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Programas de control para Chagas congénito.
Deseos y Realidad

Sergio Sosa-Estani.

Iniciativa Medicamentos para Enfermedades Olvidadas - Drugs for Neglected Disease Initiative
(DNDi).

Correspondencia:
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Palabras clave
Chagas congénito, enfermedad de Chagas, control.

La enfermedad de Chagas, causada por el Trypanosoma cruzi, es endémica en 21 paises de las
Américas y presente en paises no endémicos de América y de otros continentes. Se estima que en la
actualidad existen alrededor de 6 millones de personas infectadas!. Los avances en el control de la
transmision vectorial y el control de sangre a transfundir hicieron que la via congénita sea conside-
rada la primera causa de generacioén de nuevos casos de enfermedad de Chagas en muchas éreas.

Los recién nacidos infectados pueden desarrollar una infeccién sintomatica, sin embargo, la ma-
yoria de los nifios presenta infeccion congénita asintomaética, lo que hace altamente improbable
que sean diagnosticados por la presencia de sintomas clinicos?. El control de la transmision dis-
pone actualmente de herramientas eficientes para el diagndstico y el tratamiento, las cuales de-
ben ser oportunamente implementadas por los sistemas de salud?. Sin embargo, existe un signifi-
cativo sub-diagnostico de nifios infectados congénitamente. Asimismo, estas herramientas tienen
algunas limitaciones técnicas que buscan ser superadas a través de la investigacion y desarrollo
para optimizar la oportunidad. Se investigan técnicas para lograr un diagnostico precoz, como el
uso de técnicas moleculares tales como la Reaccidon de Cadena de la Polimerasa (PCR)3 o LAMP#5
o técnicas serologicas que usan antigenos especificos tales como el Antigeno SAPA atin en fase de
investigacion®®.

Se han desarrollado presentaciones de tripanocidas para el tratamiento de neonatos (benznidazol
12,5mg, especialmente indicado para bebés con menos de 2500g) y la poblaciéon infantil (50mg
para nifios) resolviendo parcialmente la falta de formulaciones pediatricas®. El tratamiento de
mujeres en edad fértil antes del embarazo ha demostrado tener impacto en la prevencion de la
transmision en futuros hijos dando una oportunidad de intervencién terapéutica en salud publica
capaz de modificar el escenario epidemiologico©-*.

El conocimiento del equipo de salud y la percepcion de la poblacion afectada son barreras criticas
para ser superadas a través de la investigacion de implementacion, y su posterior transferen-
cia>3, Es recomendable que un programa de diagnoéstico de Chagas congénito esté dirigido a
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todos los hijos de madres con serologia reactiva, y un abordaje familiar antes de la deteccion de
una persona infectada, amplia esta capacidad de mejorar el acceso para el cuidado.

La OPS-OMS ha destacado el mandato de priorizar la salud de la madre y el nifio, al disefiar y
promover un programa que integra el control de las infecciones transmitidas congénitamente,
incluyendo enfermedad de Chagas'. El control de la transmisién congénita es esencial para la
eliminacién de la enfermedad de Chagas como problema de salud publica.
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Synthetic a-Gal-terminating neoglycoprotein and MASP-de-
rived peptide-based vaccines protect against heart inflam-
mation and parasite burden in a nonhuman primate model of
Chagas disease
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Introduction

Chagas disease (ChD), caused by Trypanosoma cruzi, affects 6-8 million people* and no preventive
or therapeutic vaccine is available. T. cruzi has a surface coated with highly immunogenic mucins
and mucin-associated surface proteins (MASPs)3. Mucins contain the immunodominant glycotope
Gala(1,3)GalfB(1,4)GlecNAca (GalasLN), which induces high levels of lytic anti-a-Gal antibodies
that control parasitemia in both acute and chronic phase#®. Recently, we demonstrated that a ne-
oglycoprotein containing Gala3LN elicited 100% survival after parasite challenge in a-1,3-galacto-
syltransferase-knockout mice’, which mimic the human response against a-Gal epitopes, absent
in humans and Old-World nonhuman primates® (unpublished data). We also showed that some
members of the MASP family contain overlapping B- and T-cell epitopes in a 20-mer peptide
named MASPpep, which induces strong protection against T. cruzi in mice®.
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Objective

Here, we evaluated the efficacy of Gala3LN and MASPpep antigens as potential vaccines in non-
human primates.

Methodology

Papio hamadryas (baboons, 4 groups, n=4 each) were immunized with a GalagLN-containing
neoglycoprotein (KM24h), MASPpep-KLH, KM24h+MASPpep-KLH, or placebo, in the presence
of L-MPLA (adjuvant). Animals were immunized 4x and challenged twice with metacyclic trypo-
mastigotes. At week 64, animals were euthanized and tissues were harvested for analysis of spe-
cific antibody titers, parasite burden, cytokines/chemokines, histopathology, and metabolomics.

Results

We observed strong antigen-specific antibody (IgG and IgA) response with either vaccine alone or
combined. No IgE antibodies were detected. qPCR analysis demonstrated considerable reduction
(up to 93%) in parasite burden in the heart of vaccinated animals. Heart histopathology showed
that vaccination with KM24h or MASPpep-KLH significantly protected against inflammation. Mul-
tiplex serum cytokine profiling revealed that both vaccines induced a protective cytokine profile,
given by high levels of Th1 and Th17 cytokines, which play key roles in protection against infection.
Untargeted metabolomics identified overall cardiac correlates of vaccine protection, including
changes in cardiac acylcarnitine patterns, and regiospecific alterations between cardiac ventricles.

Conclusion

Taken together, our results clearly showed that both vaccines elicited significant protection against
inflammation and parasite burden in the cardiac tissue. These are the first rationally designed and
synthetic preventive vaccines against T. cruzi tested in a nonhuman primate model of ChD.
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Corresponding author
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*This research was completed through PUCE Research Grants assigned in 2013, 2014, 2015 and
2016.

Keywords
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Different from disease-centered perspectives, systemic approaches to disease prevention identi-
fy and anticipate synergies, reactions and interactions between actors and contexts involved in
disease occurrence'. As illustrated by Chagas disease (CD) and other conditions included in the
NTD category, factors such as poverty, marginalization and exclusion play a fundamental role in
diseases’ transmission, diagnosis and attention; therefore, they should be effectively addressed
when designing interventions aimed at sustainably protect populations at risk.

Responding to the specific transmission dynamics of Loja province®+, the Infectious and Tropical
Disease Institute (Ohio University, USA) and the Center for Research on Health in Latin America
(CISeAL, PUCE, Ecuador) designed Healthy Homes for Healthy Living (HHHL), a health pro-
motion strategy aimed at developing a sustainable model for CD prevention framed under sys-
temic perspectives. Specifically, HHHL has conducted implementation research to design, build,
and promote living environments conceived to deter triatomines’ presence in three communities
of Loja provinces. HHHL’s model includes (i) association with local families to carry out infra-
structural interventions in their homes; (ii) long-term health promotion at the micro-level of the
household; and (iii) exploration of income generation opportunities through associations at the
community level. Actions in these areas are articulated through health communication actions
aimed at informing decision-making at individual, interpersonal and institutional levels.

Under this model, HHHL fully rebuilt four homes and improved two more between 2013 and

2017, with an equal number of partnerships established with local families. Anti-triatomine
measures installed in all cases include screens in doors and windows, false ceilings, and walls
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plastering, as well as construction of fences, storage units, and animal shelters in the peridomestic
areas. Simultaneously, HHHL has facilitated construction of drinking water systems, formaliza-
tion of income generation initiatives, and collaborative efforts aimed at strengthening negotiating
skills among local leaders.

In order to assess sustainability of the HHHL model, we conducted an ethnographic grounded
theory study with the six partner families, as well as members of the communities at large. As
a result, we theorized that sustainability of CD prevention under the model proposed by HHHL
largely depends on the systemic capacity of home improvement to activate and sustain agency in
partner families. That agency is expressed in four areas of impact (physical, emotional, economic
and social), and evolves as an integrated set of capacities toward health promotion and disease
prevention. Different from traditional strategies limiting control measures to individuals’ ca-
pacity to react to risk factors, HHHL’s model has been able to activate familial and community
relations to inform and execute the implementation processes. By doing so, it has been able to
extend active sense-making in local families’ in the construction of healthier living environments
that respond to their own context and resources.
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Avances y oportunidades para el acceso al diagnéstico
y tratamiento de la enfermedad de Chagas

Marcelo Abril.
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La enfermedad de Chagas es una parasitosis que tiene tratamiento. Existen dos medicamentos
con eficacia conocida: nifurtimox y benznidazol. El benznidazol ha sido sometido a mayor nti-
mero de estudios y cuenta con vasta experiencia de administraciéon en diversos paises: fue apro-
bado en los afios 70 y comercializado por Roche hasta el ano 2007, cuando Roche transfirié la
produccion al Laboratorio Farmacéutico del Estado de Pernambuco (LAFEPE) en Brasil.

En 2011 se produjo la interrupcion del abastecimiento global de benznidazol por parte de LAFE-
PE. Frente a esta emergencia, Mundo Sano, junto al Ministerio de Salud de la Naci6n y labora-
torios de Argentina, conforman un consorcio publico-privado de investigacion y desarrollo, para
iniciar la produccion local. El proceso fue llevado a cabo en tiempos record: en enero de 2012 la
Administraciéon Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT) aprueba
el Dossier y otorga el registro al ABARAX® (benznidazol comprimidos ranurados de 50 mg y
100 mg), de Laboratorio ELEA. Actualmente, este medicamento cuenta con la autorizaciéon para
su distribucién en Espana, Paraguay, Bolivia, Chile, Honduras, Guatemala y México. Ademas a
través de la Organizacion Panamericana de la Salud se ha realizado envio de medicamento Vene-
zuela, Bolivia, Chile, Panam4, Colombia, Honduras, Guatemala y Surinam.

En 2013, tras aprobarse la incorporacion del beznidazol al Listado de Medicamentos Esenciales
de la Organizacion Mundial de la Salud, fue posible su distribucién en Australia, Italia, Suiza y
Canad4, paises no endémicos con poblacién migrante que no tenia posibilidad de recibir trata-
miento. Hasta muy recientemente, en Estados Unidos la enfermedad de Chagas no se visualizaba
como un problema de salud publica, aun cuando muchos profesionales del sistema de salud ha-
bian puesto en evidencia la necesidad de contar con un tratamiento para esta enfermedad. A fina-
les del 2013 Mundo Sano se propone visibilizar la enfermedad de Chagas en EEUU a través de su
participacion en foros internacionales, como la coalicion “Uniting to Combat Neglected Tropical
Diseases”. Posteriormente se iniciaron las gestiones ante la FDA para registrar el benznidazol en
este pais. En agosto de 2017, tras un arduo trabajo conjunto de Insud Pharma y Mundo Sano, se
obtiene la aprobacion del benznidazol para el tratamiento de la enfermedad de Chagas en nifios
de 2 a 12 afios. Este es un gran hito de Mundo Sano que se suma a la trayectoria que lleva adelante
para favorecer el acceso a diagnostico y tratamiento para la enfermedad de Chagas a nivel global.
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Introduccién/Objetivos

La mayoria de los pacientes con enfermedad de Chagas (ChD) permanecen en una fase cronica
clinicamente silente-asintomatica (IND), en la que concurre un fragil equilibrio entre la respuesta
inmune del huésped y la replicacion del parasito. En un 30-40% de pacientes este equilibrio se
pierde, lo que da lugar a la proliferacion del paréasito en los tejidos, conduciendo a una fase crénica
sintomética2. Se ha descrito que la persistencia del antigeno parasitario durante la fase crénica
de la ChD conlleva a las células T CD8* antigeno-especificas a un proceso de disfunciéon gradual,
caracterizado por la alteracion de la actividad efectora (expresiéon de citoquinas) y aumento de la
coexpresion del receptores inhibitorios3. Este patron de agotamiento celular se asocia con la pro-
gresion de la patologia3. Aunque existe controversia sobre la idoneidad de tratar con antiparasita-
rios a los pacientes con ChD en fase IND, la OMS recomienda el tratamiento, siendo el benznidazol
y el nifurtimox los medicamentos de elecciéon*. En este sentido, recientes estudios del laboratorio
muestran que el tratamiento antiparasitario induce un incremento de la capacidad funcional (ex-
presion de citoquinas y moléculas citotoxicas) de las células T CD8+ 5. Sin embargo, actualmente,
es dificil determinar la eficacia del tratamiento dado que la negativizacién de la PCR no es conclu-
yente® y la seroconversion, usando tests serologicos convencionales, puede tomar décadas’. Por
otra parte, la ausencia de biomarcadores (BMKs) ttiles en la prediccion de la evolucion de la ChD
y cura de los pacientes tras el tratamiento, también representa un obstaculo para el desarrollo de
nuevos farmacos®®9. Sobre esta base, se plantea el objetivo de establecer el valor predictivo de efi-
cacia terapéutica para distintos BMKs (antigenos de Trypanosoma cruzi), mediante la realizacion
de estudios prospectivos con muestras procedentes de diferentes zonas endémicas y no-endémicas
de la ChD. Asimismo, en un grupo de los pacientes a estudio, se plantea analizar el efecto del trata-
miento antiparasitario sobre el perfil funcional de las células T CD8" especificas de antigeno, y su
asociacion con un perfil de seroconversion frente a determinados BMKs.

Metodologia y material biolégico

Muestras de suero de 66 pacientes de ChD (IND) procedentes del Hospital Virgen de la Arrixaca
(Murcia, Espafia) diagnosticados por dos técnicas seroldgicas convencionales (ELISA e IFI) son
obtenidas en el momento de iniciar el tratamiento con benznidazol y a los 9/12, 24 y 48 meses
tras el tratamiento. En 20 de estos pacientes se aislan células mononucleares de sangre periférica
(PBMC), mediante gradiente de ficoll, pre-tratamiento y a los 24 meses de inicio del mismo. Tam-
bién se obtiene suero y PBMC de donantes sanos (HD). Los BMKs (KMP11, HSP70, PFR2y 3973),
asi como el extracto de antigenos solubles de T. cruzi (STcA) se obtienen tal como se describid
previamente!>t, La extracciébn de DNA de sangre periférica y ensayos de PCR fueron llevado a
cabo segtin el protocolo previamente descrito®. La deteccion intracelular de citoquinas y molécu-
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las citotoxicas, asi como la expresion en membrana de receptores inhibitorios se realiza mediante
citometria de flujo multiparamétrica siguiendo los protocolos ya descritos?s.

En el ensayo clinico Multi-Centro se analizan 638 muestras de suero de pacientes IND con ChD e
individuos sanos procedentes de siete diferentes hospitales/laboratorios situados en zonas endé-
micas y no-endémicas, estableciéndose especificos criterios de inclusion y exclusion. Los estudios
de medida de la reactividad de los sueros frente a los BMKs (antigenos del parasito) a ensayo se
llevan a cabo segtn las técnicas y protocolos indicados por el laboratorio de procedencia de cada
BMKwu1316, E] estudio se realiza en “ciego” para los laboratorios de realizacion de los ensayos
(muestras codificadas). Como criterios de respuesta terapéutica se establece: i) Seroconversion
por serologia convencional o tendencia a la seroconversion; ii) Ausencia de progresion de las
manifestaciones clinicas; iii) Evaluacion por PCR (dato del laboratorio de procedencia); iv) Res-
puesta de los biomarcadores definida por el investigador responsable de cada BMK; v) El perfil
del producto diana (TPP) establecido para un BMK (ideal y/o aceptable) para la evaluacion de la
respuesta al tratamiento®.

Los estudios se realizan sobre protocolos aprobados por los Comité de Etica de las distintas Insti-
tuciones (Hospitales y Centros de investigacion) participantes, contando con los correspondien-
tes informes de consentimiento informado.

Resultados

El estudio con los sueros procedentes del HVA y set de BMKs (KMP11, HSP70, PFR2 y 3973%)
evidencia la existencia de una significativa disminucion de la reactividad de los sueros de los pa-
cientes con ChD- en fase IND alos 9/12, 24 y 48 meses tras el tratamiento con benznidazol versus
pre-tratamiento. Esta disminucién no se observa frente a STcA, ni para los sueros procedentes
de los individuos sanos (HD). El 38% de los sueros de los pacientes tratados mostraron, a los 24
meses post-tratamiento, un comportamiento frente a los BMKs compatible con los criterios esta-
blecidos de eficacia terapéutica (ET) para el set de BMKs a ensayo. Este porcentaje se incrementa
al 63% a los 48 meses post-tratamiento. El 56% de los pacientes a estudio presentaron PCR posi-
tiva antes del tratamiento y todos se negativizan al finalizar el tratamiento. Ademas, los pacientes
que cumplieron con los criterios de ET mantienen una PCR negativa a los 9, 24 y 48 meses tras el
tratamiento. En particular, se detectan 4 pacientes con PCR positiva a distintos tiempos post-tra-
tamiento (2p/9m, 1p/24my 1p/48m) no cumpliendo ninguno de ellos los criterios de ET estable-
cidos con los BMKs. Interesantemente, se observa que los pacientes asintomaticos que cumplen
los criterios establecidos de ET muestran una significativa mejora en la calidad de la respuesta ci-
totoxica de las células T CD8* antigeno—especifica e incremento de la frecuencia de estas células.

El estudio clinico Multi-Centro ha sido completado en cuanto a los ensayos experimentales de
medida de la reactividad de las muestras de suero, de los pacientes de ChD y HD, frente a los
distintos BMKs. Dicha experimentacion ha sido realizada en tres laboratorios (IPBLN, INP e
InfYnity). En todo momento (transporte y almacenamiento) se ha conservado la calidad de la
muestra biologica (sueros), las cuales desde su origen se han mantenido en frio y en presencia de
glicerol al 50% v/v. Actualmente se esta procediendo al analisis bio-estadistico de los resultados.

X1V Taller sobre la enfermedad de Chagas
1

16



|
Ponencia

Conclusiéon

Los resultados obtenidos con los sueros de los pacientes procedentes del HVA muestran que el set
de BMKs (KMP11, HSP70, PFR2, 3973 *) y la aplicacion de los criterios de ET establecidos para
ellos, podria ser una herramienta ttil para evaluar la respuesta terapéutica en pacientes de ChD
en fase IND. Asimismo, se ha demostrado que la eficacia del tratamiento se asocia con una mejora
de la capacidad de respuesta citotoxica de las células T CD8* especificas de antigeno. Sobre esta
base, consideramos altamente relevante el anélisis de resultados del estudio clinico multi-Centro
que incluye muestras séricas de pacientes de ChD procedentes de diferentes zonas endémicas y
consecuentemente infectados con 7. cruzi de distintos DTUs. Ademas, la asociacion de los resul-
tados obtenidos para los BMKs con aquellos relativos a la evolucion clinica y parasitoldgica de
los pacientes IND a estudio sera concluyente para determinar la utilidad de los BMKs para medir
respuesta terapéutica a corto/medio plazo. Asi mismo, posibilitara su utilizacién en la evaluacion
de nuevos farmacos.
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Background

Despite large-scale reductions in Chagas disease prevalence across Central and South Ameri-
ca, Trypanosoma cruzi infection remains a considerable public health problem in the Gran Chaco region
where vector-borne transmission persists. In these communities, peridomestic animals are major blood-
meal sources for triatomines, and household presence of infected dogs increases T. cruzi trans-
mission risk for humans. To address the pressing need for field-friendly, complementary methods to
reduce triatomine infestation and interrupt T. cruzi transmission, this study evaluated the systemic
activity of three commercial, oral, single dose insecticides Fluralaner (Bravecto®), Afoxolaner (Nex-
Gard®) and Spinosad (Comfortis®) in canine feed-through assays against Triatoma infestans, the
principal domestic vector species in the Southern Cone of South America.
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Methods

Twelve healthy, outbred dogs were recruited from the Zoonosis Surveillance and Control Program
in Santa Cruz, Bolivia, and randomized to three treatment groups, each containing one control and
three treated dogs. Following oral drug administration, colony-reared second and third stage T. in-
festans instars were offered to feed on dogs for 30 min at 2, 7, 21, 34 and 51 days post-treatment.

Results

Eighty-five per cent (768/907) of T. infestans successfully blood-fed during bioassays, with signif-
icantly higher proportions of bugs becoming fully-engorged when exposed to Bravecto® treated dogs
(P <0.001) for reasons unknown. Exposure to Bravecto® or NexGard® induced 100% triatomine mor-
tality in fully- or semi-engorged bugs within 5 days of feeding for the entire follow-up period. The
lethality effect for Comfortis® was much lower (50-70%) and declined almost entirely after 51 days.
Instead Comfortis® treatment resulted in substantial morbidity; of these, 30% fully recovered whereas
53% remained morbid after 120 h, the latter subsequently unable to feed 30 days later.

Conclusions

A single oral dose of Fluralaner or Afoxolaner was safe and well tolerated, producing complete tri-
atomine mortality on treated dogs over 7.3 weeks. While both drugs were highly efficacious, more
bugs exposed to Fluralaner took complete blood-meals, and experienced rapid knock-down. Cou-
pled with its longer residual activity, Fluralaner represents an ideal insecticide for development
into a complementary, operationally feasible, community-level method of reducing triatomine
infestation and potentially controlling 7. cruzi transmission, in the Gran Chaco region.
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Congenital Chagas disease: long term follow-up of treated
children, Preliminary report.
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The aim of pharmacological treatment for patients with Chagas disease is to avoid disease progres-
sion into the chronic symptomatic phase, preventing cardiac involvement. Electrocardiographic
abnormalities are the first indicator of cardiac involvement, evidenced by 24-hour electrocardi-
ograms (Holter). A novel echocardiography method for quantitative assessment of myocardial
deformation contractility (global longitudinal strain) has been validated for detection of subclini-
cal left ventricular dysfunction, correlating highly with extent of myocardial fibrosis.

Objective

To evaluate cardiac involvement in children after pharmacological treatment for Chagas disease.

Methods

Exploratory study. Children previously treated at the Parasitology Service Buenos Aires Children”s
Hospital, Argentina for Chagas disease with long term parasitological (qPCR), serological (IHA,
EIA) and cardiological follow-up. Treatment: benznidazole or nifurtimox, standard doses, for 60
days. Blood samples were collected at diagnosis, end-of-treatment and every 6 months thereafter.

Electrocardiogram was performed at diagnosis and every year after treatment. In this cohort,
Holter and strain echocardiography tests were done at end of follow up for this study.
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Results

34 children were enrolled. At the time of Holter and strain echocardiography tests, median fol-
low-up duration was of 12.5 (range 6-19) years; median age: 18.6 (range 7-33) years. Subjects was
born in Argentina, and mainly congenitally infected. All subjects showed persistent negative para-
sitological results and a decay of T.cruzi antibody titers. Serology (IHA and EIA) became negative
in 15/34 (44.1%) of patients.

Cardiological evaluation by Holter and strain echocardiogram was normal in 27/28 (96.4%) and
in 25/25 (100%) patients, respectively. Only 1 patient treated at 12 years of age showed sinus brad-
ycardia and isolated premature ventricular beats (with normal strain echocardiography tests).

Conclusion

All patients showed parasitological and serological signs of treatment response. No patient
showed significant cardiac involvement related to Chagas disease after a median follow up of over
a decade. Only 1 patient showed signs of potential cardiac pathology, but we cannot rule out a
chance finding at this stage.

Cardiological involvement was prevented by treatment. A rapid and accurate diagnosis, followed
by prompt and complete treatment, is essential for the effective control of the disease.
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Introduccién

La enfermedad de Chagas es un problema de salud ptblica no solo en los paises endémicos si no,
también en los no endémicos debido a su globalizacién.** Durante la consulta, es importante evaluar
la fase de la enfermedad en el momento del diagnoéstico . En la mayoria de las publicaciones se men-
ciona que el 60% de la poblacion queda en la fase crénica asintomatica o indeterminado, 25-30%
en la fase cronica cardiologica y un 10-15% en la fase digestiva 34. Desde la Plataforma de atencion
integral a los pacientes con enfermedad de Chagas Cercado-Cochabamba, Bolivia, de la Fundacion
CEADES-ISGlobal, desde hace 6 afios se analiza de forma sistematica el estadio de la enfermedad en
la que se encuentra el paciente y las condiciones del mismo en el contexto de su manejo.

Objetivos

Obtener datos acerca de las diferentes fases de la enfermedad en que se encuentran los pacientes que
acuden al centro de la Plataforma de Cercado-Cochabamba.
Establecer las condiciones para el inicio del tratamiento etiol6gico y la condicion de egreso del mismo.
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Metodologia

Anélisis transversal de la cohorte de personas en riesgo de padecer enfermedad de Chagas que
acudieron al centro de la Plataforma de Cercado entre enero del 2012 y diciembre de 2017. A todos
los pacientes se les realiz6 una encuesta epidemiolégica y evolucion clinica a través de anamnesis y
exploracion fisica, y dos test de ELISA 5°. En caso de discordancia en el resultado de las dos prue-
bas, se realiz6 una tercera prueba serologica para definir el diagnostico. En aquellos en los que se
obtuvo un resultado positivo, se realizé6 ECG de 12 derivaciones, hemograma completo y un perfil
hepatico (GOT, GPT) para valorar inicio de tratamiento. Estos pacientes fueron evaluados por un
médico capacitado para el manejo de diagnostico y tratamiento de Chagas especifico segtn los cri-
terios establecidos en protocolos de manejo nacionales e internacionales 72. Si el paciente cumple
criterios para inicio de tratamiento, se realiza la prescripcion y seguimiento del paciente de forma
estrecha hasta la finalizaci6on del mismo o en su defecto la suspension por seguridad del paciente.

Resultados

Desde enero del 2012 a diciembre de 2017 se diagnosticaron un total de 5861 pacientes con Cha-
gas en fase cronica: Indeterminado 81,2 %, cardiologico 17,4%, digestivo 1% y 0,4% mixto. Un
total del 1101 (18,8%) pacientes presentaron afectacion de algin 6rgano, de los cuales el 8% (91
pacientes) precis6 manejo especializado por especialistas en cardiologia y gastroenterologia por
dafio avanzado. De los 5861 pacientes diagnosticados el 23% (1333 pacientes) no cumplian los
criterios para iniciar tratamiento de forma inmediata: 430 por edad mayor a 60 afos, 366 por
haber realizado tratamiento previo, 326 por presentar alteraciones del hemograma y/o del per-
fil hepatico, 120 por hallarse en el domicilio el vector y 91 pacientes por evidenciar enfermedad
avanzada a nivel cardiolégico y/o digestivo. Del 77% (4528 pacientes) que cumplian el criterio de
indicacion de tratamiento antiparasitario, el 81% (3673) lo inici6 de forma inmediata. De éstos,
finalizaron el tratamiento el 80%(2926), con 60 dias de Benznidazol o Nifurtimox. El 10% (369
pacientes) suspendieron el tratamiento por reaccién adversa al medicamento. El 10% restante
(332 pacientes) abandond el tratamiento por decision propia. El restante 19% (855 pacientes) no
inici6 tratamiento por razones personales relacionados con el trabajo, viaje, miedo a los efectos
adversos o a la dificultad para cumplir con las dosis establecidas.

Conclusion

Un manejo correcto del paciente con Chagas siguiendo las normas y recomendaciones actuales,
permite hacer una intervencion exitosa, en el cumplimiento y adherencia al tratamiento especi-
fico de T. cruzi (80% de pacientes finalizaron el tratamiento). La experiencia de la Plataforma de
Chagas de Cercado Cochabamba Bolivia puede ser replicada en otras regiones y paises que se en-
frentan a la enfermedad de Chagas, conociendo que el 81% se encuentran aun con Chagas crénico
indeterminado o asintomaético, donde la indicacién de tratamiento tiene mayor valor, segin las
ultimas publicaciones #9°.

*Equipo de Plataforma Chagas Cercado Cochabamba y laboratorio de CEADES:
Helmut Magne Anzoleaga, Wilma Chambi Flores, Gimena Rojas Delgadillo, Yurly Escobar Ca-
ballero, Seyla Gamboa Claure, Daniel Lozano Beltran, Roxana Challapa Quechover, Lilian Pinto
Rocha, Mery Arteaga Terrazas, Karen Toledo Galindo, Goretti Rojas Cardenas, Nilce Mendoza
Claure, Rose Marie Arze Tapia .
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Impact of benznidazole treatment on the functional response
of CD4+CD8+ T cells in asymptomatic chronic patients with
Chagas disease

Impacto del tratamiento con benznidazol en la respuesta funcional de las células T
CD4+CD8+ en pacientes crénicos asintomaticos de Chagas.
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Introduction/Objectives

The infection of the protozoan Trypanosoma cruzi triggers the Chagas disease in humans. With-
out the help of an early treatment, the immune system of the host is not able to control the infec-
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tion leading to the chronicity of the disease [1, 2]. The efficacy of treatment in chronic chagasic
patients is controversial. However, several studies in murine models and humans have suggested
that antiparasitic treatment during this asymptomatic chronic phase of the disease prevents the
development of a severe chronic cardiomyopathy and leads to an improvement in the immune
response against the T. cruzi parasite [3, 4]. It has been recently reported that there is a higher
frequency of CD4*CD8" T cells expressing higher amounts of activation markers in patients with
chronic Chagas disease than healthy donors [5, 6]. Therefore, in the present study it has been
analyzed the ability to respond to T. cruzi antigens and the mechanism underlying the exhaustion
process in these CD4*CD8* T cells. Furthermore, it has been studied the impact of benznidazole
treatment on this CD4*CD8* T cell population and whether it improves the antigen-specific re-
sponse and reverses the known exhaustion process that occurs in these CD4*CD8* T cells.

Results

An increase in the frequency of CD4*CD8* T cells has been observed in asymptomatic chronic
patients (IND) compared with healthy donors (Fig. 1). This increase is due to the higher propor-
tion of CD4*CD8"" T cells found in IND patients, a subpopulation described as cells of senescent
origin (Fig 2). It has also been observed a higher level of co-expression of inhibitory receptors
in CD4*CD8* T cells from IND chronic Chagas disease patients versus HD (Fig. 3), another in-
dicator of exhaustion process. On the other hand, treatment with benznidazole (BZN) reduces
the co-expression level of the inhibitory receptors (Fig 4) and increases the multifunctional anti-
gen-specific response of these T cells (Fig 5). Likewise, the BZN treatment reduces the frequency
of CD4*CD8"" T cells and increases the CD4*CD8"¢" subpopulation (Fig 2).

Conclusions

Benznidazole treatment reversed the exhaustion process caused by T. cruzi infection in CD4*CD8* T
cells with an improvement in the functional response of the 7. cruzi antigen-specific of these T cells.
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Figures
Figure I: Percentage of circulating CD4+CD8* T cells.
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Figure 3: Inhibitory receptor co-expression on CD4*CD8* T cells in IND and HD. Inhibitory receptors
assessed were 2B4, CD160, CTLA-4, PD-1and TIM-3.
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Figure 4: Effect of benznidazole on the co-expression of inhibitory receptors.
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Figure 5: Impact of benznidazole on the multifunctional capacity of T. cruzi-specific CD4*CD8* T cells.
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Transmision congénita y por transfusion de sangre del mal de
Chagas: una estructura utilizando modelizacién matematica

Congenital and blood transfusion transmission of Chagas disease: a framework
using mathematical modeling
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Introduction

By 20009, 4,290 cases of Chagas disease had been diagnosed in Europe, compared with an esti-
mated ranging from 68,000 to 122,000 cases, hence 95% of cases are non-diagnosed“2. Spain
is the European country with most Latin Americans immigrants3, with approximately 4 million
immigrants of which 1.5 million of them were born in a country endemic for Chagas disease and
potential carrier of the disease*. This work aim is to explore the disease behavior in a framework
without vector, as is the case in Spain, considering congenital transmission and transmission by
blood transfusion.
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Method

A discrete compartmental model was applied to Spain and sensitivity analysis were performed on
the parameters associated with control strategies.

Results

Simulations showed that combined control strategies — as treatment of infected new-borns, sur-
veillance in blood transfusion and treatment (and cure) of infected individuals — have a great
impact on the behavior on the number of new infected, producing about 56.33% fewer cases along
40 years simulation when compared with the without control scenario, as is shown in Fig. 1.

Conclusion

If no control strategy is performed, the disease remains in the population for a long-time period,
causing health complications on the patients, and the number of new cases will grow along years,
even considering vector absence, a cure rate due treatment and the mortality induced by disease
twice the mortality for healthy individuals. It is clear that control strategies are necessary.
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Figure 1. Number of new infected individuals
considering combined control. In these simula-
tion, we varied the values of the threes parameters
associated to control strategies, d (proportion of
detection and treatment of infected individuals), p
(proportion of treated newborns) and € (probabi-
lity of an effective surveillance in blood transfu-
sion). In Control 1 we set: & = 20%, p = 15% and
d =5%. In Control 2: € = 30%, p = 30% and d
=10%. In Control 3: & = 40%, p = 45% and d =
15%. In the Without Control framework all these
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Efectos adversos del tratamiento con benznidazol en
pacientes con enfermedad de Chagas

Adverse effects of benznidazole treatment in patiens with Chagas disease.
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Introduccién/objetivos

En nuestro medio, el tratamiento de eleccion para la enfermedad de Chagas es el benznidazol, a
dosis de 5—7 mg/kg/dia dividida en 2-3 tomas durante al menos 60 dias. En torno al 40% de los
pacientes que reciben tratamiento con benznidazol sufren efectos adversos de cualquier magni-
tud *+. Se describen las reacciones adversas al benznidazol en un grupo de pacientes con enfer-
medad de Chagas.

Métodos

Estudio descriptivo retrospectivo sobre todos los pacientes diagosticados de enfermedad de Cha-
gas atendidos en la consulta de Medicina Tropical del Hospital Universitario Central de Astu-
rias entre los aflos 2010-2017. Los pacientes fueron diagnosticados mediante la técnica IDPaGia
(DiaMed) y confirmados en el CNM (Majadahonda) con un segundo ELISA (Ag Totales) y una
PCR nested. Se utiliz6 benznidazol en pauta ascendente de 50 mg cada dos dias hasta alcanzar 5
mg/kg/dia, junto con 2 mg cada 12 horas de dexclorfeniramina, desde el inicio hasta alcanzar la
dosis plena de benznidazol. Se monitorizaron los efectos adversos mediante seguimiento clinico
y analitico de los pacientes.
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Resultados

Se analizaron 42 pacientes (78,9% mujeres; edad media: 41 anos,). Los paises de procedencia
eran: Bolivia (79%) Brasil y Paraguay (8% respectivamente), Argentina (5%). Diez pacientes
(23,8%) sufrieron al menos un efecto adverso relacionado con la medicacion. Cuatro pacientes
refirieron cefalea y astenia, que cedieron espontaneamente. Cuatro pacientes sufrieron reacciones
dermatologicas que obligaron a la suspension del tratamiento. Ninguno de ellos habia realizado
la pauta ascendente de tratamiento. S6lo un paciente sufrié epigastralgia. Se detectd eosinofilia
en 4 pacientes (9,5%), aunque tres de ellos presentaban de manera concomitante una parasitosis
intestinal. Ningtin paciente presento polineuropatia. No hubo diferencias respecto al sexo, la edad
o los parametros hematologicos previos entre el grupo que desarrollo efectos adversos y el que
no, salvo en la presencia de eosinofilia que fue significativamente superior en el grupo de efectos
adversos (p=0.046), aunque esta asociaciéon no se confirmé en el multivariable.

Conclusiones

El tratamiento con benznidazol se asocia a efectos adversos en un 35% de los pacientes, espe-
cialmente de tipo general y cutaneo aunque solo en una pequeiia parte obliga a la suspension del
tratamiento.

Referencias

1. Correia JPR, Costa ACD, Rocha EA, Quidute ARP, Candido DDS, Ponciano AMS, et al. Pharma-
cotherapeutic follow-up of patients with Chagas disease using benznidazole: drug-related prob-
lems and pharmaceutical interventions. Rev Soc Bras Med Trop. 2017 ;50:334-340.

2. Olivera MJ, Cucunuba ZM, Valencia-Hernandez CA, Herazo R, Agreda-Rudenko D, Florez C,
et al. Risk factors for treatment interruption and severe adverse effects to benznidazole in adult
patients with Chagas disease. PLoS One. 2017;12(:e0185033.

3. Coronel MV, Frutos LO, Muioz EC, Valle DK, Rojas DH. Adverse systemic reaction to benznida-
zole. Rev Soc Bras Med Trop. 2017 ;50:145-147.

4. Pinazo MJ, Munoz J, Posada E, Lopez-Chejade P, Gallego M, Ayala E, del Cacho E, Soy D, Gas-

con J. Tolerance of benznidazole in treatment of Chagas’ disease in adults. Antimicrob Agents
Chemother. 2010 Nov;54:4896-9.

X1V Taller sobre la enfermedad de Chagas
1

34



|
Poster

Estudio de los polimorfismos A572D y H558R del gen SCN5A
en pacientes con miocardiopatia chagasica
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Introduccién/Objetivos

La génesis de la miocardiopatia chagasica es multifactorial; encontrar indicadores que demues-
tren precozmente el comienzo y la evolucion de la misma son indispensables para unificar crite-
rios de profilaxis y tratamiento. Ciertas variantes polimoérficas en los genes que codifican protei-
nas canales se han asociado con distintos trastornos en la conduccién eléctrica cardiaca (1,2,3).
El objetivo del presente trabajo fue establecer una posible asociacion entre los polimorfismos
As572D y H558R del gen SCN5A del canal de sodio voltaje dependiente, tipo V, en pacientes con
enfermedad de Chagas.

Métodos

Se estudiaron 60 pacientes (61,78+11,51 afios) con serologia positiva para Chagas y 51 con sero-
logia negativa (55,9+2,3 afios); se les realizd examen clinico, electrocardiograma (ECG) y eco-
cardiograma (ECO) e identificacion de los polimorfismos A572D y H558R mediante reaccion en
cadena de la polimerasa y RFLP. Analisis estadistico: Chi Cuadrado.
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Resultados

Para el polimorfismo A572D, 60% de los pacientes con serologia positiva present6 el genotipo AA,
35% el genotipo AD y el 5% DD. En el examen clinico, las manifestaciones mas frecuentes fueron:
palpitaciones (AA:47%, AD:35%, DD:50%) y disnea (AA:47%, AD:42%, DD:50%). Las alteracio-
nes en el ECG y ECO, fueron bloqueo completo de rama derecha (AA:30%, AD:20%, DD:50%),
hemibloqueo anterior izquierdo (AA:30%, AD:15%, DD:50%; P<0,05), trastornos en la repolari-
zacion (AA:59%, AD:53%, DD:50%) y dilatacion de la auricula izquierda (AA:50%, AD:56%, DD:
67%). Pacientes con serologia negativa: AA:66% y AD:33,36%.

Para el polimorfismo H558R, 37% de los pacientes present6 el genotipo CC, 47% TC y 15% TT.
Las manifestaciones clinicas fueron: palpitaciones (CC:52%, TC:43%, TT:33%; P<0,05) y disnea
(CC:52%, TC:37%, TT:56%; P<0,05). Dentro de las alteraciones en el ECG y ECO, se encontr6
bloqueo completo de rama derecha (CC:35%, TC:18%, TT:33%; P<0,05), hemibloqueo anterior
izquierdo (CC:30%, TC:21%, TT:22%), trastornos en la repolarizacion (CC:53%, TC:54%, TT:71%;
P<0,05) y dilatacion de la auricula izquierda (CC:44%, TC:70%, TT:14%; P<0,0001). Pacientes
con serologia negativa: CC:50% y TC: 37,5%.

Conclusiones

Se encontr6 mayor cantidad de alteraciones clinicas y electro y ecocardiograficas asociadas al po-
limorfismo H558R (4,5,6,7) por lo que podria ser utilizado como posible predictor de las manifes-
taciones clinicas de miocardiopatia chagasica permitiendo establecer un pronostico y tratamiento
mas adecuados para esta patologia.
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Cambios importantes ocurren en las células cardiacas en la
fase aguda de la Enfermedad de Chagas que deben tenerse
en cuenta para prevenir la insuficiencia cardiaca. Estudio enun
modelo murino

Important changes occur in cardiac cells during acute Chagas disease that must be
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Introducciéon/Objetivos

Trypanosoma cruzi es el agente causal de la Enfermedad de Chagas considerada un problema de
salud publica no solo en América del Sur y Central, sino también en EEUU y paises de Europa por
las migraciones continuas desde zonas endémicas (1).

La fase aguda de la infeccion es generalmente asintomatica pero la invasion parasitaria provoca
alteraciones celulares tempranas que en el futuro causan insuficiencia cardiaca. Entre ellas, en el
presente trabajo, estudiamos componentes del sistema (-adrenérgico de transduccién de senales
(2,3), la estructura y funcion de mitocondrias (4), la actividad eléctrica, ecocardiografia e histopa-
tologia (5) en corazones de ratones infectados con T. cruzi en la fase aguda de la infeccion.
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Métodos

Ratones Albino Swiss fueron infectados con tripomastigotes de T. cruzi, aislamiento SGO Z12
(n=48); un grupo no infectado también se estudi6 (n=50). Determinamos parasitemia, niveles
de catecolaminas por cromatografia liquida de alta presion, densidad y afinidad de receptores [3
cardiacos y su funcion mediante 3H/dihidroalprenolol, la concentracion de AMPc mediante un
kit de ELISA y la contractilidad cardiaca mediante un transductor de fuerza. Las mitocondrias
cardiacas se aislaron por centrifugacion diferencial y se estudiaron por microscopia electrénica.
La actividad enzimatica de los complejos CI-CIV y citrato sintasa por espectroscopia; la histologia
se realiz6 convencionalmente. ECG y ecocardiogramas se realizaron bajo anestesia con Ketamina
CLH (10 mg/Kg). Analisis estadistico: Test Ty ANAVA.

Resultados

Los niveles de catecolaminas y la afinidad de los B-receptores disminuyeron en el grupo infectado
(P<0,01 y 0,05 respectivamente) mientras que la densidad y los niveles de AMPc aumentaron
(P<0,01); la contractilidad basal fue similar al grupo control. Se detectaron cambios estructurales
en el 88% de las mitocondrias y en la actividad de las enzimas de la cadena respiratoria y citrato
sintasa (P<0,0001). La fracciéon de acortamiento disminuyd y la frecuencia cardiaca aumentd
(P<0,05), ademés 38% de los ratones presentaron alguna alteracién electrocardiografica. Se de-
tectaron infiltrados inflamatorios y nidos de amastigotes.

Conclusiones

Se encontraron alteraciones celulares tempranas que deben ser tenidas en cuenta para realizar un
diagnostico certero y tratar los pacientes en este periodo para prevenir o revertir los dafios que
generaran la cardiopatia.
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Serological evaluation for Chagas disease in migrants from
Latin American countries resident in Rome, Italy
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Introduction/objectives

Chagas disease (CD) is endemic in Latin America where it is transmitted mainly by vectors,* but
large-scale migrations to other countries have turned CD into a global health problem because of
its alternative transmission routes through blood transfusion, tissue transplantation, or congeni-
tal.234 The aim of this study was to compare the performance of two commercially available tests
for serological diagnosis of CD in a group of Latin American migrants living in a non-endemic
setting (Rome, Italy). Epidemiological risk factors associated to CD were also evaluated in this
study population.
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Methods

The present study was conducted on 368 subjects from the Latin American community resident in
Rome. Following WHO guidelines, two tests were employed to detect IgG antibodies against T. cruzi
in the blood (a lysate antigen-based ELISA and a chemiluminescent microparticle CMIA assay com-
posed of multiple recombinant antigens); a third test assay (an immunochromatographic test assay,
ICT) was used on discordant samples.

Results

Our diagnostic approach produced 319/368 (86.7%) concordant negative and 30/368 (8.1%) con-
cordant positive results after the first screening. Discrepancies were obtained for 19/368 (5.2%)
samples that were tested using the third assay, obtaining 2 more positive and 17 negative results.
The final count of positive samples was 32/368 (8.7% of the tested population). Increasing age,
birth in Bolivia, and previous residence in a mud house were independent factors associated with
T. cruzi positive serology.

Conclusions

Serological diagnosis of CD is still challenging,>¢ because of the lack of a reference standard sero-
logical assay for the diagnosis. Our results reaffirm the importance of performing CD screening in
non-endemic countries; employing a fully automated and highly sensitive CMIA assay first could be
a cost- and resource-effective strategy for mass screening of low-risk patients. However, our results
also suggest that the WHO strategy of using two different serological assays, combined with epide-
miological information, remains the best approach for patients coming from endemic countries.
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Inequidad de género en salud: enfermedad de Chagas
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Introduccién/objetivos

La inequidad de género en salud es un hecho: Dependiendo de las condiciones socio-econdmicas,
culturales y de salud, las mujeres tienen diferentes oportunidades para el diagnostico, tratamien-

to y acceso al medicamento frente a los hombres’. En el marco del trabajo realizado en Farma-
mundi sobre la inequidad de género en salud se propone una herramienta de analisis, arbol de
problemas, para detectar las causas que provocan esa inequidad y los efectos que, a nivel fisico,
social y psicoldgico, conllevan. Tomando como base el arbol propuesto, se ha analizado la enfer-
medad de Chagas evidenciando las causas que provocan inequidad de género en esta enfermedad
e identificando las consecuencias que produce a las mujeres afectadas y su repercusion.

Métodos

El proyecto inicial es resultado de una investigaciéon cualitativa a través de entrevistas - mayo-
ritariamente a personas y entidades de Nicaragua, El Salvador y Guatemala, que trabajan en la
mejora de la situacién sanitaria de poblaciones vulnerables.- y revision documental. El analisis

de resultados se presenta en forma de libro® y como microsite web?3 para la visualizacién de la
problematica, resumir las principales causas y efectos que provocan inequidad de género en salud
y promover el uso de esta herramienta en distintas enfermedades.

Resultados

Aplicar esta herramienta a la Enfermedad de Chagas ha permitido detectar factores que determi-
nan la desigualdad de género y efectos que produce.
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Conclusiones

El arbol de problemas es una herramienta 1til para detectar situaciones de inequidad de género
en enfermedades. Su uso puede ser el primer paso para detectar situaciones concretas de des-
igualdad en el campo de la salud, y base de planificacion y actuacion de proyectos de Educacion
para el Desarrollo, diagnostico y acceso al medicamento.
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Introduccion

La enfermedad de Chagas supone un reto en Espana debido a la alta prevalencia de inmigran-
tes procedentes de zonas endémicas>3. El cribado y el tratamiento integral son relevantes para
disminuir el infradiagnostico, evitar la evolucion clinica y favorecer el abordaje psicosocial. Las
intervenciones comunitarias son utiles para identificar situaciones que dificultan el acceso a los
servicios de salud+.
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Objetivo
Describir resultados y las caracteristicas de las personas cribadas en dos intervenciones comuni-
tarias en eventos culturales bolivianos realizadas en Barcelona en 2017.

Método

El reclutamiento se realiz6 a través de agentes comunitarios de salud. Se realizd una encuesta a
los participantes para determinar si conocian la enfermedad de Chagas y para saber si habian sido
cribados previamente. A los que no habian sido cribados se les ofreci6 la realizacion de cribado in
situ. A los que no quisieron cribarse se les pregunt6 el motivo de su decision. A los cribados se les
hizo una extraccion de sangre para realizar dos determinaciones seroléogicas frente a T. cruzi (an-
ticuerpos antinativos y antirecombinantes). El anélisis estadistico se ha realizado con STATA vi4.

Resultados

Se realizaron 636 encuestas. El 92,5% eran bolivianos. El 95% afirm6 haber oido hablar de la
enfermedad con anterioridad. 288 personas referian cribado previo (Figura 1). Se han realizado
271 cribados: 71,2% en mujeres, 87,8% en bolivianos. La media de edad de ha sido de 37 afios. El
tiempo medio de residencia en Espaiia ha sido de 11 afios (Tabla 1). Han resultado positivos 24
pacientes, un 75% llevaba mas de 10 anos residiendo en Espaiia. Se ha observado una asociaciéon
estadisticamente significativa entre la edad y el tiempo de residencia en Espafia con el resultado
positivo de la prueba (p<0,005) (Tabla 2).

Conclusiones

En los ultimos anos en nuestro entorno ha aumentado el niimero de personas que ya han sido
cribadas frente T. cruzi. La edad y el tiempo de residencia en Espafia son variables determinantes
en el cribado. Las intervenciones de salud comunitaria son relevantes para facilitar el acceso al
cribado y al diagnodstico, aumentar el conocimiento sobre la enfermedad y disminuir el miedo a
la enfermedad.

Referencias

1. Gascon J, Bern C, Pinazo MJ. Chagas disease in Spain, the United States and other non-endemic
countries. Acta Trop 2010;115(1-2):22-7.

2. Navarro M, Navaza B, Guionnet A, Lopez-Vélez R. Chagas Disease in Spain: Need for Further
Public Health Measures. PLoS Negl Trop Dis 2012;6(12): €1962.

3. Muiioz J, Goémez-Prat J, Gallego M, et al. Clinical profile of Trypanosoma cruzi infection in
a non-endemic setting: immigration and Chagas disease in Barcelona (Spain). Acta Trop
2009;111(1):51-5.

4. Ouaarab H, Claveria I, Caro J, et al. Cribado in situ de la enfermedad de Chagas con una inter-
vencién comunitaria: épuede mejorar la accesibilidad al diagnostico y al tratamiento? Gac Sanit

2017;31(5):439-40.

X1V Taller sobre la enfermedad de Chagas
1

44



Poster

Tablas y figuras

Figure 1I: Resumen de las intervenciones realizadas.
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Table 1: Anélisis descriptivo de los cribados positivos.

Intervencion1: Intervencion 2: Global
Concierto Kjarkas Fiesta de la Patria Boliviana
16/07/2017 06/08/2017

Table 2: Andlisis descriptivo de los cribados positivos.

Mujeres (%) 18 (75%)

Bolivianos (%) 23 (96%)
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