, sobre todo en personas con
zoonosis parasitarias como la cisticercosis e hidatidosis, donde el seguimiento y
monitoreo del paciente es fundamental para lograr el éxito del tratamiento y reducir

la probabilidad de desarrollar eventos adversos asociados al uso de este farmaco.
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3.2. Pregunta de Investigacion Principal de la investigacion 1:
¢El método de cromatografia liquida de alto rendimiento con deteccion por
espectroscopia de masas (HPLC-MS) para la cuantificacion de ABZSO en

plasma humano es véalido?

3.3. Hipdtesis de la investigacion 1:

Hipotetizamos que la HPLC-MS permite garantizar la validacion en la
cuantificacion de ABZSO en plasma humano, cumpliendo con los estandares

internacionales establecidos por la FDA

3.4. Materiales y Métodos

Este es un estudio que corresponde a una validacién analitica de método de ensayo,
de acuerdo a los lineamientos que exige la la guia de validacion de ensayos
bioanaliticos de la FDA (41). La investigacion fue parte del estudio “Validacién de
una prueba para medicion de albendazol sulfoxido en plasma, eficacia y actividad
enzimética hepatica en pacientes con hidatidosis hepatica en tratamiento oral con
albendazol”, el cual fue registrado en el Sistema Descentralizado de Informacién y
Seguimiento a la Investigacion (SIDISI N° 104243) y aprobado por el Comité de
Etica de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, con constancia N° 456-18-9, el

26 de agosto de 2019.

3.4.1. Diseino

El estudio no se encuentra dentro de la clasificacion de estudios
epidemioldgicos, sino, corresponde a estudios de validacion analitica, cuya

planificacion y ejecucion obedece a las exigencias de agencias internacionales
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regulatorias en aspectos de calidad en laboratorios de bioensayos. En nuestro
caso, el estudio sigue las recomendaciones de la FDA de Estados Unidos (41)
para validar métodos bioanaliticos. Ademas, nos hemos soportado en conceptos
y definiciones establecidas en la guia para validacién de métodos brindadas por

la EMA (60).

3.4.2. Poblacion y Disefio muestral

3.4.2.1. Poblacion

No aplica, considerando que es un trabajo dirigido estrictamente al desarrollo
de actividades dentro del Laboratorio de Biodisponibilidad y Bioequivalencia
del Centro Nacional de Control de Calidad del Instituto Nacional de Salud. La
evaluacion de cada parametro de la validacion analitica implica el analisis de
una cantidad de muestras predeterminadas en la guia de la FDA (41). Estas
muestras no proceden de personas, sino, se trabaja sobre matrices biologicas

caracterizadas en el laboratorio bajo condiciones controladas.

3.4.2.1.1. Criterios de inclusion

No aplica, dado que las condiciones de aceptabilidad de las matrices para

ensayar son predefinidas en el laboratorio.

3.4.2.1.2. Criterios de exclusién

No aplica

3.4.3. Muestreo
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3.4.3.1. Tipo de muestreo
El nimero de mediciones por cada parametro que constituye la validacion
analitica estuvo definida segun lo establecido en la guia de validacion de
ensayos bioanaliticos de la FDA (41). A continuacion, se presenta la
cantidad de mediciones realizadas por cada parametro incluido en la

validacion de ensayo:

Parédmetro Cantidad de mediciones
Linealidad 5 mediciones por duplicado y durante 10
dias (n=100)

Precision 3 mediciones en 4 concentraciones (n=12)
Exactitud 2 mediciones en 4 concentraciones (n=8)

Limite de cuantificacion 5 mediciones por duplicado (n=10)

Recuperacién 5 mediciones en 3 concentraciones (n=15)

Estabilidad a corto plazo 5 mediciones en 3 concentraciones al

inicio y a las 24 horas (n=30)

3.4.4. Procedimientos del estudio

3.4.4.1. Insumos quimicos y materiales

Albendazol sulfoxido HCI liofilizado (pureza > 99%, Batch 61113003) procedente
de la empresa Changzhou Yaband-Qh Pharmachem Co., LTD., China. El hidréxido
de amonio al 35% (CAS 1336-21-6, grado HPLC masas) y metanol (CAS 67-56-1,

grado HPLC masas) fueron adquiridos de la empresa Merck, Alemania. El
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isopropanol (CAS 353800010002, grado HPLC masas) fue provisto por
Alcopharma, Perd; y el acetonitrilo (CAS 75-05-8, grado HPLS masas) por la
empresa JT Baker, Estados Unidos. Se utilizaron columnas C18 de 100 x 4.6 mm x
3.5 um (CAS 12000310082) de la marca Purospher, Alemania; y micropipetas de
rangos 2-20 pL (Lote 4642060), 10-100 pL (Lote 4642070), 100-1000 pL (Lote
4642080) y 500-5000 pL (Lote 4642100) de la marca Thermo Fisher Scientific,

Estados Unidos.

3.4.4.2. Método de ensayo para la cuantificacion de albendazol
sulfoxido en plasma humano

1) Construccién de curva de calibracion:

Construccion de curva de calibracion: se emple6 un estandar de albendazol
sulfoxido de la marca Swiss TPH (serie 61113004), que permitié preparar
una solucion stock de 0.1 mg/mL, y a partir de ella, soluciones de trabajo a
concentraciones de 0.5, 5, 10, 25, 50, 75 y 100 pg/mL en fase movil y
sirvieron para la construccion de la curva de calibracién en plasma fresco
congelado donado por el Banco de Sangre de un Hospital Publico de Lima.
Este plasma fue enriquecido con concentraciones de ABZSO: 1, 5, 50, 100,
200, 500, 1000 y 1500 ng/mL. La solucion stock fue almacenada a -20°C
hasta por 30 dias. El control de calidad interno se realizd sobre los analisis
de muestras de plasma fortificados con soluciones de ABZSO a
concentraciones de 5, 500 y 1000 ng/mL, y fueron congelados a -70°C hasta
su uso. Se empled como estandar interno, una solucion de ABZ a una

concentracion de 0.5 pg/mL.
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2) Condiciones de la HPLC-MS:

Las mediciones se realizaron en un sistema de cromatografia liquida de alto
rendimiento acoplado a detector de masas (HPLC-MS) de triple cuadrupolo,
Thermo Scientific™ TSQ Quantis™, utilizando una Columna C18 (100x
4.6 mm x 3.5 um) a 25°C. La fase movil estuvo constituida de metanol, agua
y solucion de amonio al 25% (800:200:0.1 v/v/v), y el flujo de inyeccion
fue de 0.5 mL/min. Se inyecté 5 pL de la muestra a través del
automuestreador a 5°C. Las transiciones de monitoreo de reaccion multiple
para el ABZSO y ABZ fueron de 281.7 > 159.0 y 266.0 > 234.0,
respectivamente; mientras que la energia de colision fue de 5y 20 eV. El
procedimiento para la medicién de ABZSO ha sido adaptado de lo
evidenciado por Saraner N. et al (58). El ensayo original fue realizado en
cromatografia liquida con detector MS/MS en tandem, a 30°C y a un flujo
de inyeccion de 0.7 mL/min. Todos los procedimientos fueron realizados en
el Laboratorio de Biodisponibilidad y Bioequivalencia del Centro Nacional
de Control de Calidad del Instituto Nacional de Salud de Peru.

3) Parametros de validacion analitica:

La validacion analitica del método se realizd segun la Guia de Validacion de

Métodos Bioanaliticos de la FDA (41).

a. Linealidad: se evalué mediante tres indicadores: (1) los puntos de la curva

de calibracion en el nivel del limite de cuantificacion deben tener una
desviacion estandar relativa (DER) < 20%, (2) El estandar de ABZ como
control interno tener un DER < 15%, y (3) el coeficiente de correlacion debe

ser > 0.98.
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b. Precision: se evalué mediante dos indicadores: (1) los puntos en el nivel del
limite de cuantificacion deben tener un coeficiente de variacion (CV) <20%
de la concentracion declarada, y (2) EI CV de los controles en tres niveles
de concentracion de ABZSO (QCA=3ng/mL, QCB=9 ng/mL y QCC=600
ng/mL) no debe ser mayor al 15% de la concentracién nominal declarada.
Para cada concentracion el coeficiente de variabilidad (CV%) calculado con
5 alicuotas no deberd exceder 15%.

c. Limite de cuantificacion: se evalu6é la inexistencia de interferencia o
respuesta 5 veces mayor que cualquier interferencia existente en los
cromatogramas de plasma blancos a los tiempos de retencion en uso.

d. Exactitud: Para evaluar la exactitud del método se compararan los
resultados de concentracion obtenidos contra la concentracién nominal de
muestras control, analizadas paralelamente con una curva de calibracion en
plasma. Se considerara como exacto los valores con desviacion relativa de
+ 15% del valor de la concentracién nominal y con precision de no mas de
15% para el valor del CV. Para el limite de cuantificacion se consider6 la
concentracion mas baja del ABZSO con la cual se obtuvo una precision
satisfactoria (CV < 20%) y exactitud (expresada como el porcentaje de
desviacién relativa del valor nominal) con un valor limite de + 20%.

e. Recuperacion: El nivel de recuperacion absoluta se determin6 en términos
de porcentaje, al analizar muestras de plasma afiadidas con ABZSO y
soluciones estandar no sometidas a extraccion a tres concentraciones
diferentes comprendidas en el intervalo de trabajo: 270 ng/mL (nivel bajo),

540 ng/mL (nivel medio) y 1080 ng/mL (nivel alto) para ABZSO. Estas
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concentraciones fueron seleccionadas en base a los hallazgos reportados por
Garcia H., et al (61) cuyos niveles de ABZSO oscilaron entre 352.1y 741.2
ng/mL. La recuperacion del analito y del estandar interno no debe ser menor
al 50%

f. Estabilidad a corto plazo: La variacion de las muestras sometidas a
descongelamiento a temperatura ambiente por 24 horas no debe ser mayor

que 15% de las muestras frescas

3.4.4.3. Recoleccion de datos

3.4.4.3.1. Cuestionarios

No aplica

3.4.4.3.2. Muestras bioldgicas

Se empled una unidad de plasma fresco congelado donado por el Banco de Sangre
de un Hospital Publico de Lima Metropolitana. Este hemocomponente fue
sometido a un proceso de fortificacion con un estandar de referencia comercial
para ABZSO, de acuerdo con los requerimientos de evaluacion en cada parametro
de validez exigida por FDA. El manejo de las muestras fue realizado en el
laboratorio de Bioequivalencia del Centro Nacional de Control de Calidad del

Instituto Nacional de Salud.

3.4.4.4. Procesamiento de muestras bioldgicas

Se realizé de acuerdo con lo descrito en el numeral 3.4.4.2
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3.4.4.5. Supervisién y monitoreo de actividades

Cada medicidn fue registrada en formularios de trabajo para cada parametro de
validacion, propios del sistema de gestion de calidad del laboratorio de
bioequivalencia del CNCC-INS. Dado que este laboratorio se encuentra
acreditado bajo la norma ISO/IEC 17025, la verificacion de los hallazgos fue
realizada por el responsable del laboratorio, para verificar el cumplimiento y la
identificacion de posibles desviaciones durante las etapas preanalitica, analitica

y postanalitica.

3.4.5. Variables de estudio

3.4.5.1. Variable desenlace (dependiente) y covariable principal
(independiente)

La validacion analitica implica la evaluacion de diferentes parametros de validez
que define la FDA, y para ello utiliza diferentes indicadores estadisticos (promedio,
desviacion estandar relativa, coeficiente de variacion. Sesgo y coeficiente de
correlacion de Pearson). En consecuencia, la Unica variable que se estudiara a través
de dichos pardmetros es el ABZSO.
e Definicion conceptual: es un metabolito producido de la oxidacion
del albendazol en tejido hepatico mediante reaccion en fase 1, via
citocromo P450, presentando alta capacidad antihelmintica. Su
presencia estara definida por la concentracion del ABZSO en plasma
utilizado en el proceso de validacion. La concentracion de ABZSO

fue medida por cromatografia liquida de alto rendimiento con
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detector de masas (HPLC-MS). La concentracion de ABZSO sera

presentada en escala numérica de razon y en ng/dL.

3.45.2. Otras covariables relevantes

No aplica

3.4.5.3. Grafico aciclico dirigido 1 (DAG)

No aplica

3.4.6. Procesamiento y analisis estadistico

Los estadisticos utilizados para evaluar cada parametro de la validacién

estuvieron definidos por Guia de Validacion de Métodos Bioanaliticos de la

FDA. A continuacion, se muestra los estadisticos a utilizar por cada parametro

evaluado:
PARAMETROS EVALUACION
Los puntos de la curva en el nivel LOQ deben tener
un DSR <= 20%
Linealidad Los otros estandares deben tener un DRS <= 15%
r>=0.98
o Los puntos en el nivel LOQ (CV%) deben ser <=
Precision

20% de la concentracion declarada
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EI CV% de QCA, QCB y QCC, no deben ser mayor
al 15% de la concentracién declarada

Los puntos en el nivel LOQ deben tener un % <=

20%
Exactitud
El % de QCA, QCB y QCC no deben ser mayor al
15%
L La respuesta del analito en LOQ debe ser por lo
Limite de

o menos cinco veces con relacion a la respuesta del
cuantificacion
blanco

. La recuperacion del analito y del estandar interno
Recuperacion
no debe ser menor al 50%

La wvariaciéon de las muestras sometidas a

Estabilidad a descongelamiento a temperatura ambiente por seis
corto plazo horas no debe ser mayor que 15% de las muestras
frescas

Asi mismo, se presentaron graficos de los cromatogramas para identificar los
picos de maxima concentracion de ABZSO. Los célculos estadisticos se
realizaron en el programa StataCorp LLC College Station, TX version 15y el

gréfico de curva de calibracion en el programa GraphPad Prism version 8.0.

3.4.7. Tamano de muestra o Potencia estadistica

La cantidad de mediciones por cada parametro de validez evaluado se

consideraron en el numeral 3.4.3.1.
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3.5. Resultados

3.5.1. Enrolamiento y muestra de estudio

Los cromatogramas obtenidos para el ABZ y ABZSO no muestran
interferencia de compuestos enddgenos en el tiempo de retencion. Asi mismo,
se presentan los pardmetros cromatograficos (area (AA) y tiempo de retencién

(RT)) para cada corrida en concentraciones diferentes (figura 1).
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Figura 1. Cromatogramas de las corridas realizadas. (a) Estandar de ABZ y de
ABZSO, (b) Limite de cuantificacion de ABZSO a 1 ng/mL, (c) ABZSO a 500

ng/mL, y (d) ABZSO a 1000 ng/mL
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Los seis parametros incluidos al plan de validacion del método cumplieron con los
valores esperados segun lo establecido por la FDA. La concentracion del ABZSO
tuvo una respuesta lineal desde 1 a 1500 ng/mL, con un coeficiente r?> =0.999. La
ecuacion lineal para la curva de calibracion fue Y = 1.000 X - 3.051 (figura 2). La
DER para concentraciones de ABZSO en 1, 5, 50, 100, 200, 500, 1000 y 1500

ng/mL fue de 10.4, 8.4,7.8, 2.9, 7.4, 3.2, 3.4y 1.3%, respectivamente.

2000
R?=0.999
1IC95% = 0.993-1.000
1500 p-valor < 0.0001 .0
=)
% 1000 O
o
500 -
o
0_¢P 1 1 1 1
0 500 1000 1500 2000
Estandar de ABZSOX (ng/mL)

Figura 2. Curva de calibracion del ABZSO
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3.5.1.1. Parametros de la validacién analitica

Tabla 1. Limite de Cuantificacion, Precision y Exactitud del Método HPLC-MS

para la determinacion de albendazol sulfoxido en plasma humano

Precision Exactitud
) [ABZSO] [ABZSO]
Matriz ) CVv _ _ Sesgo
Promedio DE? nominal obtenida
(%) (%)

(ng/mL)  (ng/mL)

LLOQ 0.003 0.000 1.451 1.018 0.901

11.46
QCA 0.049 0.001 1.607 50.881 43.400

14.70
QCB 0.573 0.009 1.564 508.807  522.794  2.75
QCC 1.110 0.012 1.062 1017.613 1009.427 -0.80

@Desviacion estandar

El valor bajo para el limite de cuantificacion del ABZSO a 1 ng/mL tuvo una sefial
cinco veces mayor a la respuesta del blanco. La precision fue aceptable ya que el
CV tuvo un valor de 1.451% en el limite de cuantificacion del ABZSO. Asi mismo,
las cinco réplicas para los tres controles de calidad en diferentes niveles de
concentracion de ABZSO (QCA=3ng/mL, QCB=9 ng/mL y QCC=600 ng/mL))
tuvieron CV menores al 20%. Por otro lado, las concentraciones de los 3 controles
respecto a sus valores nominales no excedieron el 15%, y sobre el limite de

cuantificacion fue de 12%, evidenciando una exactitud aceptable (tabla 1).
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Tabla 2. Recuperacion del método HPLC-MS para la determinacion de albendazol

sulféxido en plasma humano

Matriz [ABZSO] [ABZSO] obtenida (ng/mL) Recuperacion
tedrica (ng/mL) En plasma En fase movil (%)
QCA 50.881 43.809 57.689 75.94
QCB 508.807 520.811 552.193 94.32
QCC 1017.613 1011.610 1037.986 97.46
Promedio 89.20

La recuperacién de un pool de siete muestras de plasma humano fortificadas con

ABZSO a concentraciones tedricas de 50.9, 508.8 y 1017.6 ng/mL fue de 89.2%,

evidenciando cumplimiento para este parametro (tabla 2).

Tabla 3. Estabilidad del método HPLC para la determinacion de albendazol

sulféxido en plasma humano

[ABZSO] [ABZSOQO] obtenida (ng/mL) )
) ) Recuperacion  CV
Matriz teodrica Recién 24 horas
, (%) (%)
(ng/mL) preparado después
Muestra 1 50.881 43.809 47.624 108.39 5.90
Muestra 2 508.807 520.811 516.125 99.10 0.64
Muestra 3 1017.613 1011.610 1008.310 99.67 0.23
Promedio 102.4 2.30

Tres muestras de plasma fueron congeladas entre -15y -20°C y la variacion relativa

entre sus concentraciones antes y después de congeladas fue de 2.3%, valor

aceptable para la estabilidad a corto plazo (tabla 3).
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3.5.1.2. Concentracién de ABZSO en muestras de pacientes

tratados con ABZ por via oral

Tabla 4. Concentracion de albendazol sulféxido en muestras de pacientes tratados
con albendazol

Cddigo de [ABZSO] (ng/mL) Promedio
muestra Réplica 1 Réplica 2 (ng/mL)
BXSGM2370756 344.0 347.1 345.6 £2.2
CDSSF4470115 607.0 627.5 617.3+145
DABBM4492946 433.6 441.2 437.4+54

Finalmente, aplicamos el método validado en tres muestras de plasma
criopreservadas y procedentes de pacientes con diagndstico de neurocisticercosis,
quienes completaron tratamiento oral con albendazol durante 2 semanas a dosis de

1200 mg/dia (tabla 4).
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3.6. Discusion

Nuestros resultados garantizan la validez analitica de la medicion de ABZSO por
HPLC-MS en un rango que abarcan las posibles concentraciones de ABZSO que se
generan a partir del metabolismo de un individuo que recibe tratamiento oral con
ABZ en dosis que oscilan entre 400 y 1200 g/dia y periodos que se extienden hasta
los 90 dias (61). EI método validado ofrece un bajo limite de cuantificacion y rango
de medicion atil mas amplio (1-1500 ng/mL) en comparacidn a otros estudios que
han reportado valores entre 2 y 1500 ng/mL (52, 58, 62, 63), y con tiempos de

lectura de 4 minutos por muestra,

Los estudios de validacién para la medicion del ABZSO presentan resultados muy
dispersos. Por ejemplo, Kitzman et al reporto un método validado con tiempos de
lectura de hasta 30 minutos y recuperacion a 98%, rango de medicion 20-1000
ng/mL,y CV de 6.7,8.1y 7.0%, para concentraciones de ABZSO de 20, 400y 600
ng/mL, respectivamente (64). Bonato et al, reportd un método con tiempo de lectura
de hasta 15 minutos y con recuperacion promedio de 87.8% y con CV de 6.9 y 92%
para concentraciones de ABZSO de 90 y 1000 ng/mL, respectivamente (51).
Nuestro método presenta uno de los mejores tiempos de lectura reportados en la
literatura cientifica, con CV que oscilan entre 1.062 y 1.607%, evidenciando una
excelente precision del ensayo, y con una tasa de recuperacion aceptable (89.2%) y

comparable a lo reportado en estudios previos

La absorciéon del ABZ puede incrementar con dietas altas en lipidos (65) o en
condiciones acidas a nivel gastrico, generando como consecuencia una alta
variabilidad interindividual en los niveles de ABZ y ABZSO plasmatico (66). Por

otro lado, El metabolismo oxidativo del ABZ es rapido y el tiempo de vida media
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de sus metabolitos (ABZSO y ABZSOy) oscila entre 1y 24 horas alcanzando picos
maximos de concentracion entre 4 y 6 horas (67); por lo tanto su medicion debe ser

oportuna y con metodologias que tengan alta sensibilidad.

Las concentraciones de ABZSO obtenidas en muestras de plasma humano
estuvieron dentro de la linealidad del método y guardaron coherencia con lo

reportado en el estudio original (61).

La validacion no incluyo el estudio de compuestos interferentes, los cuales podrian
generar pérdida de la sefial del ABZSO vy alterar los pardmetros de precision y
exactitud del método. Por consiguiente, es necesario evaluar matrices fortificadas
con potenciales interferentes inherentes al paciente, como variacion en el pH,
concentracion de lipidos, bilirrubina y hemoglobina (68); y otros externos, como la
presencia de farmacos que forman parte del tratamiento combinado, por ejemplo,
mebendazol (17) o praziquantel (69). Por otro lado, la implementacion del método
para determinar ABZSO por HPLC-MS es costosa, y requiere de la manipulacion
de insumos quimicos fiscalizados, equipamiento de alta tecnologia, infraestructura
adecuada del laboratorio y personal entrenado y calificado (70). Estos
requerimientos hacen gque el método sea dificil de implementar en establecimientos
de salud publica; sin embargo, sirve como prueba de oro para comparar resultados
de otras pruebas alternativas que vienen evaluandose (56, 71). En nuestro estudio,
el costo estimado para la medicion por duplicado de ABZSO plasmatico ascendio
a un promedio de 50 ddlares americanos. Este costo podria dificultar su inclusion
en los programas de monitoreo bioldgico de pacientes en tratamiento con ABZ; sin
embargo, su financiamiento podria ser a través del seguro integral de salud, previa

implementacién y validacion de la metodologia.
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La variacion en el centro quiral del grupo sulféxido del ABZSO puede generar
compuestos enantioméricos, cuya farmacocinética genera diferentes afinidades a
proteinas citosolicas en los helmintos, y en consecuencia modificar la eficacia del
tratamiento (72); sin embargo, existen metodologias cromatogréficas con sistemas
de deteccidén en fluorescencia que permiten su medicion con rangos bastante
amplios que oscilan entre 5-2500 ng/mL (73). Para futuras validaciones, se deberia

considerar la medicion de enantidmeros para los compuestos activos del ABZ.

En resumen, nuestro método cumple con todos los parametros exigidos por FDA
para la validacion de ensayos bioanaliticos, y presenta una adecuada precision y
exactitud, y destaca el amplio rango para la cuantificacion de ABZSO con un bajo
limite de deteccidn y tiempos cortos que no superan los 4 minutos de lectura,
aspectos importantes a considerar en estudios de bioequivalencia,

biodisponibilidad, ensayos clinicos, farmacovigilancia, entre otros.
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V.

ASOCIACION ENTRE LOS NIVELES
PLASMATICOS DE ALBENDAZOL SULFOXIDO
CON LAACTIVIDAD ENZIMATICA HEPATICA EN
PACIENTES CON HIDATIDOSIS HEPATICA
DURANTE EL TRATAMIENTO ORAL CON
ALBENDAZOL

4.1. Justificacion

La hidatidosis es una zoonosis parasitaria producida por la ingesta accidental de
huevos de E. granulosus, el cual alcanza su fase larvaria en 6rganos como higado
y pulmén, donde forma el quiste hidatidico (74). El diagndstico de hidatidosis
hepética se establece por métodos imagenoldgicos (ultrasonografia, tomografia)
que son acompafados de métodos seroldgicos (ELISA, western blot) (75-77). A
pesar de contar con guias de tratamiento, que recomiendan el uso de diversas
alternativas dependiendo de la clasificacion ecogréafica del quiste hidatidico (78),
la cirugia es una opcion de tratamiento mas utilizada a nivel nacional (79), sin
embargo esta tiene un alto porcentaje de recurrencias ya sea por cirugia
inadecuada (80) o re infeccién por vivir en zonas endémicas (81). Por otro lado,
el tratamiento con albendazol (ABZ) ha reducido la viabilidad del quiste de
acuerdo a algunas series clinicas (34); aunque con ciertas limitaciones, entre las
que destaca el abandono del tratamiento ante la falta de seguimiento durante el
periodo prolongado (82), asi como el de no alcanzar el nivel 6ptimo de albendazol
sulfoxido (ABZSO) en sangre (83), metabolito producido en el higado via

citocromo P450, que tiene la principal actividad escolicida (20).

El tratamiento oral por 3 meses con ABZ reduce significativamente la viabilidad

de las escdlices del parasito, para proseguir con la cirugia y 1 mes mas de
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tratamiento (84); sin embargo, no evita por completo la recurrencia de la
enfermedad; y esto se debe a que el ABZ podria ser més parasitostatico que
parasitocida (85), alcanzando niveles m&ximos en sangre a las 4 horas con un
tiempo de vida media de 6-15 horas (86). Existe poca evidencia que sefiale la
eficacia del tratamiento con ABZ en la hidatidosis, tanto en su esquema ciclico
como continuo, o evaluando dosis minimas efectivas (87); sélo se ha demostrado
eficacia del 94% en pacientes con hidatidosis abdominal que recibieron ABZ a 10
mg/kg diariamente durante 3 meses, y con cambios ecogréaficos en 68% (88). A
esto se suma, la elevada variabilidad en cuanto al empleo de los tratamientos para
hidatidosis, incluso de précticas erroneas en el manejo de la enfermedad (89), aun
cuando existen recomendaciones consensuadas por la IWGE-WHO (78). Por otro
lado, poco se conoce sobre los cambios de las caracteristicas estructurales del

quiste hidatidico durante el periodo de tratamiento (90).

Se sabe que los quistes hidatidicos pueden formarse en cualquier area del cuerpo,
siendo higado, pulmones y rifiones las areas mas afectadas; otros Organos
comprometidos pueden ser el cerebro, tejido 6seo, bazo, etc. (91). El propio ciclo
bioldgico del parasito parte desde un escélex de la larva adulta que logra formar y
diseminar huevos para repetir el ciclo. El parasito a lograr alojarse exitosamente en
su hospedero (sea definitivo o accidental) tiene un periodo de vida aproximado de
180 a 240 dias (92); el parasito empieza con la formacién de vesiculas con doble
capa 0 membrana; una germinativa (interna) y endoquistica (externa). En casos de
mayor actividad, se logra formar una tercera capa llamada periquistica (93). El
aumento del liquido intraquistico (producto del propio metabolismo del parasito)

provoca un mayor volumen, formando protoescélices, vesiculas de proliferacion
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(vesiculas hijas) y escolices; este tltimo dando origen a la “arenilla hidatica” (94).
El liquido intraquistico es una formacion de sodio, urea, agua, acido Urico, lipidos
y restos de albumina (95). Ademas, estos quistes pueden crecer un promedio de 1 -
50 mm por afio, llegando a tener tamafios que oscilan entre 1 y15 cm si tiene un
metabolismo muy activo; en caso contrario se mantendran del mismo tamafio si
llegan a inactivarse (93). Cabe sefialar que la OMS (asi como muchos colaboradores
en investigaciones) han determinado una clasificacion estdndar para el tamafio de
los quistes, siendo los >10cm considerados quistes grandes, 5-10cm quistes

medianos y los <5cm quistes pequefios (96).

La principal complicacion que se desarrolla en la hidatidosis en la contaminacion o
infeccion del liquido intraquistico a otras estructuras anexas debido a la rotura o
perforacion del propio quiste, provocando infecciones agudas (ictericia) o severas
(97); Otros problemas anexados a la enfermedad (y segun su ubicacién) pueden
provocar obstruccion de vasos o conductos (98) y compresion de érganos, ademas
de que el tratamiento con farmacos puede generar respuestas de hipersensibilidad
en pacientes (shock anafilactico) (99). Un aspecto general de las complicaciones de
quiste es que siempre se manifiestan con dolor agudo, sea en area abdominal,
toréacico o regional (quistes ubicados en otras areas del cuerpo), con una sensacion
de presidn; a su vez, nauseas, cefalea, debilitamiento muscular y fatiga (100). Casos
como la ruptura de un quiste hepatico, sea antes o después de la cirugia, puede llegar
a provocar una infeccion generalizada por el paso del liquido hidatidico; como
pancreatitis aguda o dilatacion de vasos biliares con formacién de fistulas directas
al quiste (101). Otras complicaciones que llegan a ser graves por la manifestacion

de un quiste roto (en su mayoria quistes pulmonares o hepaticos) son las invasiones
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a zonas de irrigacion importantes (como la vena cava inferior, los vasos hepéticos
o la circulacion linfética), creando una conexion por anastomosis (fistula quistica);
el tamafio del quiste puede llegar a extenderse a tal punto que puede alcanzar al
corazon o diseminarse por los vasos hasta llegar al cerebro o rifiones (102). Las
complicaciones relacionadas a quistes pulmonares suelen darse debido a que su
capa quistica es mucho mas fina y fragil que la de los quistes hepaticos, esto provoca
un mayor riesgo de infeccion por rotura antes, durante o después de un
procedimiento quirdrgico, sobre todo en nifios (103). El expectorar material
hidatidico (tos vomica hidatidica) es una de las principales sefiales de infeccién a
nivel del transito bronquial principal, provocando inflamacion alrededor de la
pleura (pleuresia) y dificultad al respirar (disnea) (104). El padecer otras
enfermedades tales como VIH sida, tuberculosis, cancer, entre otros; aumenta el
riesgo de que la salud de un paciente con hidatidosis empeore, esto suele deberse
por el mismo sistema inmunolégico descompensado o debilitado, lo que al ver
alguna ruptura de la pared del saco quistico conlleva a una diseminacién del paréasito

y provocar multiples infecciones (105).

El monitoreo de la actividad hepatica durante el tratamiento farmacoldgico de la
hidatidosis es fundamental, puesto que cualquier factor interno o externo podria
incrementar el riesgo de desarrollar efectos adversos como nauseas, vomitos,
diarreas, e hipertransaminemia, siendo esta Ultima un indicador de
hepatotoxicidad aguda (15, 106). La alteracion en la actividad enzimética hepatica
inducida por el tratamiento prolongado con ABZ ha sido poco explorada,
existiendo estudios que han evidenciado alteracion en las transaminasas después

del uso prolongado de ABZ (107, 108). A pesar de esto, es limitada la evidencia
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sobre la biodisponibilidad del albendazol y como este puede generar injuria
hepética en quienes reciben el tratamiento. En relacién a la biodisponibilidad, se
conoce que el 70% del ABZSO se une a proteinas plasmaticas y representa el
principal metabolito activo con capacidad antiparasitaria (109), en ese sentido su
valoracion en sangre, suero o plasma resulta importante para definir no solo la
concentracion ideal para alcanzar eficacia en el tratamiento, sino también para
orientar al clinico en la toma de decisiones que eviten la manifestacion de eventos
adversos como la hepatotoxicidad, condicionada por el uso prolongado y a altas
dosis de ABZ, caracteristicas tipicas del tratamiento de enfermedades como la

hidatidosis (110-114).

En ese sentido, nuestra estudio evaluo los niveles de ABZSO asociados con la
actividad enzimatica hepética: alanino y asparatato amino transferasa (ALT y
AST), gamma glutamil transferasa (GGT) y fosfatasa alcalina (FALC) (115). De
forma complementaria, evaluamos la asociacién del ABZSO plasmaético con las
caracteristicas del quiste hidatidico en pacientes diagnosticados con hidatidosis
hepéatica. Consideramos que el estudio permite mejorar la comprension del
tratamiento farmacoldgico con ABZ y los efectos que genera el ABZSO sobre el
quiste hidatidico y el paciente tratado. Asi mismo, podemos explorar el
comportamiento de los niveles de ABZSO durante el periodo de tratamiento, y
evaluar si a determinadas concentraciones en plasma, se alcanza cambios
significativos en la estructura del quiste hidatidico, que puedan sugerir su
inactivacién y/o calcificacion, como indicadores de eficacia de tratamiento; y por
otro lado, vigilando la actividad enziméatica hepéatica, como indicador de

hepatotoxicidad aguda inducida por farmacos, de tal forma que el médico tratante
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pueda suspender o continuar con el tratamiento, basado en informacion

complementaria que mejore su decision clinica.

4.2. Pregunta de Investigacion Principal de la investigacion 2:

¢Los niveles plasmaticos de albendazol sulfoxido estaran asociados con la
actividad enzimatica hepatica en pacientes con hidatidosis hepatica que reciban

tratamiento oral con albendazol?

4.3. Hipotesis de la investigacion 2:

En este estudio, se formulan las siguientes hipdtesis:

a) La concentracion de albendazol sulféxido (ABZSO) plasmatico se
asocia con la actividad enzimatica hepatica en pacientes con hidatidosis
hepatica que reciben tratamiento oral con albendazol. Esperamos
encontrar asociacion significativa entre las concentraciones plasmaticas
de ABZSO con la actividad de la alanino aminotransferasa (ALT),
aspartato aminotransferasa (AST), fosfatasa alcalina (FALC) y gamma
glutamil transferasa (y-GT) durante el periodo de tratamiento.

b) Laconcentracion de ABZSO plasmatico se asocia con las caracteristicas
del quiste hidatidico en pacientes con hidatidosis hepatica que reciben
tratamiento oral con albendazol. Consideramos que conforme se
incrementan las concentraciones de ABZO en plasma, deberia existir
disminucion en el tamafio y volumen del quiste, desprendimiento de
membrana quistica, e idealmente, su calcificacion e inactivacion. Estos
cambios deben expresarse en nueva calificacion del quiste respecto a la

evaluacion ecogréafica inicial, y de acuerdo con la clasificacion que
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4.4.

4.4.1.

1)

establece el grupo de trabajo informal de echinococcosis de la

Organizaciéon Mundial de la Salud (IWGE-WHO).

Materiales y Métodos

Disefio

Disefio del estudio primario

Cohorte que incluy6 pacientes con diagnostico de hidatidosis hepatica
quienes recibieron tratamiento oral con ABZ como parte de su manejo
habitual en el establecimiento de salud durante 3 meses. Se realizo
evaluacion por ultrasonografia abdominal antes del tratamiento y a los 15,
30, 45, 60, 75 y 90 dias de haber iniciado el tratamiento asignado a cada
paciente, con la finalidad de evaluar las caracteristicas estructurales en el
quiste hidatidico. Asi mismo, el nivel de actividad enzimética hepética fue
monitorizado antes de iniciar tratamiento y cada 15 dias hasta completar los
90 dias (tres ciclos). A continuacién, se presentan el esquema de

seguimiento:
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Tiempo

v

Inicio del seguimiento Fin del seguimiento
n @
n-1 @

15d 30d 45d 60d 75d 90d

Participante con actividad enzimatica elevada . Participante con cambio estructural en el quiste A
Participante sin actividad enzimatica elevada O Participante sin cambio estructural en el quiste A

Figura 1. Esquema de seguimiento en cohorte de pacientes con hidatidosis

4.4.2. Poblacion y Disefio muestral

4.4.2.1. Poblacion

Estuvo constituida por individuos diagnosticados con hidatidosis hepatica mediante
ultrasonografia abdominal, y confirmada por analisis de inmunoblot entre
noviembre del afio 2019 y marzo del afio 2020. El proceso de reclutamiento fue a
partir de una intervencion dirigida al tamizaje de residentes de los Centros Poblados
de Corpacancha, Chaquicocha, Ondores, Chala Alta, Chala Baja, Canchayllo y
Pachacayo. Las comunidades estan ubicadas en la region Junin, Peru, y tienen como

actividad principal la crianza de ganado ovino, vacuno, equino y camelidos
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sudamericanos. Ademas, en estudios previos, se ha reportado una prevalencia de
hidatidosis hepética que oscila entre 5y 15% aproximadamente en personas de los
centros poblados mencionados. Por ello, la poblacion de estudio procede de zonas
endémicas a a E. granulosus. Todos los participantes que resultaron positivos
fueron derivados a su establecimiento de salud para el manejo respectivo. El
tratamiento administrado a los participantes fue segln lo establecido por cada
establecimiento, quienes a la vez se guiaron de lo establecido por el Ministerio de
Salud, la cual recomienda dosis de 12.5 mg/kg/dia durante 3 meses (ciclos de
tratamiento continuo de 1 mes con una semana de reposo). Las tabletas de ABZ
fueron abastecidas por el Ministerio de Salud cuya marca Praxelmin, 200 mg
(Jiangsu Pengyao Pharmaceutical Co., LTD, China) fue la misma para todos los
pacientes, y recibieron la siguiente posologia: via oral 2 veces por dia cada 12 horas,
a las 8 de la mafiana (2 tabletas) y 8 de la noche (2 tabletas); 6sea, en total, 800
mg/dia. Asi mismo, el médico tratante indicd que se ingiera las tabletas después de
haber consumido alimentos con contenido graso, para mejorar la absorcion del
farmaco. Se realiz6 un muestreo no probabilistico por conveniencia, y que dependid
estrictamente de la identificacion de individuos con hidatidosis hepatica que

recibieron tratamiento con ABZ y aceptaron participar en el estudio.

4.4.2.1.1. Criterios de inclusién

Se incluyeron individuos de ambos sexos, mayores a 3 afios, que tengan
diagnostico de hidatidosis hepatica identificada por evaluacion ultrasonogréfica
Yy que iniciaron tratamiento con ABZ en los establecimientos de salud

respectivos.
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4.4.2.1.2. Criterios de exclusion

Se excluyeron individuos que estuvieron recibiendo tratamiento con
benzodiacepinas o fenitoina, individuos con hepatitis B, C o historial de
alcoholismo y/o consumo de drogas de abuso. También se consideré para
exclusion a individuos con diagndstico de carcinoma hepatocelular,
hipersensibilidad a ABZ, incapacidad o falta de voluntad para someterse a la
evaluacion ecografica y/o coleccion de muestra de sangre en sus respetivos
monitoreos mientras dure el tratamiento, e incapacidad o falta de voluntad del
sujeto o tutor legal / representante para dar su consentimiento informado por

escrito.

4.4.3. Muestreo

4.43.1. Tipo de muestreo

Se realiz6 un muestreo no probabilistico por conveniencia, y que dependid
estrictamente de la identificacion de individuos con hidatidosis hepatica que

recibieron tratamiento con ABZ y que desearon participar en el estudio.

4.4.4. Procedimientos del estudio

4.4.4.1. Preparacion

Los encuestadores fueron entrenados para el llenado de la ficha de recoleccién de

datos.
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4.4.4.2. Tamizaje y enrolamiento

1) Tamizaje:

Todos los individuos reclutados fueron captados de las actividades de despistaje
de hidatidosis que viene realizando el grupo de hidatidosis del Centro de Salud
Global de la Universidad Peruana Cayetano Heredia en coordinacién con las
autoridades de las comunidades mencionadas. ElI programa de despistaje
incluyd la evaluacion ecografica y muestreo de sangre para deteccion de
anticuerpos contra E. granulosus en una prueba de inmunoblot. Para el presente
estudio, se invito a participar a todo individuo que haya sido diagnosticado y
estuviese proximo a iniciar tratamiento. Todo individuo que aceptd participar
del estudio fue entrevistado y se completd una ficha epidemiologica, dentro de
las cuales se detallaron preguntas relacionadas al cumplimiento de los criterios
de elegibilidad. Aquellos individuos que no cumplieron con dichos criterios
fueron excluidos, pero recibieron los mismos beneficios de atencion médica,

como parte del programa de despistaje de hidatidosis.

2) Enrolamiento:

Todos los participantes que resultaron positivos fueron derivados a su
establecimiento de salud para el manejo respectivo, de acuerdo con las
recomendaciones establecidas por la OMS (116), a cada uno de ellos que
cumplieron con los criterios de elegibilidad del estudio, se les informé de los
beneficios y riesgos de su participacion y los que aceptaron fueron incluidos

previo consentimiento y/o asentimiento informado seglin fue el caso. El
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tratamiento administrado a los participantes fue segun lo establecido por cada
establecimiento, quienes a la vez se guian de lo establecido por la OMS (116),
la cual recomienda dosis de 12.5 mg/kg/dia durante 3 meses (ciclos de
tratamiento continuo de 1 mes con una semana de reposo). Las tabletas de ABZ
fueron abastecidas por el Ministerio de Salud y de la misma marca, (ello evito
la variabilidad por efecto de manufactura), las cuales fueron administradas por
via oral 2 veces por dia cada 12 horas, a las 8 de la mafiana y 8 de la noche, y
con la recomendacion de consumirla después de haber ingerido alimentos con

contenido graso para mejorar la absorcion del farmaco.

4.4.4.3. Recoleccion de datos

4.4.4.3.1. Cuestionarios

Se empled una ficha que fue elaborada en idioma castellano (no se presentaron
casos de personas quechua hablante, pero se cont6 con el apoyo de una intérprete
del equipo de investigacion que facilité la aplicacién de la ficha) y estuvo
constituida de preguntas dirigidas a obtener datos como edad, sexo, 6rgano
afectado, tipo de quiste, nimero, diametro, volumen y complicacién del quiste,
inflamacion, anemia y diabetes mellitus (Ver anexo 1); y por otro lado, se empled
una ficha de control ecografico para registrar caracteristicas del quiste antes del
tratamiento y a los 15, 30, 45, 60, 75y 90 dias de iniciado el tratamiento (ver anexo
2), la cual tuvo el mismo codigo asignado en el consentimiento y/o asentimiento
informado, segun correspondia. Las respuestas fueron cerradas y debidamente
codificadas; sin embargo, hubo una seccidn para observaciones y comentarios

adicionales. Su administracion fue mediante un proceso de entrevista con el
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participante, cuya informacion brindada fue ademas corroborada con el documento
nacional de identidad. Los encuestadores previamente capacitados, no supieron de
las caracteristicas ecograficas del quiste en el participante tratado; el tiempo
aproximado que tomd su aplicacion fue de 20 minutos por participante, y se
garantiz6 aspectos de seguridad de datos y confidencialidad de la informacion,
donde la ficha completada fue almacenada en sobre cerrado y codificada, para su
custodia por el investigador principal. Dado que la ficha no busco6 evaluar algun
tipo o nivel de constructo, se realizd la evaluacion de la validez de cara del
instrumento (117). Esta se realizé a través de la pertinencia, claridad y comprensién
de los items considerados en la ficha de recoleccion de datos, la cual fue evaluada
por tres médicos (2 epidemidlogos y 1 infectdlogo), quienes otorgaron su

conformidad sobre el instrumento.

4.4.4.3.2. Muestras bioldgicas

La coleccidn de muestras bioldgicas fue antes del tratamiento (24 horas antes de la
ingesta de ABZ), a los 15, 30, 45, 60, 75 y 90 dias de iniciado el mismo, y llevada
a cabo por técnicos de laboratorio capacitados, quienes extrajeron muestras de
sangre por puncion venosa, en condiciones de ayuna de 12 horas, y en dos tubos de
3 mL con EDTA K3y sin anticoagulante con sistema al vacio, cuyos contenidos
fueron centrifugados a 1200 g por 15 minutos para obtener plasma y suero, los
cuales sirvieron para valorar analitos bioquimicos (glucosa, urea, creatinina y
enzimas hepaticas) y hemograma. Las muestras de suero para el dosaje de enzimas
hepéaticas (ALT, AST, GGT y FALC) e identificacion de hepatotoxicidad. El

plasma obtenido del tubo con EDTA Kz sirvi6 para la cuantificacion de ABZSO por
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HPLC-MS. Todas las muestras bioldgicas fueron trasladadas a los laboratorios del
Instituto Nacional de Salud en Lima, conservando una cadena de frio entre 2'y 8°C,
la cual fue garantizada con dos cadmaras frigorificas de la marca Dometic modelo
TCW 2000 y con capacidad interna de 42 L y sistema de enfriamiento conectada a
un balén de gas propano doméstico. Ademas, todo el proceso de transporte y
mantenimiento de la cadena de frio desde los Centros Poblados de
Marcapomacocha hasta Lima fue monitoreado en tiempo real con un sistema de

registro de temperatura de la marca Trek View®.

4.4.4.4, Procesamiento de muestras biologicas

Las muestras de plasma y suero fueron alicuotadas y almacenadas a -80°C en una
ultracongeladora de la marca Dometic modelo UF456, rotuladas con el codigo de
identificacion de participante. El proceso de almacenamiento de las muestras
biolégicas fue supervisado diariamente, utilizando registros para el control de

temperaturas.

El anélisis bioguimico se realizé sobre muestras de suero que fueron obtenidas
antes de iniciar el tratamiento con ABZ y a los dias 15, 30, 45, 60, 75, y 90. Las
muestras de suero sirvieron para cuantificar la actividad de la ALT y FALC.
Ambas pruebas fueron ejecutadas en un auto analizador bioguimico CM250
Wiener Lab. La actividad ALT y AST fue medida a una longitud de onda de 340
nm a 37°C en reaccién cinética y se consideré como rango de normalidad para
varones y mujeres hasta 41 y 31 U/L, respectivamente. La actividad FALC fue

medida a 520 nm a 37°C, y se consider6 como rango de normalidad en nifios y
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adultos de 100-400 U/L y 68-240 U/L, respectivamente. La actividad y-GT fue
medida a 405 nma 37°C, y se consideré como rango de normalidad a valores entre
7'y 50 U/L. Todos los analitos bioquimicos fueron procesados bajo un proceso de
control de calidad interno aplicado diariamente, utilizando controles de la marca
Biorad (Lyphocheck assayed chemistry) en dos niveles de trabajo (normal y
patoldgico); mientras que, para el hemograma, se utilizaron controles de sangre
de la marca Sysmex (Eightcheck) en 3 niveles de trabajo (bajo, normal y alto). La
precision fue evaluada con graficos de Shewart, considerandose valores alarmas
(outliers) a aquellos que excedan + 2 desviaciones estandar. Los anélisis fueron
realizados en el laboratorio clinico del Instituto Nacional de Salud, el cual cuenta
con la acreditacion internacional ISO/IEC 15189 (EMA, certificado NMX-EC-

15189-IMNC-2015).

La medicion de ABZSO fue realizada por cromatografia liquida de alto rendimiento
con un sistema de deteccion en masas (HPLC-MS). Se prepard una curva de
calibracion usando un estandar de ABZSO a concentraciones de 0.5, 1.0, 2.5, 5.0,
7.5y 10.0 pg/mL en metanol (estabilidad de hasta 3 meses a -20°C). Como estandar
para control interno, se utiliz6 una solucion de mebendazol a 0.5 pg/mL. La fase
movil estuvo constituida por una solucién de acetato de sodio 0.25 N y acetonitrilo
(3:7 v/v) a pH 5.0, empleandose una columna cromatografica RP-18 de 125 x 4
mm, particula de 5 pum. La extraccion del ABZSO se realizé usando 500uL de
plasmay 2 mL de una solucidon de cloroformo e isopropanol (9:1, v/v), se afiadieron
25 uL de la solucion de estandar interno (IS) y 200 uL de HCI 0.01 M (conteniendo
metabisulfito 4g/L) en agitacién continua por 20 minutos, y su inmediata

centrifugacion a 1800 g por 5 minutos; luego la fase organica transferida a un tubo
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44441,

conico y se evapord a corriente de aire a temperatura ambiente. Se reconstituyo los
residuos con 100 uL de n-hexano y 100 uL de fase movil, mezclé por 20 segundos
y centrifug6 a 1800 g por 5 minutos, 20 uL de la fase hexano fueron inyectados al
equipo LC-MS. El equipo de HPLC-MS se programé a un flujo de 1.5 mL/min,
volumen de inyeccion de 20 UL vy sistema de deteccion detector en luz UV a 290
nm, preliminarmente, para luego proceder a la lectura confirmatoria en deteccion
en masas. Los resultados fueron presentados de forma numérica y gréfica,
expresando la concentracion del ABZSO en pg/mL y mediante el cromatograma,
el cual también incluyd los picos de absorcion para el control interno (albendazol).
El reporte incluyd el limite de deteccion de la metodologia de medicion y el
coeficiente de correlacion de la curva de calibracion. La medicion del ABZSO fue
realizada en los laboratorios del Centro Nacional de Control de Calidad del Instituto
Nacional de Salud, que cuenta con la acreditacion internacional ISO/IEC 17025

(ANAB, certificado ACT-1385).

Ultrasonografia abdominal

Este procedimiento se realizo a nivel abdominal superior a cada participante, antes
del tratamiento y al dia 15, 30, 45, 60, 75 y 90 de iniciado el tratamiento. La
evaluacion ecografica se realizo en condiciones de ayunas de 8-12 horas evitando
ademas la ingesta de liquidos. Para la evaluacion ultrasonogréafica se hizo uso de un
ecografo de la marca Sonosite con transductores convexos de 3.5-5 MHz. Las
ecografias fueron realizadas por un medico del equipo de investigacion, capacitado
en el diagndstico de hidatidosis hepatica por ecografia. Las imagenes se guardaron

y almacenaron en un soporte electrénico utilizando el cddigo uUnico de
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identificacion del participante. Los resultados de las evaluaciones se entregaron de
manera personal y confidencial a cada uno de los participantes. La sensibilidad de
la ecografia abdominal para diagnostico de hidatidosis hepéatica es de 100%,
mientras que la especificidad de 95.6% (118); y cuando es aplicado a otra zona
distinta al abdomen, la sensibilidad y especificidad oscilan entre 93-98% y 88-90%,

respectivamente (119).

4.4.4.5. Supervision y monitoreo de actividades

Se emple6 una lista de chequeo que evidencié el cumplimiento en la
verificacion de cadena de frio para las muestras de suero y plasma, codificacién

de las muestras, reporte y entrega de resultados a los participantes del estudio.

4.45. Variables de estudio

4.45.1. Variable desenlace (dependiente) y covariable principal
(independiente)

e Definicion conceptual:

o Actividad de la Alanino Aminotransferasa (ALT): es una enzima
citoplasmatica de mayor actividad hepatica, que tiene por funcion
catalizar la transferencia de un grupo amino de la alanina al
compuesto alfa cetoglutarato, generando piruvato y glutamato. La
reaccion mediada por la ALT es reversible, y el incremento de su
actividad se emplea como marcador de dafio hepatico (120).

o Actividad de la Aspartato Aminotransferasa (AST): es una enzima

bilocular (citoplasmatica y mitocondrial) que se encuentra con mayor
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actividad en el tejido hepatico y cardiaco. Tiene la funcion de
catalizar la reaccion de transferencia de un grupo amino desde la L-
aspartato al 2-oxoglutarato, generando L-glutamato y oxalacetato. Su
actividad se incrementa en patologias como infarto agudo al
miocardio y dafio hepatico (120).

Actividad de la Fosfatasa Alcalina (FALC): es una hidrolasa
encargada de eliminar grupos fosfato de moléculas como proteinas,
nucleétidos y diversos compuestos fosforilados. Su actividad dptima
se alcanza en condiciones de pH alcalino, razén de su denominacion.
Su distribucion es mayor en los huesos, higado, intestinos y rifion; y
se destaca la presencia de isoenzimas con fracciones termoestables y
termolabiles. Su incremento puede generarse por condiciones
fisiologicas como el embarazo o el individuo en crecimiento; sin
embargo, su elevacion mas significativa ocurre en enfermedades
como cuadros colestasicos, hepatopatia por alcoholismo, leucemia,
cancer 0seo, osteomalacia, entre otros (120).

Actividad de la Gamma Glutamil Transferasa (y-GT): es una enzima
de membrana localizada principalmente en el rifién, vesiculas
seminales, pancreas, bazo, cerebro e higado. Su funcién involucra la
transferencia de aminoacidos a través de las membranas, y en el
metabolismo de leucotrienos. Su actividad se incrementa por dafio a
nivel de membrana en cualquier 6rgano que la contenga, aunque

principalmente cuando existe dafio hepatico, procesos obstructivos
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en vias biliares y también en hepatopatia inducida por el consumo de
alcohol (120).

Caracteristica del quiste: esta referido a las caracteristicas métricas
(didmetro 'y volumen) del quiste, que son evaluadas por

ultrasonografia abdominal.

Definicion operativa:

o Actividad enzimatica hepética: la actividad de las cuatro enzimas

fueron medidas por duplicado en los sueros humanos procedentes de
pacientes con hidatidosis, usando un autoanalizador bioguimico de la
marca Wiener Lab modelo CM250, con un principio de medicion
cinético y bajo un proceso de control de calidad interno con controles
en nivel normal y patoldgico y con una prueba validada bajo estandares
de la ISO 15189, con una precision de 4.2%. Los sueros ictéricos que
superaron actividades por encima de 200 U/L, fueron diluidos y
finalmente multiplicados por el factor de dilucion empleado. Cada
enzima hepatica evaluada fue evaluada de acuerdo con sus rangos de
normalidad para valorar la presencia de hipertransaminasemia durante
el seguimiento de los pacientes. Los niveles de actividad enzimatica
hepética fueron presentados de forma numérica continua y en U/L. La
medicion de la actividad enzimatica hepatica se realizd en los
laboratorios del Instituto Nacional de Salud, cuya validez y

confiabilidad se garantizan a través de la acreditacion internacional
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internacional ISO/IEC 15189 (EMA, certificado NMX-EC-15189-
IMNC-2015).

Caracteristica estructural del quiste: La medicion de estas
caracteristicas se realizé antes del tratamiento con ABZ, y cada 15 dias
hasta culminar el tratamiento al dia 90. Asi mismo, se evalud la
inactivacion del quiste hidatidico hepatico, a través de la reduccion en
el tamafio del quiste mayor al 25%, separacién de la membrana quistica
o calcificacion del quiste. Esta variable fue medida antes de que cada
participante reciba el tratamiento con ABZ, y luego cada 15 dias hasta
completar el tratamiento a los 90 dias. En total, se realizaron 7
mediciones a cada paciente enrolado (basal, dia 15, 30, 45, 60, 75y 90).
No hubo seguimiento post tratamiento del dia 90. La medicién principal
de esta variable fue realizada en escala numérica y de acuerdo con el
namero, didmetro, volumen y tipo de quiste, segun la clasificacion del
IWGE-WHO. EI instrumento utilizado para generar los datos de las
caracteristicas estructurales del quiste fue un ecografo portéatil Sonosite
con trasductores de 3.5-5 MHz, rango recomendado para la evaluacion
de 6rganos blandos como el higado. Asi mismo, por estudios previos,
se sabe que la ecografia es la técnica por excelencia para el cribado de
hidatidosis hepatica, alcanzado una sensibilidad y especificidad de 100
y 95.6%.

El tipo de quiste fue evaluado segun criterio de clasificacion WHO-

IWGE (116), la cual establece 6 categorias:
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CL/CE1/CE2/CE3/CE4/CES, y es identificado por evaluacion de la

imagen ultrasonogréfica, tal como se muestra a continuacion:

Tipo Actividad Caracteristica estructural

CL Activo Quiste unilocular, anecoico y sin
pared

CEl Activo CL con pared y ecogenicidad
interna movil

CE2 Activo Multivesicular y septado, vesiculas

hijas y signo de panal

CE3 Transicional Unilocular con deprendimiento de
membrana laminar dentro del
quiste, “signo del camalote”

CE4 Inactivo Heterogénea sin vesiculas hijas,
contenido degenerativo

CE5 Inactivo Calcificacion parcial o total de la

pared quistica

Fuente; Adaptado de Brunetti et al. (78)

El nimero de quistes fue evaluado en funcion al total de quistes
hallados en higado y/o pulmon, evidenciado por examen ecogréafico
abdominal. EI didmetro promedio del quiste fue expresado en
centimetros, considerando un decimal para su valor final, y
evidenciado por examen ecografico abdominal. ElI volumen del

quiste fue expresado en mililitros, considerando un decimal para su
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valor final, y evidenciado por evaluacion ultrasonogréfica

abdominal.

Variable independiente:

Niveles de albendazol sulféxido: es un metabolito producido de la
oxidacion del albendazol en tejido hepatico mediante reaccién en fase 1,
via citocromo P450, presentando alta capacidad antihelmintica. Su
presencia estara definida por la concentracion del ABZSO en plasma del
paciente que haya consumido albendazol por via oral como parte del
tratamiento contra la hidatidosis, en un esquema supervisado Yy
monitoreado durante 3 meses (medida antes del tratamiento y a los 15, 30,
45, 60, 75, y 90 dias). La concentracion de ABZSO fue medida por
HPLC-MS, método previamente validado bajo criterios establecidos por
la ISO 17025. La concentracién de ABZSO fue representada en escala
numérica de razon y en ng/dL. La medicion del ABZSO fue realizada en
los laboratorios del Centro Nacional de Control de Calidad del Instituto
Nacional de Salud, que cuenta con la acreditacion internacional ISO/IEC

17025 (ANAB, certificado ACT-1385)

4.45.2. Otras covariables relevantes

Complicacion del quiste hidatidico: es la presencia de infeccién y/o
rotura asociada al quiste hidatidico, la cual fue evidenciada por
evaluacion  ultrasonografica. La  variable es dicotdmica
(presencia/ausencia), y aquellos quistes hidatidicos que tengan

complicacién seran subcategorizados como infeccién o rotura.
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Tratamiento previo: Se basdé en la pregunta sobre antecedente de

tratamiento con albendazol, tomando los valores de Si 0 No

Anemia: Reduccion en el nimero de eritrocitos circulantes o en la
cantidad de hemoglobina. Su presencia estuvo definida por la
concentracion de hemoglobina en sangre total menora 13y 12 g/dL en

varones y mujeres, respectivamente.

Diabetes Mellitus: Grupo heterogéneo de trastornos caracterizados por
hiperglucemia e intolerancia a la glucosa. Se midi¢ segun los valores
de glicemia en condiciones de ayuna de no menor a 8 horas y su valor

debera ser mayor a 126 mg/dL para considerarse como DM.

Edad: es el tiempo que ha vivido una persona contando desde su
nacimiento. Fue definida como la diferencia entre la fecha de finalizacion
del tratamiento oral con albendazol y la fecha de nacimiento. La medicion

fue en nimero de afios vividos y en escala numérica discreta

Sexo: es la condicion fenotipica que distingue a los hombres de las

mujeres. Fue identificado segun evaluacién visual y con documento

nacional de identidad.
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4.45.3. Grafico aciclico dirigido 2 (DAG)

A continuacion, se presenta el DAG para identificar los potenciales confusores
y modificadores de efecto ante una relacion de interés entre niveles de ABZSO

y actividad enzimatica hepatica, expresada como hepatotoxicidad.

.

Tamano_del_quiste

Numero_de_quistes

Tipo_de_quiste

S

Complicacion_del_quiste

Tto_previo_con_ABZ

D

)
Hepatotoxicidad

@

Niveles de ABZ-SFX

Sexo Edad

DM2 Obesidad Tabaquismo Inflamacién

Grafico 2. DAG que establece la relacion causal entre niveles de ABZSO y

hepatotoxicidad

4.4.6. Procesamiento y analisis estadistico

La data fue manejada en panel y los niveles de ABZSO, actividad
enzimatica hepatica y caracteristicas del quiste hidatidico fueron
presentados en funcién a la media y desviacion estandar total, entre
componentes y dentro de ellos. Las concentraciones de ABZSO que
estuvieron debajo del limite de deteccién (LOD=1 ng/mL), fueron tratados
como data perdida, y su manejo fue segun lo recomendado por Barr D. et

al (121), quienes calculan el valor perdido en funcién al LOD/N2. Por otro
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lado, empleamos gréficas longitudinales donde se representd a la media y
su intervalo de confianza al 95% durante el periodo de tratamiento con
ABZ. Los niveles obtenidos durante el periodo de tratamiento fueron
comparados por la prueba no paramétrica de Friedman, y se considerd
como diferencia significativa un p-valor menor a 0.05. La relacion entre los
niveles de ABZSO con las enzimas hepaticas y caracteristicas del quiste
fueron evaluadas en un modelo lineal de efectos mixtos, ajustados por edad
y sexo. Los modelos para cada resultado incluyeron un efecto aleatorio para
el sujeto, asi como efectos fijos para edad y sexo. Los célculos fueron

realizados en el programa Stata/IC 15.1 (StataCorp. 2017).

4.4.7. Tamafo de muestray Potencia estadistica

La muestra estuvo constituida por 13 pacientes con hidatidosis hepatica,
quienes recibieron tratamiento oral con ABZ y fueron monitoreados cada
15 dias durante el periodo de tratamiento de 3 meses. Asi mismo, dado que
es una investigacion cuyo enrolamiento de pacientes resulto dificil debido
las condiciones generadas por la pandemia COVID-19, se realiz6 un
analisis descriptivo y no paramétrico. No obstante, los hallazgos adquieren
relevancia en el sentido de las limitadas evidencias sobre el
comportamiento de los cambios estructurales del quiste hidatidico con
evaluacion ultrasonografica y en los niveles enzimaticos durante el
tratamiento con albendazol que reciben las personas con hidatidosis

hepética.
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4.5.

Resultados

4.5.1. Enrolamiento y muestra de estudio

El estudio se desarrollé sobre la identificacion de personas con hidatidosis
hepética en diferentes centros poblados aledafias a Huancayo, Junin. Para ello,
se establecio un sistema de comunicacion con la red de establecimientos de
salud de nivel primario y los médicos responsables que sospechen de infeccidn
por hidatidosis. Estos pacientes fueron derivados a la ciudad de Huancayo,
donde se les realiz6 la prueba ecografica abdominal y se confirmé el
diagndstico de hidatidosis hepatica. De estos pacientes, se lograron evaluar 14
personas, de las cuales 13 aceptaron participar del estudio y una no firmé el
consentimiento informado y rechazo su inclusion al estudio. Los trece
participantes fueron enrolados en diferentes momentos, entre el mes de
diciembre 2019 y febrero 2020, y se les realizé el seguimiento cada 15 dias
durante los tres meses que durd el tratamiento con ABZ asignado por su
médico. Ocho pacientes completaron el seguimiento hasta el dia 90, uno hasta
el dia 75, uno hasta el dia 60, dos hasta el dia 45 y uno hasta el dia 30. En
marzo 2020, se declara la emergencia sanitaria a nivel nacional por la
pandemia COVID-19, y el proceso de enrolamiento de pacientes se detiene de

forma absoluta.
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4,5.1.1. Caracteristicas sociodemograficas de la poblacién de
estudio

En la tabla 1 se observa las caracteristicas de los trece pacientes evaluados (9
mujeres y 4 varones) con hidatidosis hepatica cuya edad fue 54.8+15.6 afios.
Tres de ellos tuvieron antecedentes de hidatidosis hepatica, pero solo uno de
ellos recibi6 tratamiento con ABZ. Cuatro pacientes presentaron dos quistes
hidatidicos en el higado. Durante el proceso de seguimiento de los pacientes

enrolados, no se presentaron datos perdidos o censuras.
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Tabla 1. Caracteristicas descriptivas de los participantes del estudio

N° Caracteristicas descriptivas del paciente

Paciente 1 Varon de 70 afios, con peso de 65 kg y sin antecedentes de hidatidosis previa y otras enfermedades concomitantes.
Presento un solo quiste y completo el esquema de tratamiento con ABZ hasta el dia 90.

Paciente 2 Mujer de 35 afios, con peso de 72 kg y sin antecedentes de hidatidosis previa y otras enfermedades concomitantes.
Presento un solo quiste y completo el esquema de tratamiento con ABZ hasta el dia 75.

Paciente 3 Mujer de 58 afios, con peso de 63 kg y sin antecedentes de hidatidosis previa y otras enfermedades concomitantes.
Presento dos quistes y completo el esquema de tratamiento con ABZ. Tuvo tratamiento previo con ABZ para el control
de parasitosis intestinal hasta el dia 90.

Paciente 4 Mujer de 45 afios, con peso de 57 kg y con antecedentes de hidatidosis hepatica previa y tratamiento con ABZ hace
20 afnos. Presento un solo quiste y completd el esquema de tratamiento con ABZ hasta el dia 90.

Paciente 5 Muijer de 42 afios, con peso de 61 kg y con antecedentes de hidatidosis hepatica, pero sin tratamiento previo con ABZ.
Presentd un solo quiste y completd el esquema de tratamiento con ABZ hasta el dia 90.

Paciente 6 Varon de 55 afios, con peso de 78 kg y sin antecedentes de hidatidosis previa y otras enfermedades concomitantes.

Presentd un solo quiste y completd el esquema de tratamiento con ABZ hasta el dia 90.
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Paciente 7

Paciente 8

Paciente 9

Paciente 10

Paciente 11

Paciente 12

Paciente 13

Vardn de 72 afos, con peso de 74 kg y sin antecedentes de hidatidosis previa y otras enfermedades concomitantes.
Presentd un solo quiste y completd el esquema de tratamiento con ABZ hasta el dia 90.

Mujer de 69 afios, con peso de 55 kg y sin antecedentes de hidatidosis previa y otras enfermedades concomitantes.
Presentd dos quistes y completo el esquema de tratamiento con ABZ hasta el dia 60.

Mujer de 26 afios, con peso de 58 kg y con antecedentes de hidatidosis hepatica, pero sin tratamiento previo con ABZ.
Presentd un solo quiste y completd el esquema de tratamiento con ABZ hasta el dia 90.

Mujer de 71 afios, con peso de 61 kg y sin antecedentes de hidatidosis previa y otras enfermedades concomitantes.
Presentd dos quistes y completo el esquema de tratamiento con ABZ hasta el dia 90.

Mujer de 58 afios, con peso de 56 kg y sin antecedentes de hidatidosis previa y otras enfermedades concomitantes.
Presentd un solo quiste y completd el esquema de tratamiento con ABZ hasta el dia 45.

Varon de 67 afios, con peso de 70 kg y sin antecedentes de hidatidosis previa y otras enfermedades concomitantes.
Presentd dos quistes y completo el esquema de tratamiento con ABZ hasta el dia 45.

Mujer de 41 afios, con peso de 62 kg y sin antecedentes de hidatidosis previa y otras enfermedades concomitantes.

Presentd un solo quiste y completd el esquema de tratamiento con ABZ hasta el dia 30.
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45.1.2. Niveles de ABZSO, caracteristicas estructurales del
quiste hidatidico y actividad enzimatica hepatica en la

poblacién de estudio

En la tabla 2, observamos que la variacion intraindividual para los niveles de
ABZSO, caracteristicas del quiste hidatidico y actividad de enzimas hepéticas fue
mayor a la interindividual. Esto también se expresa en la mayor diferencia entre los
valores minimos y maximos intraindividuales para los parametros referidos.
Respecto a la concentracion de ABZSO, el valor minimo estuvo representado por
el limite de deteccion de la HPLC-MS, mientras que el valor maximo alcanzé una
concentracion de 552 ng/mL. El didmetro y volumen quistico oscil6 entre 10.4 y
109.5mmy 0.5y 619.0 mL. En el caso de la actividad enzimatica hepatica, el valor
medio para las cuatro enzimas estuvo por encima del valor limite superior normal

para cada una de ellas, siendo estas significativas.
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Tabla 2. Caracteristicas descriptivas de los anlisis realizados en la poblacion de

estudio

Parametro medido Media DE Minimo - maximo
Total 119.2 155.4 0.0-678.1

ABZSO, ng/mL Inter 77.2 16.9 - 275.3
Intra 136.5 -156.2 - 552.5
Total 35.1 24.0 10.4 - 109.5

Diametro del

] Inter 23.9 11.6-97.2

quiste, mm
Intra 3.9 11.7 -47.3
Total 64.7 141.7 0.5-619.0

Volumen del

) Inter 135.8 0.8-496.3

quiste, mL
Intra 21.7 -25.6-187.4
Total 85.0 171.4 5.3-1047.0

ALT, IU/L Inter 128.8 18.3-490.4
Intra 108.1 -383.3-641.6
Total 89.2 164.1 15.7 - 755.5

AST, IU/L Inter 128.4 27.4 - 496.3
Intra 96.6 -372.8-412.9
Total 36.1 39.9 9.1-203.4

v-GT, IU/L Inter 29.2 14.2 -121.9
Intra 26.6 -72.7-141.2
Total 308.2 90.1 208.0 - 714.9

FALC, IU/L Inter 75.3 226.1 -531.0
Intra 46.5 82.3-492.2

DE: Desviacioén estandar
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4.5.2. Resultados bivariados

4.5.2.1. Asociacion de la actividad enzimatica hepatica con los

niveles de ABZSO

En la tabla 3, las transaminasas (AST y ALT) tuvieron un incremento significativo
(p<0.001), y su actividad fue mayor al valor limite superior normal a partir del dia
75 de tratamiento. La y-GT también tuvo un incremento continuo durante el
tratamiento, superando el rango normal al dia 90. En relacién con la FALC, la
mediana basal estuvo por encima del rango normal y también tuvo un incremento
progresivo durante todo el tratamiento, presentando, ademas, diferencias

significativas (p<0.001).
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Tabla 3. Medianas de ABZSO, caracteristicas quisticas y enzimas hepaticas

Indicadores Seguimiento durante el tratamiento (mediana (rango intercuartilico)) p-valor?
Dia 60 Dia 75 Dia 90
ABZSO, ng/mL 0.71(0.0) 26.9(413) 32.2(34.1) 70.2(100.5) 138.8(111.2) 172.6(278.3) 226.8(309.8)  0.011
Diametro del quiste, mm  32.5(24.2) 29.0(23.2) 29.8(21.7) 30.0(24.7) 285(205)  305(25.0)  31.5(24.2) <0.001
Volumen del quiste, mL  15.5 (37.2) 15.1 (30.5) 12.4(205)  105(29.7)  15.3(31.0) <0.001
ALT, IU/L 17.8(10.2) 27.0(19.2) 325(29.1) 36.9(36.6) 33.8(68.7)  42.1(21.8) 48.6(277.0)  <0.001
AST, IU/L 21.1(8.4) 26.7(20.23) 38.2(21.0) 39.5(42.0) 40.2(60.2)  48.8(26.1) 55.7(220.2)  <0.001
v-GT, IU/L 15.4(6.7) 19.4(12.2) 18.8(13.9) 29.2(234) 26.6(26.3)  30.4(225)  42.7(82.2) <0.001
FALC, IU/L 264 (53.9) 271.5(27.4) 280.6(32.8) 287.0(57.2) 293.4(72.3) 310.8(33.6) 328.7(97.5)  0.0000

2 Non-parametric Friedman test
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En la figura 1, se evidencia que los niveles medios de ABZSO y sus intervalos de
confianza al 95% aumentan durante el periodo de tratamiento; sin embargo, se hace
mas marcado a partir del dia 30, alcanzando una meseta en su concentracion al dia
75. En el caso del didmetro quistico, se evidencia una ligera disminucion de manera
progresiva durante todo el tratamiento. Por otro lado, el volumen quistico, presenta
un ligero incremento a partir del dia 30 de tratamiento, y con un aumento progresivo

de sus intervalos de confianza.

En la figura 2, se aprecia una tendencia al incremento de la actividad AST; mientras
que la ALT aumenta hasta el dia 45 y se genera una meseta en su actividad hasta el
dia 75, para finalmente aumentar al dia 90. La actividad FALC tuvo un aumento
progresivo hasta el dia 60, luego una ligera disminucion al dia 75, y un aumento
final al dia 90. En el caso de la y-GT, el aumento de su actividad fue progresivo

durante todo el tratamiento.
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Figura 1. Medias e intervalos de confianza al 95% de ABZSO vy caracteristicas del quiste hidatidico en pacientes monitoreados durante el

periodo de tratamiento con ABZ
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Figura 2. Medias e intervalos de confianza al 95% de la actividad de enzimas hepéticas en pacientes monitoreados durante el periodo de

tratamiento oral con albendazol
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4.5.3. Analisis en modelo lineal mixto

En la Tabla 4, observamos que por cada cambio en 1 ng/mL de ABZSO, el didmetro
del quiste hidatidico disminuye en 0.004 mm. En el caso del volumen, este aumenta
en 0.025 mL por cada cambio en 1 ng/mL de ABZ. Sin embargo, en ambos casos,
se evidencié que no existe asociacion significativa con los niveles de ABZSO,
ajustada por peso, sexo y edad. Respecto a las variables como complicacion del
quiste hidatidico, obesidad y anemia, estas no se presentaron en ninguno de los
participantes del estudio, por lo que no fueron incluidas al modelo mixto. El peso,

edad y sexo no influenciaron significativamente el didmetro y volumen del quiste.
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Tabla 4. Modelo mixto entre niveles de ABZSO y caracteristicas del quiste hidatidico

Variables Diédmetro (mm) Volumen (mL)
independientes B CI95 B Cl95
ABZSO (ng/mL) -0.0042 -0.011 a 0.003 0.0252 -0.015 a 0.063
Peso (kg) 0.890? -1.660 a 3.441 6.785? -7.734 a 21.305
Sexo (mujer) 30.996* -13.613 a 75.604 196.286%  -57.652 a 450.224
Edad (afos) 0.1842 -0.761a1.128 2.5732 -2.806 a 7.952

4no significativo
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En la Tabla 5, la actividad de las cuatro enzimas hepaticas se encuentra asociada
significativamente a los niveles de ABZSO (p<0.001). Por cada cambio en 1 ng/mL
de ABZSO, la actividad AST aumenta en 0.37 U/L; mientras que, para la ALT, el
incremento es de 0.30 U/L. En caso de la y-GT y FALC, el incremento es de 0.12
U/L y 0.19 U/L, respectivamente. Los coeficientes obtenidos estuvieron ajustados
por peso, sexo y edad. Estas variables tampoco influenciaron significativamente la

actividad de las cuatro enzimas hepéticas.
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Tabla 5. Modelo mixto entre niveles de ABZSO y actividad de enzimas hepaticas

Variables ALT (IU/L) AST (IU/L) v-GT (IU/L) FALC (1U/L)
independientes B Ci%5 B Ci%5 B Ci%5 B Ci%5
ABZSO (ng/mL) 0.30° 0.12 2 0.47 0.372 0.22 2 0.52 0.122 0.082a0.16 0.19% 0.1220.25
Peso -3.49°  -17.09210.11  -3.66° -16.90 a 9.59 -0.74 352a2.03 -509 -12.56a2.38
Sexo (mujer) 54.15° -293.36a185.06 -53.50° -286.11a179.11 -17.86° -66.71a30.98 -56.49° -187.47 a74.50
Edad (afios) -1.79° -6.87 2 3.29 -1.47° -6.41 a 3.47 -0.35° -1.38 2 0.69 0.34° -3.14a2.41

2p<0.001; ° no significativo
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4.6. Discusion

El tratamiento para la hidatidosis hepatica es muy variado, y destacan la
evaluacion observacional, administracion de farmacos, PAIR e intervencion
quirdrgica. Las tres ultimas opciones incluyen el uso del ABZ en periodos que
pueden extenderse hasta los 6 meses. De hecho, cuando las caracteristicas del
quiste y las condiciones del paciente lo permiten, la administracién oral de ABZ a
dosis diaria de 800 mg durante tres meses, es una de las opciones que manejan
diferentes guias terapéuticas a nivel mundial. No obstante, esto debe ser bajo
monitoreo bioldgico y control ecografico de los pacientes, a fin de valorar la
eficacia del tratamiento e identificar y prevenir eventos adversos asociados. En
ese sentido, nuestros resultados muestran que, durante los tres meses de
tratamiento, los cambios en las caracteristicas del quiste hidatidico son minimas y
no significativas, aun cuando existe una ligera disminucion del didmetro quistico.
Por otro lado, si se evidencia un marcado incremento de la actividad enzimatica
hepética, sobre todo en las transaminasas (AST y ALT), con dos casos que
presentaron un aumento de entre 10 y 15 veces el valor superior normal. El resto
de los casos incrementaron sus valores entre 1.5y 2 veces el valor superior normal.
Este comportamiento fue similar para la FALC y y-GT, cuyo incremento fue en
su mayoria al doble del valor superior normal, a excepcion de un paciente, cuya
actividad y-GT se incrementd casi 7 veces el valor superior normal. Nuestros
hallazgos son similares a lo reportado por Teggi A. et al, quienes encontraron que
el 12.9% (58/448) de pacientes que recibieron tratamiento ininterrumpido con
ABZ (10-12 mg/kg por 3 meses) y mebendazol (5 mg/kg entre 3-12 meses)

tuvieron un aumento entre 2 y 4 veces el valor superior normal para las
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aminotransferasas, aunque en todos los casos este fue reversible, mas aun después
de la extraccion quirtrgica de los quistes (108). En nuestro caso, observamos
incrementos de casi el doble de actividad de ALT y AST respecto a su valor
normal superior; sin embargo, no tuvimos la oportunidad de continuar con el
monitoreo de la actividad enzimatica hepatica una vez que los participantes
culminaron su tratamiento. Respecto a la actividad FALC (mediana: 249 U/L) y
v-GT (mediana: 190 U/L), ya se ha reportado niveles elevados en personas con
hidatidosis hepatica con compromiso biliar previo a la cirugia (122). Esto podria
sugerir que la hidatidosis hepética, sobre todo con presencia de quistes grandes,
puede impactar de manera negativa sobre el sistema biliar. De hecho, Alan B et
al, evidenciaron que el diametro y estadio del quiste y su localizacién segmentaria
y lobular, con los niveles de FALC y y-GT pueden predecir la presencia de una
comunicacion cistobiliar (123). Nuestros resultados son similares, dado que
encontramos niveles elevados de FALC (264 U/L) antes del tratamiento con ABZ,
mientras que y-GT mantuvo niveles normales (15.4 U/L). Un reciente estudio
publicado en el 2021, evidencia que las personas con hidatidosis hepatica
presentan niveles mas elevados de y-GT y FALC respecto a su grupo control
(p<0.001), y con disminucién significativa de ambas después de la cirugia (124).
Ante los hallazgos descritos, es importante considerar una evaluacion minuciosa
de la actividad enzimética hepatica en personas gque presentan quistes hidatidicos
hepaticos de gran tamafio, dado que podria inducir eventos adversos con
compromiso hepatobiliar. Esta situacién podria sugerir el detenimiento del
tratamiento con ABZ, en tanto se realicen pruebas complementarias para

garantizar la seguridad del paciente.
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Nuestro estudio también evaluo los niveles plasmaticos de ABZSO, y se evidencio
un incremento progresivo durante los 90 dias de tratamiento. Se observo que los
niveles de ABZSO se duplicaron aproximadamente cada 15 dias, alcanzando
concentraciones cercanas a los 230 ng/mL. Hubo dos personas que tuvieron
presencia de ABZSO previo al inicio del tratamiento, esto debido a que
consumieron ABZ en el ultimo mes. Aquellos resultados que no fueron detectados
por HPLC-MS, fueron asignados segun lo recomendado por Barr D. et al (121),
obteniéndose una concentracion minima de 0.71 ng/mL.

Las concentraciones obtenidas de ABZSO en nuestro estudio son inferiores (rango
de medianas: 0.71 a 226.8 ng/mL) a lo reportado por Garcia H., et al, quienes
encontraron concentraciones de ABZSO en plasma que oscilé entre 300 y 500
ng/mL en pacientes con neurocisticercosis, cuya dosis fue de 1200 mg/dia, aspecto
que podria explicar los niveles mas elevados de ABZSO en sangre. Por otro lado,
es importante resaltar la importancia de la biotransformacion del ABZ a nivel
hepatico. EI metabolismo y la biotransformacién del ABZSO se da por la super
familia de enzimas Cyp450) (125), de las cuales, la alta tasa de polimorfismos
genéticos para la Cyp 2J2 y 3A4 podrian explicar cambios en la concentracién
plasmatica del ABZSO (126-128). A pesar de ello, es uno de los pocos estudios
que ha evaluado los niveles de ABZSO bajo un esquema de tratamiento exclusivo
por ABZ. Otros estudios han cuantificado ABZSO como parte de medidas
profilacticas previas a la cirugia (84), o estudios de farmacocinética (61, 129). Por
otro lado, al ser un estudio observacional, no se tuvo control sobre el tratamiento
oral con ABZ, por lo que es posible que los participantes no hayan seguido

estrictamente las indicaciones médicas durante el periodo de tratamiento. Sin
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embargo, observamos que existe un incremento sostenido de los niveles de
ABZSO plasmatico, a partir del dia 30 de tratamiento. Es posible que este cambio
se deba a la exposicion constante del sustrato (ABZ) a su enzima (Cyp3A4
principalmente), incrementando el valor del Km (constante de Michaelis) de las
enzimas involucradas en el metabolismo del ABZ y, en consecuencia, la capacidad
de produccion de ABZSO sea mas eficaz (130), pero alcanzado un punto de
saturacion al dia 75 del tratamiento.

El médico tratante brindd farmacoterapia oral con ABZ a una dosis de 800 mg/dia
(2 pastillas de 200 mg en la mafiana y 2 en la noche) durante tres meses, e indicd
su ingesta con dietas altas en grasas, considerando que se ha evidenciado
incremento en la absorcién de ABZ y niveles de ABZSO de 1371.7 ng/mL,
comparado con dietas bajas en grasas y niveles obtenidos de ABZSO de 860.6
ng/mL (131). No obstante, para la medicion de ABZSO en plasma, el médico
indico al paciente venir en condiciones de ayunas, dado que también se evalud la
actividad de enzimas hepaticas, y analitos de quimica clinica. Este hecho pudo
generar la disminucion de la concentracion de ABZSO, e influir sobre la eficacia
del tratamiento.

Diversos estudios muestran que los niveles de ABZSO plasmatico explican la
concentracion intraquistica de ABZSO, la cual tiene asociacion significativa con
la disminucidn de la viabilidad de las protoescélices de E. granulosus, parametros
considerados en la evaluacion de la eficacia. Un ensayo clinico evidencio una
concentracion intraquistica de ABZSO entre 500 y 4080 ng/mL, y los niveles de
viabilidad y desintegracion de protoescolices fue menor en comparacion al grupo

control (pacientes operados sin tratamiento profilactico con ABZ) (90). En ese
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sentido, es posible que las concentraciones de ABZSO en plasma hayan generado
bajos niveles de ABZSO intraquistico, lo cual podria explicar los ligeros cambios
en el didmetro y volumen quistico. No obstante, los niveles de ABZSO pueden
variar por multiples razones; entre las que destacan su capacidad de absorcion a
nivel gastrointestinal, sobre todo en estdémago, donde puede ocurrir limitaciones
debido a la solubilidad (influenciado por el pH gastrico), asi como durante su
transporte, donde el 62-67% de ABZSO se une a proteinas plasmaticas como la
albimina y alfa 1-glicoproteina (53). Estos hallazgos podrian explicar las
dificultades para alcanzar una concentracion 6ptima en plasma que garantice a su
vez una concentracion de ABZSO intraquistico con capacidad para inducir
citotoxicidad en las protoescolices.

El tratamiento con ABZ previene la recurrencia de los quistes hidatidicos, reduce
su tamafio y promueve la inactivacion y/o calcificacion haciéndolo inviable y no
infectivo (132). Desafortunadamente, solo el tamafio, volumen y tipo del quiste
son evaluables mediante el estudio de imagenes (TC, ecografia, entre otros);
mientras que la viabilidad depende del estudio del fluido hidatidico y sus
protoescalices, aspecto que no fue evaluado en este estudio. Tampoco se pudo
conocer los niveles de la actividad enzimatica hepéatica o cambios estructurales del
quiste hidatidico después de los 3 meses de tratamiento, ya que la cohorte fue
cerrada. Asi mismo, muchas de las respuestas que se obtuvieron fueron de auto
reporte, tales como los relacionados al consumo de drogas de abuso, antecedentes
de enfermedades como hidatidosis, tratamientos y consumo de farmacos; en ese
sentido, hay variables confusoras que podrian haber influido sobre la actividad

enzimatica hepética. Existen algunas caracteristicas raras 0 poco comunes que
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pueden inducir elevacion de la actividad enzimatica y hepatotoxicidad, tales como
infeccion por hepatitis A, Epstein bar, citomegalovirus, sepsis, enfermedades
autoinmunes y embarazo, las cuales no fueron medidas en el estudio. Finalmente,
la actual pandemia por COVID-19 ha generado el colapso en todos los niveles de
atencion en salud publica; y en el Perd, el impacto ha mermado significativamente
la capacidad de atencion de pacientes con enfermedades consideradas como
olvidadas. Esta situacion dificult6 y limité de sobremanera el enrolamiento de mas
participantes.

Esta investigacion resalta la importancia de monitorear las concentraciones de
ABZSO0, el control ultrasonografico y sobre todo, la actividad enzimética hepética
en las personas con hidatidosis hepética que reciben tratamiento con ABZ durante
periodos prolongados. Si bien no se evidenciaron cambios en la estructura del
quiste que definan al tratamiento como eficaz, la disminucion del volumen
quistico es un indicador que hipotetiza que posteriormente se pudo desarrollar la
calcificacién y disminucion de la viabilidad del quiste. Por otro lado, en tanto los
niveles de las aminotransferasas no se eleven mas de tres veces el valor superior
normal, el tratamiento podria continuar de forma segura (88). El control
ultrasonografico quiza sea la herramienta mas importante para identificar no sélo
estadios tempranos de hidatidosis hepatica, sino para el seguimiento y control de
pacientes que reciben tratamiento con ABZ. Por ello, su implementacién en las
actividades de tratamiento, vigilancia, prevencion y control de la hidatidosis es
imprescindible (14).

En resumen, evidenciamos que el tratamiento oral con ABZ en pacientes con

hidatidosis hepética en estadios iniciales de la enfermedad eleva la actividad
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enzimatica hepética, pero sin llegar a que el médico suspenda el esquema de
tratamiento de 90 dias. Por otro lado, si bien no evidenciamos cambios
ultrasonograficos que sugieran un tratamiento eficaz, tampoco la descarta, aun
cuando no se encontré una disminucion significativa del didmetro y volumen
quistico; por ello, se requiere futuras evaluaciones postratamiento. Y finalmente,
los niveles de ABZSO se relacionan significativamente con el aumento de la
actividad enzimatica hepética y los cambios ultrasonogréficos del quiste, por lo
que sugerimos fuertemente que este metabolito sea medido e incluido en la

evaluacion de la eficacia y seguridad del tratamiento oral por ABZ.
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1)

2)

ASPECTOS ETICOS

El proyecto de tesis involucro la ejecucion de dos investigaciones:

El sub-estudio 1 estuvo dirigido a validar una metodologia para la medicion
de ABZSO en plasma humano procedente de la donacion de un banco de
sangre de un hospital de Lima Metropolitana; por lo que no se requirio de
consentimiento o asentimiento informado.

El sub-estudio 2 fue una cohorte dirigida a evaluar la relacion entre los niveles
de albendazol sulféxido con la actividad enzimatica hepatica y caracteristicas
estructurales del quiste hidatidico; por consiguiente, se involucrd la
participacion de seres humanos y el uso de sus muestras bioldgicas.
Participaron personas mayores a los 3 afios y de ambos sexos, quienes fueron
informados de los objetivos de la investigacion, asi como de los beneficios y
riesgos que derivan de su participacion. El enrolamiento estuvo supeditado a
la autorizacion en un consentimiento (mayores de edad) y/o asentimiento
informado (aplicado a nifios de 7 a 12 afios y de 12 a 17 afios) (ver anexo 3);
ademas el participante recibié una completa explicacion de los beneficios y
riesgos de la investigacion y de cada aspecto que se detalla en el
consentimiento o asentimiento informado. En caso de que el participante no
supo leer, éste le fue leido por el investigador principal. Toda participacion
fue voluntaria y no hubo retribucién econdmica que pueda asociarse a una
posible coaccion de los participantes. La atencion inicial fue en sus domicilios
y garantizando la confidencialidad de la informacion provista en la ficha de
recoleccion de datos, la cual estuvo codificada sin incluir datos personales

como nombres y apellidos y nimero de documento nacional de identidad. Los
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resultados de las pruebas de tamizaje (ecografia abdominal) fueron entregados
inmediatamente después de finalizado el procedimiento. En el caso de
alteracion de las pruebas de quimica analitica, hematologia y de laboratorio en
general, se priorizo la entrega inmediata de los resultados (especificamente
antes de los 60 minutos de haber obtenido los resultados), via correo
electrénico del médico tratante para que evalle la continuidad o detenimiento
del tratamiento oral con ABZ. En el caso de que los valores de laboratorio
estén normales, el informe de resultados fue enviado de igual manera durante
las primeras 24 horas. Toda informacion que se obtuvo de la evaluacion del
participante y sus muestras bioldgicas fueron manipuladas en funcién a un
cédigo Unico de investigacion, asignado durante la obtencion del
consentimiento y/o asentimiento informado. Las muestras bioldgicas fueron
almacenadas para su custodia y preservacién en el tiempo, en caso de que se
tuviera que repetir algunos ensayos de laboratorio, y con fines de investigacion
estrictamente enmarcados en la problematica de estudio. Toda la data fue
almacenada en una base de datos encriptada y de acceso exclusivo al
investigador principal.

Dentro de los aspectos éticos-administrativos, el proyecto de tesis se registro
en el Sistema Descentralizado de Informacion y Seguimiento a la
Investigacion (SIDISI) - Direccidon Universitaria de Investigacion, Ciencia y
Tecnologia (DUICT), y fue evaluado por el Comité de Etica de la UPCH (CIE-
UPCH) previamente a su ejecucién. Durante la implementacion del estudio se
respetaron los principios éticos delineados en la Declaracion de Helsinki, y se

siguieron estrictamente las recomendaciones realizadas por el CIE-UPCH.
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V1. LIMITACIONES

Limitaciones del estudio 1

En el sub-estudio 1, no se ha identificado limitaciones que sean significativas,
puesto que corresponde a un estudio que sigue una metodologia basada en la
validacién analitica de un bioensayo, y cada procedimiento que se realice
obedece al cumplimiento estricto de lo estipulado en en la guia de validacion

de ensayos bioanaliticos de la FDA.

Limitaciones del estudio 2

En el sub-estudio 2, no se pudo conocer los niveles enzimaticos hepaticos o
cambios estructurales del quiste hidatidico después de los 3 meses de
tratamiento, ya que la cohorte fue cerrada. Asi mismo, muchas de las respuestas
que se obtendran seran de auto reporte, tales como los relacionados al consumo
de drogas de abuso, antecedentes de enfermedades como hidatidosis,
tratamientos y consumo de farmacos; en ese sentido, la valoracion es hasta
cierto punto subjetiva; sin embargo, el resto de las variables seran medidas de
forma objetiva. No obstante, existen algunas caracteristicas raras o poco
comunes que pueden inducir elevacién de la actividad enzimatica y
hepatotoxicidad, tales como infeccion por hepatitis A, Epstein Bar,
citomegalovirus, sepsis, enfermedades autoinmunes y embarazo, las cuales no
fueron medidas en el estudio. Finalmente, la actual pandemia por COVID-19
viene generando colapso en todos los niveles de atencion en salud pablica; y
considerando que la hidatidosis es una zoonosis considerada como

“enfermedad olvidada”, esta ha dejado de recibir atencion médica, lo que
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dificulta de sobremanera el enrolamiento de pacientes para identificar y
diagnosticas hidatidosis hepatica. En ese sentido, es importante considerar que
este contexto influye directamente en la cantidad de pacientes evaluados, por
lo que los hallazgos deben ser presentados de forma descriptiva, a fin de
generar hallazgos importantes para la generacion de futuras hipotesis que
puedan investigarse cuando el contexto epidemiolégico de la COVID-19 lo

permita.
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VII.CONCLUSIONES GENERALES

Conclusiones del estudio 1

El método HPLC-MS para la cuantificacion de ABZSO en plasma humano
es valido de acuerdo con los estandares definidos por la FDA. EI método
ofrece una respuesta lineal entre 1y 1500 ng/mL y con un limite de deteccion
de 1 ng/mL. Es un método altamente preciso con un coeficiente de variacion

menor a 2% Yy exacto, con un nivel de sesgo bajo.

Conclusiones del estudio 2

Los niveles de ABZSO estuvieron asociados significativamente con la
actividad de las cuatro enzimas hepaticas (ALT, AST, y-GT y FALC).

Los niveles de ABZSO se incrementaron progresivamente conforme
aumentd el nimero de dias de tratamiento. Esta caracteristica también se
observd en los niveles de actividad enzimética hepatica (ALT, AST, y-GTy
FALC) y caracteristicas quisticas (diametro y volumen), mas no para el tipo
de quiste de acuerdo con la clasificacion de WHO-IWGE, en aquellos que

cumplieron el tratamiento hasta el dia 90.
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VIIl. RECOMENDACIONES GENERALES

Recomendaciones del estudio 1

El método HPLC-MS para la cuantificacion de ABZSO debe ser evaluada
en otras matrices bioldgicas como suero, orina y liquido céfalo raquideo, de
tal forma que pueda servir como un instrumento valido en estudios de
biodisponibilidad como parte de ensayos clinicos orientados a valorar la
eficacia del tratamiento por ABZ y sus combinaciones ante diferentes
patologias.

Recomendaciones del estudio 2

Debe garantizarse el monitoreo de los niveles de ABZSO en pacientes que
reciben tratamiento con ABZ de forma prolongada, dado que su incremento
guarda coherencia con la elevacion de la actividad enzimatica hepaética, y
podria servir como un marcador que oriente al médico para continuar o
suspender el tratamiento no sélo en base a la presencia de eventos adversos
como es la hepatotoxicidad, sino ante los posibles cambios estructurales del
quiste que evidencien eficacia del tratamiento. Se debe continuar con la
evaluacion de cohortes para caracterizar eventos post-tratamiento con ABZ,
e incluir la medicion de ABZSO vy variantes enantioméricas, que podrian
explicar con mas exactitud, los cambios en la eficacia del tratamiento oral

con ABZ.
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10.2. Anexo 2: Instrumento(s) de recoleccion de los datos

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DEL PACIENTE

Cédigo de identificacion Fecha de evaluacion / /
Centro Poblado Iniciales del entrevistador
Datos personales y antecedentes de salud

1 | Fecha de nacimiento Dia |:| Mes I:I Afio I:I

2 | Sexo Varon |:| Mujer |:|

Hidatidosis tratada : :
; ?

3 anteriormente No|:| Si |:| - ¢Organo afectado?

4 | Tratamiento quirtrgico No |:| Si |:| - (Fecha de cirugia? / /

5 | Tratamiento con albendazol | No |:| Si |:| - ¢ Cuénto tiempo? meses dias

6 Historial de enfermedades

Hepatitis B

|:| Hepatitis C |:|

Ca. hepatocelular |:| Tuberculosis |:|

Cirrosis hepatica

Hipersensibilidad ABZ

[]
[]

Historial de consumo de
farmacos u otras sustancias

Benzodiazepinas |:| Fenitoina |:|

Tabaco

|:| Cocaina |:|

Alcohol

Marihuana

[]
[]

Estado comérbido (seglin pruebas de laboratorio)

8 Inflamacion

No[_]

Si |:| Nivel de Proteina C reactiva I:I g/dL

9 Anemia

No[_]

Si |:| Nivel de hemoglobina I:I g/L

10 | Diabetes mellitus

No[_]

Si |:| Nivel de glicemia I:I mg/dL

11 | Obesidad

No[_]

sil ] IMC

mgial |

Esquema de tratamiento asignado




Fecha de inicio de tratamiento: / /
12 | Duracion del tratamiento

Fecha de fin de tratamiento: / /
Pruebas de laboratorio (Basal = antes del tratamiento con ABZ)
Glicemia mg/dL Urea mg/dL Creatinina mg/dL
ALT uU/L AST U/L FALC u/L
Hb g/dL Hto % RBC cel/uL
HCM pg/cel CHCM mg/dL VCM fL
RWD % WBC cel/uL PLAQ cel/uL
Variable exposicion: Nivel de ABZ-SFX

Dia 15 ng/mL Fecha: /

Dia 30 ng/mL Fecha: /

Dia 45 ng/mL Fecha: /
Concentracion de ABZ-SFX

Dia 60 ng/mL Fecha: /

Dia 75 ng/mL Fecha: /

Dia 90 ng/mL Fecha: /
Variable desenlace (subestudio 2): Hepatotoxicidad

Dial5 ALT U/L FALC uU/L

Dia30 ALT U/L FALC uU/L

Dia45 ALT U/L FALC uU/L
Control enzimatico Dia60 ALT U/L FALC uU/L

Dia75 ALT U/L FALC uU/L

Dia90 ALT U/L FALC u/L

*Las fechas de andlisis de las enzimas hepaticas son las mismas que para los

niveles de ABZ-SFX

Hepatotoxicidad

No|:| Si |:|

Fecha de desenlace:

/ /




FICHA DE CONTROL ECOGRAFICO DEL PACIENTE

Cédigo de identificacion Fecha de evaluacion / /
Centro Poblado Iniciales del ecografista
Control ecografico Antes del tratamiento ( ) Dia30 () Dia 60 () Dia90 ()

Caracteristicas del quiste hidatidico (Monitoreo ecografico)

Organo afectado

Higado |:|

Otro 6rgano

|:|¢Cuél?

[]

Tipo de quiste CEl CE2 |:| CE3a |:|

(segun IWGWHO) CE3b |:| CE4 |:| CE5 |:|

NUmero Higado I:I Otro 6rgano I:I
Higado: Quiste 1 I:I Quiste 2 I:I

Diametro (cm)

Otro 6rgano

Quiste 3 I:I

Quiste 1

Quiste 4 I:I

Quiste 2

Higado:

Volumen (mL)

Otro 6rgano

Quiste 1 I:I

Quiste 3 I:I
Quiste 1 I:I

Quiste 2 I:I
Quiste 4 I:I
Quiste 2 I:I

No|:|

Complicacion del quiste

si[ ] »

Ruptura |:| Infeccion |:|

Variable desenlace (sub-estudio 1): Eficacia del tratamiento a los 90 dias

Disminucion en el 25% del tamafio
del quiste

N0|:| Si D

Separacion de la membrana del
quiste

N0|:| Si D

Calcificacion del quiste

No [ ] si []




10.3. Anexo 3: Consentimiento informado, asentimiento informado y/u hoja
informativa

Anexo 10.3.1: Consentimiento informado (Para mayores de edad)

Consentimiento para la Participacion en el Estudio: Validacion de la medicion de
albendazol sulfoxido y sus niveles plasmaticos, actividad enzimaética hepética y
caracteristicas estructurales de quistes en pacientes con hidatidosis hepatica durante
tratamiento oral con albendazol

Este documento de consentimiento informado estara disponible en espafiol. EI documento
de consentimiento tendra que ser leido en voz alta a todos los participantes. Se les pedira a
los participantes que proporcionen una firma o la impresion dactilar de su dedo indice para
documentar el consentimiento informado. ElI documento de consentimiento informado
solicitardA permiso para: (1) recoleccion y analisis de muestras de sangre, (2)
almacenamiento y conservacion de muestras bioldgicas (3) aplicacion de una ficha
epidemioldgica y (4) uso de muestras bioldgicas para uso en investigaciones futuras
relacionadas a la problematica de hidatidosis.

Buenos dias. Mi nombre es Jaime Alonso Rosales Rimache, estudiante doctoral de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia, y estoy realizando una investigacién con el
objetivo de determinar los niveles plasméaticos de albendazol sulféxido, actividad
enzimatica hepética y los cambios en la estructura del quiste hidatidico en pacientes con
hidatidosis hepatica durante el periodo de tratamiento. Quiero hacerle algunas preguntas y
para luego si usted lo desea, obtener una muestra de sangre. La muestra de sangre servira
para monitorear el tratamiento que se le administrara por la presencia de hidatidosis, de tal
forma que sea eficaz y no le genere efectos adversos a su salud. Los resultados de este
estudio nos ayudaran a mejorar los esquemas de tratamiento farmacolégico en pacientes
con hidatidosis.

La participacion en el estudio depende de su consentimiento. En el caso que tenga alguna
duda, nosotros le vamos a responder a todas para que usted decida si participa o no. Si usted
decide participar en el estudio, es necesario que firme este documento previa explicacion
de los beneficios y riesgos de la investigacion y de cada aspecto que se detalla en el
consentimiento o asentimiento informado.

Después de que usted firme este consentimiento, empezaremos con el estudio. Le haremos
algunas preguntas con respecto a usted y su salud, si usted no quiere responder a alguna
pregunta simplemente lo dice y pasamos a la siguiente pregunta, asi mismo si usted decide
detener el estudio lo puede hacer cuando usted lo quiera. También se le realizara una
ecografia abdominal una vez que haya finalizado el tratamiento farmacolégico.

Para la obtencion de la muestra de sangre, esta se realizara por una puncion en el antebrazo
y se extraerd sangre venosa en 2 tubos de 3 mL cada una (equivalente a 6 cucharaditas
aproximadamente). Si usted esta de acuerdo, nosotros congelaremos parte de su muestra de
sangre de forma an6nima, para que sea utilizada posteriormente si se requiere de alguna
repeticion en los analisis 0 para ensayos en toxicologia molecular (analisis de
enantiadbmeros de albendazol sulfoxido y polimorfismos genéticos de cyp3A4 y cyp2J2).
Las muestras seran guardadas bajo condiciones adecuadas por un tiempo no mayor de 10
anos.



Como participante de este estudio, Usted podra conocer su estado de salud en relacion con
la hidatidosis. Esta informacidn es vital para que las autoridades de salud y representantes
de su comunidad puedan tomar medidas de accion como actividades de diagnostico y
tamizaje, tratamiento farmacoldgico, educacion en salud a su comunidad para que sepan
coémo prevenir la enfermedad.

Todo lo que usted nos informe y todos los resultados de los analisis seran mantenidos en
secreto tanto como lo permita la ley. La privacidad y confidencialidad de sus datos y
resultados seran protegidas, porque toda la informacion obtenida a partir de su muestra y
fichas seran codificadas y solo de acceso al investigador principal del estudio. Los
resultados de los analisis y su interpretacion le seran entregados de manera personal por un
médico que le explicard el estado de salud en que se encuentra. Por otra parte, la
informacién que se obtenga serd publicada a través de diferentes medios escritos, pero
manteniendo la confidencialidad de su identidad.

La participacion en este estudio no implica que usted haga algin pago por los analisis a
realizar, son completamente gratuitos.

Si tiene preguntas sobre los aspectos éticos del estudio, o cree que ha sido tratado
injustamente puede contactar a la Dra. Frine Samalvides Cuba, presidenta del Comité
Institucional de Etica en Investigacion de la Universidad Peruana Cayetano Heredia al
teléfono 01-3190000 anexo 201355 o al correo electronico: duict.cieh@oficinas-upch.pe,
también puede ponerse en contacto con el investigador principal, Mg. Jaime Rosales
Rimache al teléfono

Finalmente, si Usted esta de acuerdo en participar en este estudio, por favor marque con
una “X” lo siguiente:

Yo doy consentimiento para responder una ficha epidemioldgica () Si

g()ol\(lj(())y consentimiento para que se me realice una ecografia abdominal () Si

g()ol\(;(())y consentimiento para que se obtenga una muestra de mi sangre () Si

E(;ol:l(c))y consentimiento para que se almacene mi sangre () Si
No

Yo doy consentimiento para que se utilice mi muestra en futuras investigaciones ( ) Si
() No

CERTIFICADO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

He leido la informacidon en este documento, he podido hacer las preguntas que he creido
convenientes, las cuales fueron resueltas de una manera sencilla y amable. Doy mi
consentimiento voluntario y firmado para participar en este estudio y entiendo que tengo el
derecho de retirarme del estudio en cualquier momento de su duracién sin que esta decision
afecte de ninguna manera mi atencion médica.

Nombre y firma del participante:

Fecha y Hora:

En caso de personas no letrados
La persona que firma este Consentimiento Informado declara que ha escuchado la lectura
de este documento de manera completa y entendible con respecto a todos los puntos que


mailto:duict.cieh@oficinas-upch.pe

refiere la investigacion al posible participante. Asi mismo, el participante ha tenido la
oportunidad de hacer preguntas que han sido resueltas de manera satisfactoria, por lo tanto
confirmo que el participante ha dado su consentimiento de manera voluntaria para
participar en la investigacion y en sefial de conformidad, ha colocado su huella digital en
este documento.

Nombre y huella del participante:
Fechay Hora:

Huella del pulgar del participante
Nombre y firma del testigo quien certifica la lectura:
Fecha y Hora:

Nombre y firma del investigador principal:

Fecha y Hora:

CODIGO DE INVESTIGACION:




Anexo 10.3.2: Consentimiento informado (Para padres y/o tutores de
menores de edad)

Consentimiento para la Participacion en el Estudio: Validacion de la medicion de
albendazol sulféxido y sus niveles plasmaticos, actividad enzimatica hepatica y
caracteristicas estructurales de quistes en pacientes con hidatidosis hepatica durante
tratamiento oral con albendazol

Este documento de consentimiento informado estara disponible en espafol. EI documento
de consentimiento tendra que ser leido en voz alta a todos los participantes. Se les pedira a
los padres de los participantes menores de edad que proporcionen una firma o la impresion
dactilar de su dedo indice para documentar el consentimiento informado. El documento de
consentimiento informado solicitara permiso para: (1) recoleccion y analisis de muestras
de sangre, (2) almacenamiento y conservacion de muestras biolégicas (3) aplicacion de una
ficha epidemioldgica y (4) uso de muestras bioldgicas para uso en investigaciones futuras
relacionadas a la problematica de hidatidosis.

Buenos dias. Mi nombre es Jaime Alonso Rosales Rimache, estudiante doctoral de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia, y estoy realizando una investigacién con el
objetivo de determinar los niveles plasmaticos de albendazol sulféxido, la actividad
enzimatica hepética y los cambios en la estructura del quiste hidatidico durante el periodo
de tratamiento. Quiero hacerle algunas preguntas y para luego si usted lo desea, autorizar
se obtenga una muestra de sangre de su nifio/a. La muestra de sangre servira para
monitorear el tratamiento que se le administrara por la presencia de hidatidosis, de tal forma
que sea eficaz y no le genere efectos adversos a la salud de su nifio/a. Los resultados de
este estudio nos ayudaran a mejorar los esquemas de tratamiento farmacoldgico en
pacientes con hidatidosis.

La participacion de su nifio/a en el estudio depende de su consentimiento. En el caso que
tenga alguna duda, nosotros le vamos a responder a todas para que usted decida si su nifio/a
participa o no. Si usted decide que su nifio/a participe en el estudio, es necesario que firme
este documento previa explicacion de los beneficios y riesgos de la investigacion y de cada
aspecto que se detalla en el consentimiento informado.

Después de que usted firme este consentimiento, empezaremos con el estudio. Le haremos
algunas preguntas con respecto a su nifio/a y su salud, si usted no quiere responder a alguna
pregunta simplemente lo dice y pasamos a la siguiente pregunta, asi mismo si usted decide
que su nifio/a ya no participe del estudio lo puede hacer cuando usted lo quiera. También
se le realizar4 una ecografia abdominal una vez que haya finalizado el tratamiento
farmacoldgico.

Para la obtencion de la muestra de sangre, esta se realizard por una puncion en el antebrazo
y se extraerd sangre venosa en 2 tubos de 3 mL cada una (equivalente a 6 cucharaditas
aproximadamente). Si usted esta de acuerdo, nosotros congelaremos parte de la muestra de
sangre de su nifio/a de forma andnima, para que sea utilizada posteriormente si se requiere
de alguna repeticion en los andlisis o para ensayos en toxicologia molecular (analisis de
enantiadmeros de albendazol sulféxido y polimorfismos genéticos de cyp3A4 y cyp2J2).
Las muestras de su nifio/a serdn guardadas bajo condiciones adecuadas por un tiempo no
mayor de 10 afios.

Como su nifio/a es participante de este estudio, Usted podra conocer su estado de salud en
relacion con la hidatidosis. Esta informacidn es vital para que las autoridades de salud y



representantes de su comunidad puedan tomar medidas de accion como actividades de
diagnostico y tamizaje, tratamiento farmacol6gico, educacion en salud a su comunidad para
gue sepan cdmo prevenir la enfermedad.

Todo lo que usted nos informe y todos los resultados de los andlisis de su nifio/a seran
mantenidos en secreto tanto como lo permita la ley. La privacidad y confidencialidad de
los datos y resultados de su nifio/a seran protegidas, porque toda la informacion obtenida a
partir de las muestras de su nifio/a y fichas llenadas serén codificadas y solo de acceso al
investigador principal del estudio. Los resultados de los analisis y su interpretacion le seran
entregados de manera personal por un médico que le explicara el estado de salud en que se
encuentra su nifio/a. Por otra parte, la informacion que se obtenga serd publicada a través
de diferentes medios escritos, pero manteniendo la confidencialidad de la identidad de su
nifio/a.

La participacion de su nifio/a en este estudio no implica que usted haga algln pago por los
analisis a realizar, son completamente gratuitos.

Si tiene preguntas sobre los aspectos éticos del estudio, o cree que usted o su nifio/a han
sido tratados injustamente, puede contactar a la Dra. Frine Samalvides Cuba, presidenta del
Comité Institucional de Etica en Investigacion de la Universidad Peruana Cayetano Heredia
al teléfono 01-3190000 anexo 201355 o al correo electronico: duict.cieh@oficinas-
upch.pe, también puede ponerse en contacto con el investigador principal, Mg. Jaime
Rosales Rimache al teléfono

Finalmente, si Usted esta de acuerdo en que su nifio/a participe en este estudio, por favor
marque con una “X” lo siguiente:

Yo doy consentimiento para responder una ficha epidemioldgica

() Si () No
Yo doy consentimiento para que se me realice una ecografia abdominal
()Si () No
Yo doy consentimiento para que se obtenga una muestra de sangre de mi nifio/a
() Si () No
Yo doy consentimiento para que se almacene la sangre de mi nifio/a
()Si () No

Yo doy consentimiento para que se utilice la muestra de mi nifio/a en futuras
investigaciones () Si () No

CERTIFICADO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

He leido la informacidon en este documento, he podido hacer las preguntas que he creido
convenientes, las cuales fueron resueltas de una manera sencilla y amable. Doy mi
consentimiento voluntario y firmado para que mi nifio/a participe en este estudio y entiendo
que tengo el derecho de que mi nifio/a se retire del estudio en cualquier momento de su
duracidn sin que esta decision afecte de ninguna manera la atencion médica de mi nifio/a.

Nombre y firma del padre 0 tutor del participante:

Fecha y Hora:

En caso de personas no Letrados
La persona que firma este Consentimiento Informado declara que ha escuchado la lectura
de este documento de manera completa y entendible con respecto a todos los puntos que
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refiere la investigacion al posible participante. Asi mismo, el padre o tutor del participante
ha tenido la oportunidad de hacer preguntas que han sido resueltas de manera satisfactoria,
por lo tanto, confirmo que el padre, madre o tutor/a del participante ha dado su
consentimiento de manera voluntaria para participar en la investigacion y en sefial de
conformidad, ha colocado su huella digital en este documento.

Nombre y huella del nifio/a:
Fechay Hora:

Huella del pulgar del nifio/a
Nombre y firma del testigo quien certifica la lectura:
Fecha y Hora:

Nombre y firma del investigador principal:

Fecha y Hora:

CODIGO DE INVESTIGACION:




Anexo 10.3.3: Asentimiento informado (Para nifios de 7 a 12 afios)

Asentimiento para la Participacion en el Estudio: Validacion de la medicion de
albendazol sulféxido y sus niveles plasmaticos, actividad enzimética hepética y
caracteristicas estructurales de quistes en pacientes con hidatidosis hepética durante
tratamiento oral con albendazol

Hola, mi nombre es Jaime Alonso Rosales Rimache, estudiante doctoral de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia y vengo trabajando para saber si la medicion del medicamente
utilizado para el tratamiento de tu enfermedad es valido; asi como los niveles del
medicamento, enzimas del higado y los cambios en la estructura del quiste. Te invitamos a
ser parte de este estudio porque tal vez puedas presentar algtn efecto no deseado durante
el tratamiento y para eso necesitamos obtener una pequefia muestra de sangre; de esta
manera poder tomar medidas para que te sientas mejor y mejore tu salud.

Queremos que participes en nuestro estudio, y si lo quieres hacer entonces, te invitaremos
a gue nuestro personal te tome una muestra de sangre en 2 tubos pequefios (equivalente a
6 cucharaditas aproximadamente), y se te practique una prueba de imagenes en tu abdomen
cuando finalice el tratamiento de tu enfermedad.

Si no quieres participar en este estudio, no te obligamos a hacerlo. Si no participas, eso no
cambiara en nada las cosas en tu casa o colegio.

Tus padres y/o apoderados saben de este estudio, y estan de acuerdo en que ta participes,
pero no pueden obligarte a participar si es que tl no quieres. Ellos estaran contigo en todo
momento.

Si deseas hablar con alguien acerca de este estudio podras llamar a Jaime Rosales Rimache
al teléfono celular

Si deseas hablar acerca del estudio porque crees que se te ha tratado injustamente o mal o
porgue se te ha hecho algin dafio por participar en el estudio por favor comunicarte con la
Dra. Frine Samalvides Cuba, presidenta del Comité Institucional de Etica en Investigacion
de la Universidad Peruana Cayetano Heredia al teléfono 01-3190000 anexo 201355 o al
correo electrénico: duict.cieh@oficinas-upch.pe

Tienes alguna pregunta: () Si
Quieres participar en este estudio: ()Si
Yo doy mi consentimiento para que se extraiga una muestra de mi sangre y ademas sea
almacenada para realizar algn andlisis posterior: ()Si

() No

Mi nombre es (nombre del participante)

Fecha:

Huella del pulgar del
participante
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Nombre y Apellido del Entrevistador Firma

Fecha:

Nombre y firma del investigador principal:

Fecha y Hora:

CODIGO DE INVESTIGACION:




Anexo 10.3.4: Asentimiento informado (Para nifilos mayores a 12 hasta 17
anos)

Asentimiento para la Participacién en el Estudio: Validacién de la medicion de
albendazol sulféxido y sus niveles plasmaticos, actividad enzimatica hepatica y
caracteristicas estructurales de quistes en pacientes con hidatidosis hepatica durante
tratamiento oral con albendazol

Hola, mi nombre es Jaime Alonso Rosales Rimache, estudiante doctoral de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia y vengo trabajando para saber si la medicion del medicamente
utilizado para el tratamiento de tu enfermedad es vélido; asi como los niveles del
medicamente, enzimas del higado y los cambios en la estructura del quiste. Te invitamos a
ser parte de este estudio porque tal vez puedas presentar algln efecto no deseado durante
el tratamiento y para eso necesitamos obtener una pequefia muestra de sangre; de esta
manera poder tomar medidas para que te sientas mejor y mejore tu salud.

Queremos que participes en nuestro estudio, y si lo quieres hacer entonces, te invitaremos
a gue nuestro personal te tome una muestra de sangre en 2 tubos pequefios (equivalente a
6 cucharaditas aproximadamente), y se te practique una prueba de imagenes en tu abdomen
cuando finalice el tratamiento de tu enfermedad.

Si no quieres participar en este estudio, no te obligamos a hacerlo. Si no participas, eso no
cambiara en nada las cosas en tu casa o colegio.

Tus padres y/o apoderados saben de este estudio, y estan de acuerdo en que ta participes,
pero no pueden obligarte a participar si es que ti no quieres. Ellos estaran contigo en todo
momento.

Si deseas hablar con alguien acerca de este estudio podras llamar a Jaime Rosales Rimache
al teléfono celular

Si deseas hablar acerca del estudio porque crees que se te ha tratado injustamente o mal o
porque se te ha hecho algin dafio por participar en el estudio por favor comunicarte con la
Dra. Frine Samalvides Cuba, presidenta del Comité Institucional de Etica en Investigacion
de la Universidad Peruana Cayetano Heredia al teléfono 01-3190000 anexo 201355 o al
correo electronico: duict.cieh@oficinas-upch.pe

Tienes alguna pregunta: () Si () No
Quieres participar en este estudio: ()Si () No
Yo doy mi consentimiento para que se extraiga una muestra de mi sangre y ademas sea
almacenada para realizar algn andlisis posterior: ()Si
() No

Mi nombre es (nombre del participante)

Fecha:

Huella del pulgar del
participante
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Nombre y Apellido del Entrevistador Firma

Fecha:

Nombre y firma del investigador principal:

Fecha y Hora:

CODIGO DE INVESTIGACION:




