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RESUMEN

Antecedentes: La infeccion por Echinococcus granulosus genera en el huésped
intermedio una respuesta inmune inicial con predominio Th1 y una fase crénica con
polarizaciéon Th2 y perfil regulador. En otras helmintiasis se ha descrito que esta
modulacion puede disminuir la produccion de IFN-y y alterar la respuesta frente a
Mycobacterium tuberculosis, afectando pruebas diagnosticas y potencialmente la
respuesta vacunal. Se desconoce si estos mecanismos ocurren en la hidatidosis. El
presente estudio evaluara ex vivo la respuesta Th1/Th2, citoquinas reguladoras y la
proliferacion celular en pacientes con y sin hidatidosis, planteando que E.
granulosus atenta la respuesta Thl frente a antigenos micobacterianos. Objetivo:
Comparar la respuesta inmune celular en dos grupos: pacientes sin infeccion por E.
granulosus y pacientes con infeccion por E. granulosus a través de estimulacion de
cé¢lulas mononucleares de sangre periférica con BCG y PHA. Se medirdn las
citoquinas de los perfiles Th1 (IFN-y), Th2 (IL-4, IL-5) y reguladoras (IL-10, TGF-
B1) y la capacidad de proliferacion linfocitaria mediante un ensayo con CFSE. Los
hallazgos se relacionaran con el tamafio del quiste hidatidico. Materiales y
métodos: Estudio experimental de laboratorio. Se determinara la concentracion de
citoquinas de los perfiles Th1/Th2, citoquinas regulatorias y la capacidad de
proliferacion linfocitaria en muestras de células mononucleares de sangre periférica
en ambos grupos tras ser estimulados con BCG y PHA. Las muestras se obtendran
mediante reclutamiento de pacientes en los servicios de Cirugia General y Cirugia
de Toérax y Cardiovascular del Hospital Nacional Cayetano Heredia. El analisis de
la citometria de flujo se hard mediante “LEGENDplex™ Data Analysis Software
Suite” y “FlowJo™ V10.8”. El andlisis estadistico se hara en STATA version 17.

Palabras clave: Hidatidosis, Célula Mononuclear de Sangre Periférica, Citoquinas



ABSTRACT

Background: Infection with Echinococcus granulosus elicits an initial Thl-
dominant immune response in the intermediate host, followed by a chronic phase
characterized by Th2 polarization and a regulatory immune profile. In other
helminth infections, this immunomodulation has been described as decreasing IFN-
v production and altering the immune response to Mycobacterium tuberculosis,
thereby affecting diagnostic test performance and potentially vaccine responses.
Whether these mechanisms occur in hydatid disease remains unknown. This study
will evaluate ex vivo the Th1/Th2 response, regulatory cytokines, and cell
proliferation in patients with and without hydatid disease, based on the hypothesis
that E. granulosus attenuates the Thl response to mycobacterial antigens.
Objective: To compare the cellular immune response between two groups: patients
without E. granulosus infection and patients with E. granulosus infection, through
stimulation of peripheral blood mononuclear cells with BCG and PHA. Th1 (IFN-
v), Th2 (IL-4, IL-5), and regulatory (IL-10, TGF-B1) cytokines, as well as
lymphocyte proliferative capacity, will be measured using a CFSE assay. The
findings will be correlated with hydatid cyst size. Materials and methods: This is
an experimental laboratory study. The concentrations of Th1/Th2 cytokines,
regulatory cytokines, and lymphocyte proliferative capacity will be determined in
peripheral blood mononuclear cell samples from both groups after stimulation with
BCG and PHA. Samples will be obtained by recruiting patients from the General
Surgery and the Thoracic and Cardiovascular Surgery departments of the Hospital
Nacional Cayetano Heredia. Flow cytometry analysis will be performed using
LEGENDplex™ Data Analysis Software Suite and FlowJo™ v10.8. Statistical
analysis will be conducted using STATA version 17.

Keywords: Hydatidosis, Peripheral Blood Mononuclear Cell, Cytokines



I. INTRODUCCION

La hidatidosis es una zoonosis producida por el estadio larval del helminto E.
granulosus sensu lato (1). E. granulosus sensu lato se ha clasificado en 10
genotipos desde G1 a G10 que varian en su distribucidon geografica, caracteristicas
morfologicas y huéspedes (2). En el Peru, el genotipo predominante de E.
granulosus es el E. granulosus sensu estricto (G1) que afecta una gran proporcion

de animales ganaderos entre ovejas, ganado vacuno, cerdos y camélidos. (3,4).

En el intestino delgado del huésped definitivo, la forma adulta de E. granulosus
produce proglotides gravidas que liberan huevos, los cuales se eliminan en las
heces. Tras su ingesta por un huésped intermediario susceptible, los huevos
eclosionan en el intestino delgado y liberan oncosferas que atraviesan la mucosa
intestinal y se diseminan por via hematogena hacia diversos organos,
principalmente el higado y los pulmones. En estos 6rganos, las oncosferas forman
quistes hidatidicos que aumentan de tamafo y producen protoescolices y quistes

hijos en su interior (1).

Desde el punto de vista inmunoldgico, los helmintos se basan de distintos
mecanismos para inducir una respuesta inmune celular predominantemente
protectora en el huésped infectado (5,6). Esta consiste en el reclutamiento de
linfocitos Th2 CD4+, colaboracion de eosinofilos, basofilos, células linfoides
innatas, diferenciacion de linfocitos T virgenes y modulacion de la accion de células

dendriticas y macrofagos para producir 1L-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13 durante la



infeccion (7). Asimismo, en las parasitosis cronicas, se evidencia menor produccion
de citoquinas tipo Th1 como IFN-y e IL-2 (8,9) y mayor produccion de citoquinas
reguladoras como TGF-B (10) lo que favorece a esta respuesta protectora. En
conjunto, las helmintiasis generan un entorno inmunolégico polarizado hacia una
respuesta Th2 junto a un componente regulador de la respuesta inflamatoria del

huésped.

Se ha descrito la respuesta inmunologica del huésped intermediario humano contra
E. granulosus en dos fases: una etapa temprana, previa al desarrollo del quiste
hidatidico, y una etapa posterior a su formacion. En la fase inicial predomina un
patrén Thl proinflamatorio, caracterizado por la secrecion de IFN-y, TNF-a e IL-
2. Posteriormente, se superpone una respuesta Th2 reguladora, asociado a la
produccion de I1L-4 e IL-5, la cual podria favorecer la cronicidad y el mantenimiento
de la infecciéon. En la segunda fase hay una transicion hacia una respuesta
predominantemente Th2 caracterizada por la mayor produccion de citoquinas 1L-4,
IL-5, IL-6 e IL-13 y una respuesta T-reguladora mediante la produccion de IL-10

2,11).

Estudios previos en humanos han descrito manifestaciones clinicas desfavorables
en pacientes con coinfeccion por helmintos y M. tuberculosis (Mtb). Se reporta una
disminucion de linfocitos T CD4+, asociada a una reduccion en la produccion de
IFN-y y a un aumento de IL-10. En consecuencia, se infiere que este patrén
inmunomodulador podria facilitar la progresion hacia formas mas avanzadas de la

infeccion por Mtb. (12). Por otro lado, disminuy6 la sensibilidad del PPD en



pacientes con helmintiasis pese a recibir tratamiento antihelmintico previo.
Proponen que el mecanismo en los no tratados se debe a mayor produccion de TGF-
B (13). Las infecciones helminticas también se han asociado con resultados
indeterminados en los ensayos de liberacion de IFN-y (IGRAs) en determinadas
poblaciones (14,15). No obstante, otros estudios no han evidenciado una influencia
significativa sobre la reactividad de la prueba cutanea de tuberculina (16).
Asimismo, Salgame et. al hallaron que en recién nacidos de madres con helmintiasis
hubo menor produccién de IFN-y en respuesta a la vacuna BCG, lo cual podria
conducir a menor proteccion inmune (17). En estos estudios se evidencia que las
helmintiasis puedene promover enfermedad avanzada, alterar las pruebas
diagnésticas y comprometer la inmunogenicidad de vacunas; sin embargo, no se

centran en los mecanismos de E. granulosus.

A partir de la informacion recolectada, el estudio se enfocard en E granulosus. El
objetivo es comparar la respuesta inmune celular en pacientes con y sin hidatidosis
empleando un modelo ex vivo de coinfeccion en células mononucleares de sangre
periférica (PBMCs) con vacuna BCG y PHA. Se busca evaluar la respuesta
Th1/Th2, citoquinas regulatorias y proliferacion celular mediante citometria de
flujo y ensayo con CFSE. Asi, se busca elucidar los efectos en la respuesta inmune

ante la coinfeccion con Mycobacterium en pacientes con hidatidosis.

La hidatidosis es una enfermedad tropical desatendida y endémica en Pert. Se ha
descrito mucho respecto al potencial inmunomodulador de los helmintos; sin

embargo, persiste una brecha de informacidon en los mecanismos mediante los



cuales E. granulosus modifica la respuesta inmune del huésped intermedio.
Considerando que las helmintiasis polarizan la respuesta inmune hacia una
respuesta celular Th2, se plantea la hipotesis de que E. granulosus es capaz de
atenuar la respuesta Th1 dependiente de IFN-y frente a antigenos micobacterianos.
De ser este el caso, se conocera mas sobre interaccion helminto—micobacteria y los
datos obtenidos complementaran la interpretacion de pruebas diagnosticas, asi

como la eficacia de estrategias vacunales en poblaciones endémicas.

II. HIPOTESIS O PREGUNTAS DE INVESTIGACION

e HO: E. granulosus no disminuye la respuesta celular en células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs) tras su estimulacion in vitro
con BCG vy fitohemaglutinina (PHA); y no disminuye la capacidad de
proliferacion linfocitaria tras estimulo con BGC y PHA.

e HI: E. granulosus disminuye la respuesta celular en PBMCs tras su
estimulacion in vitro con BCG y PHA; y disminuye la capacidad de

proliferacion linfocitaria tras estimulo con BCG y PHA.



III. OBJETIVOS

En este estudio se comparara la respuesta inmune celular en pacientes sin infeccion
con E. granulosus (sanos) y con infeccion por E. granulosus a través de modelos
ex vivo de coinfeccion estimulados con BCG y PHA. Se mediran las citoquinas de
los perfiles Th1 (IFN-y) y Th2 (IL-4, IL-5), citoquinas regulatorias (TFG-B, IL-10)

y la capacidad de proliferacion linfocitaria mediante un ensayo con CFSE.

Principal
- Comparar la respuesta inmune celular mediante un modelo ex vivo en
PBMC:s estimulados con BCG y PHA en pacientes sanos e infectados con

E. granulosus.

Secundarios

- Comparar la concentracion de citoquinas de los perfiles Thl y Th2 tras la
estimulacion con BCG y PHA en los PBMCs de pacientes sanos e infectados
con E. granulosus

- Comparar la concentracion de citoquinas regulatorias tras la estimulacion
con BCG y PHA en los PBMCs de pacientes sanos e infectados con E.
granulosus

- Comparar la capacidad de proliferacion linfocitaria de pacientes sanos e
infectados con E. granulosus tras estimulaciéon con BCG y PHA mediante
un ensayo de proliferacion celular con CFSE

- Correlacionar el tamafio del quiste hidatidico con la concentracion de

citoquinas regulatorias, Th1, Th2 y la capacidad de proliferacion linfocitaria



IV. METODOLOGIA

Diserio.: Experimental de laboratorio.

Poblacion: Pacientes con infeccion por E. granulosus confirmada mediante

ecografia o tomografia. Ver anexos para criterios de inclusion y exclusion.

Muestra

En este estudio no se considerara el calculo del tamafio muestral, dado que se trata
de un estudio piloto y se considerara a aquellos individuos que cumplan con los

criterios de inclusion y exclusion.

Se elegirdn de manera aleatoria 40 muestras de PBMCs de la poblacion total
enrolada y seran divididos en dos grupos para desarrollar nuestros objetivos de
investigacion.

- Pacientes con hidatidosis: 20

- Pacientes sanos: 20

Variables

Ver anexos para cuadro de operacionalizacion de variables.

Descripcion de procedimientos y métodos:




Se realizara reclutamiento de pacientes con diagndstico de hidatidosis en los
servicios de Cirugia General y Cirugia de Térax y Cardiovascular del Hospital
Nacional Cayetano Heredia. Tras obtener consentimiento informado de los
pacientes, se extraerd sangre venosa periférica en tubos con EDTA y se realizara la
extraccion de PBMCs mediante el método de gradiente de densidad por Ficoll de

ambos grupos (sanos y con hidatidosis).

En el laboratorio de inmunologia del IMT-AvH las muestras seran subdivididas en
8 grupos para realizar los ensayos de estimulacion. Los grupos seran los siguientes:
- PBMC:s de pacientes con hidatidosis
- Medicioén de citoquinas tras estimulacion con BCG
- Medicioén de citoquinas tras estimulacion con PHA
- Ensayo de proliferacion linfocitaria con CFSE tras estimulacion con
BCG
- Ensayo de proliferacion linfocitaria con CFSE tras estimulacion con
PHA
- PBMC:s de pacientes sanos
- Medicion de citoquinas tras estimulacion con BCG
- Medicion de citoquinas tras estimulacion con PHA
- Ensayo de proliferacion linfocitaria con CFSE tras estimulacion con
BCG
- Ensayo de proliferacion linfocitaria con CFSE tras estimulacion con

PHA



La estimulacion de PBMCs se hara utilizando BCG y PHA a concentraciones
ajustadas a la poblacion celular determinados previamente por ensayo de ELISA
para medicion de IFN-y. Se incubardn en un medio estéril con CO2 para cultivo
celular con antibidticos. Posteriormente se realizara la medicion de citoquinas y el

ensayo de proliferacion celular.

Las citoquinas serdn medidas mediante citometria de flujo utilizando el kit
LEGENDplex™ HU Th1/Th2 Panel (8-plex) w/ FP V02 y LEGENDplex™ Human
Free Active/Total TGF-B1 Assay with V-bottom Plate de Biolegend®. La medicion
de citoquinas nos permitird cuantificar la respuesta celular y orientard la

identificacion de linfocitos T CD3+/CD4+ predominante.

La capacidad de proliferacion linfocitaria se realizara a través del ensayo con CFSE
utilizando el kit “CFSE Cell Division Tracker” de Biolegend®. Con ello podremos
evaluar el efecto de E. granulosus sobre la capacidad proliferativa de la respuesta

inmune celular.

Toda la informacion obtenida de la cuantificacion de citoquinas y del ensayo de
proliferacion celular con CFSE sera analizada mediante el programa

LEGENDplex™ Data Analysis Software Suite y FlowJo™ V10.8.



Aspectos éticos

Previo a su ejecucion, el protocolo debe ser aprobado por el Comité Institucional
de FEtica de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, asi como Comité

Institucional de Etica en Investigacion Hospital Nacional Cayetano Heredia.

Los participantes seran reclutados mediante consentimiento informado durante su
atencion habitual. En este se detallaran los objetivos del estudio, procedimientos,
posibles riesgos y beneficios, asi como su derecho a rechazar o retirarse del estudio
en cualquier momento sin que ello afecte su atencion médica. La inclusion al

estudio se realizara inicamente tras la firma del consentimiento informado.

Los datos de los pacientes en cuanto al de diagndstico de hidatidosis, sexo, edad y
lugar de procedencia seran manejados mediante codigos para mantener la
confidencialidad. Se regira por los principios y lineamientos de la Declaracion de

Helsinki al involucrar muestras humanas.

Analisis y procesamiento de datos:

Los datos se analizaran en el software STATA version 17. Las variables cualitativas
se describiran mediante porcentajes y frecuencias; mientras que, las variables
numéricas con medidas de tendencia central y de dispersion de acuerdo al tipo de
distribucion que presenten. En caso de que presenten una distribucion normal, se
emplearan medias y desviaciones estdndar. En caso contrario, se emplearan

medianas y rango intercuartil.



Se presentaran las medias de las variables cuantitativas: capacidad de proliferacion
celular, tamafo de quiste hidatidico y concentracion de citoquinas mediante Box-

Plot.

Se realizard el analisis bivariado de la capacidad de proliferacion linfocitaria, tamafio
de quiste hidatidico, concentracion de citoquinas entre las muestras de los PBMCs
de los pacientes con hidatidosis y sanos estimulados con BCG y con PHA. Para ello,
se empleara la prueba T-Student independiente en caso se cumplan los criterios de
normalidad y la prueba U de Mann-Whitney en caso no se cumplan dichos criterios.

Se tomara como nivel de significancia un p < 0.05.

Adicionalmente, se realizaré el andlisis bivariado de la capacidad de proliferacion
linfocitaria, tamafio de quiste hidatidico, concentracion de citoquinas entre las
muestras de los PBMCs de los pacientes con hidatidosis y sanos antes y después de
la estimulaciéon con BCG y PHA. Para ello, se empleara la prueba T-Student
dependiente en caso se cumplan los criterios de normalidad y la prueba de Wilcoxon
en caso no se cumplan dichos criterios. Se tomara como nivel de significancia un p

<0.05.
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V. RESULTADOS Y/O PRODUCTOS ESPERADOS

Si HO es rechazada, esto podria favorecer la hipotesis que E. granulosus cuenta con
la capacidad de modular la respuesta inmune hacia una repuesta Th2 regulatoria
que disminuye la respuesta inflamatoria Thl. Se conoce que la respuesta Thl se
encarga de la eliminacion de patogenos intracelulares, reacciones de
hipersensibilidad, cambio de clase de inmunoglobulinas, propagacion de la
respuesta inmune celular y humoral, y la activacién de macréfagos y de linfocitos
T citotoxicos. Como tal, pacientes con infeccion por E. granulosus podrian estar
predispuestos a infecciones por gérmenes intracelulares, menor respuesta inmune
adaptativa, alteracion de pruebas diagnosticas basadas en reacciones de
hipersensibilidad y respuesta humoral, asi como menor inmunogenicidad esperada

por vacunacion.

Si HO no es rechazada, esto podria implicar que E. granulosus se basa de otras
estrategias del parasito y su interaccion con el huésped intermedio para modular la
respuesta inmune. En este caso, podria considerarse la accion de productos
excretores/secretores del helminto como inhibidores de la activacion de células
dendriticas y de receptores tipo Toll, asi como su capacidad para inducir linfocitos

T reguladores CD4+CD25+Foxp3+ independientemente de la produccion de IL-10

(18).

11



VI. CONCLUSIONES

El estudio permitira explorar el impacto inmunomodulador de E. granulosus sobre
la respuesta inmune celular frente a estimulos micobacterianos en una poblacién
endémica. Tras evaluar la respuesta Thl, Th2 y regulatorios a través de sus
citoquinas y la capacidad proliferativa linfocitaria en un modelo ex vivo, se
generara evidencia sobre la posible atenuacion de la respuesta Thl dependiente de
IFN-y en pacientes con hidatidosis. La identificacion del efecto inmunorregulador
podra ser base para la adecuada interpretacion de pruebas inmunodiagndsticas y
permitird fortalecer estrategias vacunales en contextos endémicos. En si, los
hallazgos permitiran una mejor comprension sobre los mecanismos inmunolédgicos

que tiene E. granulosus sobre el huésped intermedio humano.

12
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ANEXOS

1.1: Consentimiento informado

Estudio: Modelo ex vivo de respuesta inmune celular Th1 y Th2 en pacientes con
Hidatidosis por E. granulosus

Se le invita a participar en un estudio de investigacion que evalta la respuesta del
sistema inmunologico en personas con diagnostico de hidatidosis por E. granulosus

Su participacion es completamente voluntaria. Se le invita a leer el siguiente
documento y realizar todas las preguntas que considere necesarias.

Objetivo del estudio

Analizar como responde el sistema inmune de personas con hidatidosis frente a
estimulos especificos en el laboratorio, comparandolo con personas sin la
enfermedad.

Participantes
Se considera a personas que sean mayores de 18 afios de edad, residan en zona
endémica y que ademés cuenten con una de las siguientes caracteristicas

1. Diagnéstico confirmado de hidatidosis mediante ecografia o tomografia

2. Sin hidatidosis que cumpla criterios para formar parte del grupo control

.En qué consiste mi participacion?
Si acepta participar:
e Se le extraerd una muestra de sangre venosa periférica (aproximadamente
12 mL).
e Lamuestra sera procesada para aislar células del sistema inmune (PBMCs).
e Estas células seran estimuladas en el laboratorio con sustancias llamadas
BCG y PHA para evaluar:
o Produccién de citoquinas
o Capacidad de proliferacion linfocitaria

No se le administrard ninguna de las sustancias mencionadas en su cuerpo. Todos
los procedimientos se realizan Unicamente en laboratorio sobre su muestra de
sangre.

La toma de muestra duraré aproximadamente 2-3 minutos.

Riesgos potenciales
Al aceptar realizar la extraccion de sangre, puede presentar los siguientes:
e Comun:
o Leve dolor en el sitio de puncion
o Moreton
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e Raro: Mareo transitorio
e Muy raro: Infeccion local

No existen riesgos adicionales, ya que los experimentos se realizan fuera de su
cuerpo

Beneficios
Usted no recibird un beneficio directo por participar.

Sin embargo, los resultados podrian contribuir a mejorar el conocimiento cientifico
sobre la respuesta inmunoldgica en la hidatidosis y su interaccién con otras
infecciones.

Confidencialidad

Se solicitard la siguiente informacion: edad, sexo, presencia o ausencia de
hidatidosis. Toda esta informacion sera codificada mediante un nimero. No se
registrara su nombre en las bases de datos de andlisis. Solo los investigadores
tendran acceso a la informacion identificable.

Los resultados podran publicarse en revistas cientificas, pero sin revelar su
identidad.

Almacenamiento y uso futuro de muestras
En caso estar de acuerdo, marcar una de las siguientes casillas:

[0 Sus muestras seran utilizadas Unicamente para este estudio y luego seran
eliminadas.

L1 Sus muestras podran almacenarse de manera codificada para estudios futuros
relacionados con enfermedades infecciosas e inmunologia.

Si acepta almacenamiento:
e Las muestras estaran codificadas.
e Usted podra retirar su consentimiento antes de que las muestras sean
completamente anonimizadas.

Informacion adicional
1. Su participacion es voluntaria.

2. Puede retirarse en cualquier momento sin afectar su atencion médica actual
o futura en el Hospital Nacional Cayetano Heredia.

3. No tendra ningln costo por participar

4. No se otorgara pago por su participacion

5. Laatencion médica habitual no se vera afectada

Contacto
Investigador principal: Santiago Diaz Gonzalez
Teléfono:

Correo electronico: | NG
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Comité de Etica en Investigacion:

Universidad Peruana Cayetano Heredia

Contacto: duari.orvei@oficinas-upch.pe

Declaracion de consentimiento

He leido (o me han leido) la informacion anterior.
He tenido la oportunidad de hacer preguntas y estas han sido respondidas

satisfactoriamente.

Entiendo que mi participacion es voluntaria y que puedo retirarme en cualquier
momento sin consecuencias en mi atencion médica.

[1 Acepto participar en este estudio.
[ No acepto participar.

Nombre del participante:

Firma:

Fecha:

Nombre del investigador

Firma:

que

Fecha:

2.1: Presupuesto

obtiene el

Presupuesto (Financiamiento propio)

consentimiento:

Equipos y Bienes Duraderos Cantidad Costo Unitario (S/.) Total (§/.)
Laptops 1 3000.0 3,000.00
Citometro de flujo 1 111900.0 111,900.00
STATA 16 (por afio] 1 665.9 665.88
Flow]o™ V10.8 (por afio] 1 1058.4 1,058.43
TOTAL| 116,624.31
Materiales e Insumos Cantidad Costo Unitario (5/.) Total (§/.)
LEGENDplexTM HU Th1/Th2 Panel (8-plex) w/FP V02 + 1 8,490.00 8,490.00
LEGENDplexTM Human Free Active,/Total TGF-$1 Assay 1 3397.0 3,397.00
CFSE Cell Division Tracker Kit 1 730.0 730.00
Vacunas BCG Contra Tuberculosis 5 80.0 400.00
PHA-L (5mg] 1 1650.0 1,650.00
Mascarillas KN® 95 (caja de 20 unidades) 3 18.00 54.00
Alcohol Gel 70% 1L 1 25.0 25.00
Guantes de nitrilo (caja de 100 unidades) 2 55.0 110.00
Materiales de laboratorio 1 500.0 500.00
TOTAL 15,356.00
Servicios y Consultorias Cantidad Costo Unitario (S/.) Total (§/.)
No aplica
TOTAL 0.00
Asistentes de Investigacion (no aplican fondos Cantidad Costo Unitario (5/.) Total (§/.)
No aplica
TOTAL FINANCIAMIENTO EXTERNO| 131,980.31
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2.2: Cronograma de Actividades

Meses

Actividades

1 2 3 4

5/ 6/ 7| 8 9]10/11/12|13|14|15|16|17 18

Plan y deseno

Desarrollar propuesta de investigacion

Establecer presupuestoy manejo financiero

Aprobacion del comité de ética

Recoleccion y procesamiento de datos

Procesar las muestras \ \

Andlisis de datos

Analisis cuantitativo

Andlisis cualitativo

Redaccion del informe final

Publicacion

Buscar revistay ajustar a formato de revista

Enviar manuscrito

Aceptacion de manuscrito

3.1: Criterios de inclusion v exclusion

Criterios de inclusion:

Criterios de exclusion:

Evidencia de hallazgos ecograficos o
tomograficos para hidatidosis por E.
granulosus

Adultos entre 18 y 100 afios
Residencia > 2 afios en las
comunidades previamente
identificadas como altamente
endémicas

Aquellos capaces y dispuestos a
proporcionar muestras de sangre para
pruebas

Sujetos que posean > 1 especies de
ganado (bovino, ovino, porcino,
caprino, equino, etc.)

Sujetos tratados para helmintiasis en
los ultimos 12 meses

Sujetos que viven en areas urbanas de
estos distritos

Sujetos que planean mudarse o con
ocupaciones que pueden requerir que
abandonen el 4rea por mas de 3
meses

3.2: Cuadro de operacionalizacion de variables

Variable Tipode Escalade Definicion

° o7

Dimensione Fuente de

variable medicion operacional  s/categorias recoleccion de

danos
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Edad

Sexo

Estado de
infeccion por
E.
granulosus

Tamaiio de
Quiste
Hidatidico

Cuantitati
VO

Cualitativ
a

Cualitativ
0

Cuantitati
VO

De razon

Nominal

Politdbmica

Nominal

De razon

Tiempo
transcurrido
desde el
nacimiento en
afos segun el
DNI

Sexo seglin
DNI

Presencia de
infeccion por
E. granulosus

Tamafio en
milimetros
segiin
medicion por
ecografia de
abdomen o
tomografia

computarizada

de torax

19

Femenino

Masculino

Pacientes
con
Hidatidosis:
Evidencia de
hallazgos
ecograficos
0
tomograficos
compatibles
para
hidatidosis
por E.
granulosus

Sanos:
Ausencia de
evidencia de
hallazgos
ecograficos
compatibles
para
hidatidosis
por E.
granulosus

Milimetros

Base de datos

Base de datos

Ecografia de
abdomen y
Tomografia
computarizada
de Torax

Ecografia de
abdomen y
Tomografia
computarizada
de torax



Concentracid Cuantitati De razon
n de VO

citoquinas

(IL-5, IL-13,

IL-2, IL-6,

IL-10, IFN-y,

TNF-a, IL-4)

Capacidad de Cuantitati De razon
proliferacion va

linfocitaria

Indice de -
fluorescencia
media (MFI)
expresado

como
concentracion

de citoquinas
producidas

por PBMCs

(pg/mL)

Divisiones -
celulares
detectadas
mediante
emision de
fluorescencia
captada por
citometria de
flujo

Citometro

Citometro
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