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Drug development for chronic Chagas disease

Ana Rodriguez (1) Julio Alonso-Padilla (1), Do-Hee Park (1), Julian Sherman (1),
GSK Team (2)

(1) New York University School of Medicine
(2) Kinetoplastid Discovery Performance Unit, GlaxoSmithKline, Tres Cantos, Spain.

Corresponding author

Ana Rodriguez, New York University School of Medicine, Dept. of Microbiology

430 East 29" Street, Alexandria Center West Tower room 511, New York, NY 10016, EEUU
Phone: (646) 5016997 Email: ana.rodriguez@nyumec.org

Keywords
as disease, drug development, chronic stage, Trypanosoma cruzi
Enfermedad de Chagas, desarrollo de farmacos, fase cronica de infeccién, Trypanosoma cruzi

Introduction

Chagas disease is caused by infection with the parasite Trypanosoma cruzi and it affects an esti-
mated 8 million people worldwide. Most patients acquire this infection in Latin America, where
the insect vector for T. cruzi is endemic, and typically progress to a chronic infection because the
initial acute phase of the disease is not adequately treated. Chronic infection is characterized by the
persistence of low numbers of parasites that can eventually lead to severe symptoms and death. The
currently available drugs for treating Chagas disease present low efficacy and high toxicity, specially
for the treatment of chronic patients, where long treatment regimens are required. Therefore, the
development of effective, low-toxic drugs that completely clear the parasite in the chronic stage of
disease is a pressing need for this disease.

Methods

In collaboration with GlaxoSmithKline through an OpenLab grant, we performed a high throughput
screening (HTS) of 1.8 million compounds to identify active molecules that would inhibit 7. cruzi
infection of mammalian cells in vitro. Compounds were selected for activity against 7. cruzi and
pharmacological criteria, including bioavalability and low toxicity. Selected lead compounds were
tested in a mouse model of chronic bioluminescent 7. cruzi infection.
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Results

HTS-selected compounds that presented high efficacy against T. cruzi infection and low toxicity in
vitro were further selected for testing in acute and chronic phase mice infections. Iterative rounds
of guided chemical modifications in the selected chemical structures resulted in several advanced
lead molecules from a preferred chemical family that presented high efficacy and good tolerability
in a mouse model of chronic Chagas. Despite very high efficacy, none of the selected compounds
was able to achieve sterile clearance of T. cruzi in all mice in the chronic model of infection. How-
ever, short treatment courses of a combination of low-dose benznidazole and selected compounds
achieved sterile clearance in all tested mice.

Conclusions

HTS screening for T. cruzi infection in vitro selected a large number of chemical structures with ac-
tivity against this parasite. Development of one of the chemical families resulted in highly effective
and low toxic compounds in the mouse chronic model for Chagas, but no compound was able to
consistently clear all parasites from mice. Combination therapies of these compounds and low doses
of benznidazole allow for significant reductions in the toxicity and length of treatments, achieving
sterile clearance of parasites in chronically infected mice.

Reference

Pefia I, Manzano MP, Cantizani J, Kessler A, Alonso-Padilla J, Bardera Al, Alvarez E, Colmenarejo
G, Cotillo I, Roquero I, de Dios-Anton F, Barroso V, Rodriguez A, Gray DW, Navarro M, Kumar
V, Sherstnev A, Drewry D, Brown JR, Fiandor JM & Martin JJ. (2015). New Compound Sets Iden-
tified from High Throughput Phenotypic Screening against Three Kinetoplastid Parasites: An Open
Resource. Scientific Reports 5:8771
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Benznidazole treatment is associated with Trypanosoma cruzi
blood PCR negativity and less cardiac lesions in Chagas disease:
NIH SaMitrop Study

Clareci Cardoso (1), Antonio Ribeiro (2), Claudia Oliveira (1), Lea. Oliveira (3),
Ariela Ferreira (4), Ana Luiza. Bierrenbach (3), Jose Luis Silva (5), Enrico A.
Colosimo (2), Tzong H Lee (6), Marcio Oikawa (7), Michael Busch (6), Arthur
Reingold (8) Ester C Sabino (2)

(1) Federal University of Sdo Joao del-Rei, Public Health, Divin6polis, Brazil
(2) Federal University of Minas Gerais, Belo Horizonte, Brazil

(3) University of Sao Paulo, Sao Paulo, Brazil

(4) State University of Montes Claros, Montes Claros, Brazil

(5) Federal University of Santa Maria, Santa Maria, Brazil

(6) Blood Systems Research Institute, San Francisco, CA

(7) Federal University of ABC, Sao Bernardo, Brazil

(8) Department of Epidemiology, University of California, Berkeley, CA, USA

Introduction/AIM

Chagas Disease (ChD) caused by Trypanosoma cruzi remains as an important cause of cardio-
myopathy in Latin America. Although the persistence of tissue parasitism seems to play a role in
the pathogenesis of the disease, the efficacy of anti-parasite treatment with Benznidazole (BZN) in
the chronic phase remains unclear. The purpose was to evaluate if previous treatment with BZN
is associated with less advanced cardiac disease and lower parasitemia positivity in patients with
chronic ChD.

Methods

The study was conducted using baseline data of the NIH-sponsored SaMi-Trop cohort, estab-
lished in a highly endemic region of Brazil in which the vectorial transmission has been interrupt-
ed. Patients with reported ChD were submitted to interview, with detailed record of the previous
use of BZN, NT-ProBNP measurement and ECG. ChD subjects that received at least one course
of treatment with BZN were classified as treated group (TrG) and we used a pairing method (ge-
netic matching) to select a comparison group (CG) of patients with similar characteristics, using
gender, age, income, literacy, time of known ChD and hypertension as covariates. The primary
outcome was death after two-year follow-up; the secondary outcomes were presence at the base-
line of major ChD-associated ECG abnormalities, NT-ProBNP levels suggestive of heart failure,
and PCR positivity.. The result of this paired analysis was compared with logistic regression and
generalized estimating equations.
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Results

Mortality after two years was 6.3%; it was lower in the TrG (2.8%) than the CG (7.6%); adjust-
ed OR: 0.37 (95%CI: 0.21;0.63). The ECG abnormalities typical for ChD and high age-adjusted
NT-ProBNP levels suggestive of heart failure were lower in the TrG than the CG, OR: 0.35 [CL:
0.23;0.53]. The TrG had significantly lower rates of PCR positivity, OR: 0.35 [CI: 0.27;0.45].

Conclusion

Patients previously treated with benznidazole had significantly reduced parasitemia, a lower prev-
alence of markers of severe cardiomyopathy, and lower mortality after two years of follow-up. If
used in the early phases, benznidazole treatment may improve clinical and parasitological out-
comes in patients with chronic ChD.
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Resultados de un estudio en el Gran Chaco Boliviano sobre
nuevas estrategias diagnésticas para pacientes con Chagas
crénico

Faustino Torrico (1), Daniel Lozano Beltran (1), Lizeth Rojas Panozo (1), Maria
Silvia Rivera N. (1), Joaquim Gascén (2), Maria Jests Pinazo (2), Julio Alonso
Padilla (2), Marcelo Abril (3)

(1) Fundacion Ciencia y Estudios Aplicados para el Desarrollo En Salud y Medio Ambiente
(CEADES), Cochabamba Bolivia

(2) Instituto de Salud Global de Barcelona (ISGlobal), Barcelona Espafia
(3) Fundacion Mundo Sano, Argentina

Correspondencia
Dr. Faustino Torrico, TIf: 77411905
Correo electrénico: foxtorrico@yahoo.com; foxtorrico@gmail.com

Antecedentes

Actualmente hay dos farmacos para tratar la enfermedad de Chagas (benznidazol y nifurtimox),
pero apenas se administran al 1% de las personas infectadas, en gran medida porque la infeccién
no se diagnostica oportunamente. La fase aguda de la enfermedad es generalmente asintomaética
y pasa desapercibida. El diagnostico se logra en la fase cronica por métodos serolbgicos conven-
cionales (ELISA, HAI), e implica la concordancia de dos pruebas basadas en distintos antigenos
debido a la variabilidad del parasito. Aunque estas técnicas proporcionan una alta sensibilidad
y especificidad, realizarlos requiere de laboratorios equipados y personal capacitado, elementos
que no suelen estar disponibles en regiones distantes. Ademas, el retorno de resultados puede
demorar varias semanas, poniendo en riesgo el acceso al tratamiento. A diferencia, las pruebas
diagnosticas rapidas (RDTs en inglés) son faciles de usar, apenas precisan de una gota de sangre
entera, y proporcionan una lectura de resultados <30 minutos.

El estudio

Eeclut6 en visita inica 685 participantes en las localidades de Yacuiba y Villa Montes (Tarija, Bo-
livia) con el objetivo de determinar la funcionalidad del uso combinado en terreno de RDTs en
comparacion con el algoritmo actual basado en ELISAs. Se recolectd sangre completa por puncion
digital para las RDTs, y por puncién venosa un volumen mayor para obtener suero para los ELI-
SAs. Usamos RDTs: Stat-Pak (Chembio), Detect-Plus (InBIOS), y WL Check (Wiener) en caso de
discordancia entre las anteriores; y los datos recogidos en campo fueron gestionados en un sistema
portatil basado en tablets y en software ODK Collect. Los ELISAs utilizados fueron: Wiener lisado,
Wiener recombinante y Chagateck (Laboratorio Lemos) en caso de discordancia; los resultados
fueron gestionados en Excel y en el sistema OpenClinica.
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Resultados y conclusiones

Al comparar el desempeio del uso combinado de RDTs frente a las pruebas serologicas conven-
cionales se obtuvo una sensibilidad del 98% y una especificidad del 97%, con una concordancia
del 98% (x = 0.95) y una reproducibilidad del 95% (p < 0.05). El uso combinado de RDTs para
detectar correctamente individuos positivos y negativos fue equivalente a la metodologia utilizada
convencionalmente. En base a estos resultados las RDTs podrian sustituir a la serologia conven-
cional en regiones distantes, ofreciendo resultados diagnosticos de forma rapida y concluyente.
Esto permitiria facilitar un acceso inmediato al tratamiento si fuera necesario, favoreciendo asi

una mejor adhesiéon al mismo.
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Caracterizacién molecular de poblaciones naturales de
Trypanosoma cruzi en brotes de enfermedad de Chagas oral
en Venezuela seguidos luego del tratamiento con farmacos
tripanocidas

Arturo Muinoz-Calderon (1,2), Zoraida Diaz-Bello (2), Cecilia Colmenares (2),
Belkisyolé Alarcon de Noya (2), Alejandro G. Schijman (1*)

(1) Laboratorio de Biologia Molecular de la Enfermedad de Chagas (LabMECh), Instituto de In-
vestigaciones en Ingenieria Genética y Biologia Molecular “Dr. Héctor N. Torres” (INGEBI)
- Buenos Aires, Argentina. Vuelta de Obligado 2490, C1428ADN, CABA, Argentina - +54 11
4783-2871 (ext. 21)

(2) Seccion de Inmunologia, Instituto de Medicina Tropical “Dr. Félix Pifano” (IMT), Universidad
Central de Venezuela — Caracas, Venezuela

Financiacién

Programa de Biotecnologia para Latinoamérica y el Caribe de la Universidad de las Naciones
Unidas (UNU-Biolac) y Agencia Nacional de Promocion Cientifica y Tecnologica, Proyectos de
Investigacion Cientifica y Tecnologica (PICT) 2014.

Palabras clave
Enfermedad de Chagas, reaccion en cadena de la polimerasa, falla terapéutica.
Chagas disease, polymerase chain reaction, therapeutic failure.

Introduccién / objetivos

En Venezuela se han reportado alrededor de catorce episodios de enfermedad de Chagas por trans-
mision oral (EChO)*. Aquellos episodios con mayor ntimero de infectados?? después de diez anos del
tratamiento, muestran todavia un alto nimero de pacientes con serologia reactiva y PCR positiva.
Teniendo en cuenta que el tratamiento se administrd durante la fase aguda de la enfermedad y prin-
cipalmente a nifios que responden mejor al mismo, nos propusimos caracterizar la dinAmica de las
poblaciones parasitarias durante el seguimiento de casos clasificados como respondedores y no-re-
spondedores segin criterios clinico-serologicos y parasitologicos, y estudiar su polimorfismo genético.

Métodos

Se cuantifico la carga parasitaria y se identificaron las Unidades Discretas de Tipificaciéon (UDT)
de las poblaciones presentes en sangre de pacientes de los brotes de Chacao y Chichiriviche de la
Costa (Venezuela) mediante PCRs multiplex en tiempo real*s. La composicion genética de las po-
blaciones naturales de T. cruzi se compar6 mediante firmas moleculares de la region hipervariable
del kDNA por PCR-RFLP®.
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Resultados

El 100% de las muestras tipificadas resulté Tcl. La cuantificacién de ADN satélite mostrd un
porcentaje de positividad cercano al 80% (n=40), con un rango entre 1x10* y 8x104 par.eq/10
mL. El brote de Chacao, mostré diferencia significativa en la qPCR entre respondedores y no
respondedores (p<0,05). En dos pacientes originalmente clasificados como respondedores, se
cuantifico la carga parasitaria transcurridos 10 afios de la primoinfeccion (basal 7x103 y post-tto
20,53 eq.par/10 mL, y basal 1x104 y post-tto 2.48 par/10 mL, respectivamente) sugiriendo falla
terapéutica, ain después de dos rondas de tratamiento y reflejando el pasaje de la fase aguda a la
cronica de infeccion.

El brote de Chichiriviche no mostro diferencias significativas entre los grupos evaluados (p >0,67),
y present6 un perfil discontinuo de cargas parasitarias cuantificables y no cuantificables durante
el seguimiento para ambos grupos.

Se encontraron diferencias en los perfiles de minicirculos entre las muestras pre y post-tratami-
ento, sugiriendo seleccion clonal durante la evolucion de la infeccién a la cronicidad.

Conclusiones

Las herramientas moleculares fueron ttiles como indicadores de falla terapéutica y permitieron
caracterizar DTUs y polimorfismo genético parasitario en el seguimiento a largo plazo de pa-
cientes con EChO.

Referencias
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LAMP y enfermedad de Chagas: detecciéon de ADN de Trypano-
soma cruzi y monitoreo de tratamiento en brote por transmision
oral y en casos de reactivacion porinmunodeficiencia

LAMP and Chagas Disease: Trypanosoma cruzi DNA detection and treatment follow-up
of cases from an oral outbreak and in reactivation cases due to imunocompromise

Susana Alicia Besuschio (1), Arturo Muiioz (1,4) Marisa Fernandez (2,3) Albert
Picado (5,6) Belkisyolé Alarcon de Noya (4) Alejandro Gabriel Schijman (1)

(1) INGEBI Instituto de Investigaciones en Ingenieria Genética y Biologia Molecular “Dr. Héctor
N. Torres”, Ciudad de Buenos Aires, Argentina

(2) Hospital de enfermedades infecciosas “Dr. Francisco J. Muiiiz”, Argentina

(3) Departamento de clinica, patologia y tratamiento, Instituto Nacional de Parasitologia Dr. M.
Fatala Chabén. ANLIS Dr. C. G. Malbran, Ciudad de Buenos Aires, Argentina

(4) Seccion de Inmunologia, Instituto de Medicina Tropical, Universidad Central de Venezuela,
Caracas, Venezuela

(5) Foundation for Innovative New Diagnostics - FIND, Ginebra, Suiza
(6) Fundacién Privada Instituto de Salud Global de Barcelona (ISGlobal)

Introduccién/objetivos

La amplificacion isotérmica de ADN mediada por asas o LAMP (Loop Mediated Isothermal Am-
plification) es una técnica molecular de alta sensibilidad, especificidad y sencilla implementacion.
Su uso para detectar ADN del Trypanosoma cruzi, parasito causante de la enfermedad de Chagas
(ECh), esta documentado con parametros analiticos comparables a la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa en Tiempo Real (qPCR) (reacciéon en cadena de la polimerasa en tiempo real)' y con re-
querimientos técnicos mas simples. El objetivo del trabajo fue comparar ambas técnicas en cohortes
de pacientes infectados por transmision oral y casos de reactivaciéon chagasica por inmunocompro-
miso por el Virus de la [inmunoeficiencia Humana (VIH).

Métodos

LAMP (ensayo indice), se prob6 en muestras obtenidas durante un brote de ECh oral (grupo A) y en
casos de reactivacion por inmunocompromiso por HIV en pacientes con ECh cronica (grupo B). Con
la técnica de qPCR (método comparador)?3 se estudiaron muestras seriadas de seguimiento. El gru-
po A comprende 24 muestras de sangre entera/EDTA de 10 pacientes pediatricos de Chichiriviche,
Venezuela. El grupo B consta de 15 muestras de sangre entera/EDTA, sangre con tampdn guanidina/
EDTA, y de liquido cefalorraquideo, de 4 pacientes adultos internados en el Hospital Dr. F.J Muiiiz,
Buenos Aires, Argentina. Se extrajo ADN con el kit High Pure PCR Preparation Template (Roche). La
reaccion de qPCR para el grupo A se realiz6 en un equipo ABI7500 (Applied Biosystems) y para el B
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en un RotorGene (Qiagen). La reaccion LAMP se detect6 visualmente usando el Loopamp™ Trypa-
nosoma cruzi Detection Kit (Eiken Chemical Co.) .

Resultados

En las muestras de ambos grupos previas o coincidentes con el inicio del tratamiento se estudié
la concordancia, que fue del 100%. También se calcularon valores de concordancia entre ambas
técnicas tomando todas las muestras de cada grupo y el subgrupo de muestras de seguimiento en
cada caso (Tabla 1).

Conclusion

Los valores excelentes de concordancia obtenidos, aunque corresponden a un reducido tamafno
muestral como se observa en los intervalos de confianza, ameritan profundizar el seguimiento
cualitativo del tratamiento tripanocida por LAMP, un recurso accesible a la atencion primaria de
la salud.
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Tabla1- Valores de concordancia () e Indice Kappa () de Cohen para los grupos en estudio

N° total Nivel de concordancia Indice Cohen-Kappa k
A (C195%) (C195%)
24

A (completo) 91,7% (70,6%-98,3%) 0,80 (0,29;0,98)
A (seguimiento) 17 88,2% (60,4%-99,0%) 075(0,13;0,98)
B (completo) 15 91,7% (70,6% -99,3%) 0,80(0,29;0,98)
B (seguimiento) 10 90% (49,6%-90,0%) 0,80(-0,07;0,80)
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Introduction/objectives

Chagas disease (CD) is a major Public Health issue in non-endemic countries where chron-
ic asymptomatic patients (pts) might develop life-threatening illness through the evolution of
the indeterminate phase that still remains unpredictable'. The aim of our study was to eval-
uate the characteristics of pts diagnosed with CD and to investigate for organ involvement to
possibly identify very early markers of prediction of gastro-intestinal (GI) illness severity.
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Methods

From January 2014, Latin American pts living in Rome newly diagnosed with CD and receiving
treatment were included. Diagnosis was made according to the WHO guidelines. Pts underwent
a diagnostic (ECG, chest x-ray, heart and abdomen US, contrast radiography and/or endoscopy
for GI tract) and therapeutic workup. Clinical and epidemiological characteristics were collected.
Interstitial cells of Cajal (ICCs) were identified by the presence of dendrites using anti-CD117
marker at immunochemistry on GI tissue samples from Chagasic and non-Chagasic pts as control
group. Comparison was carried out by semi-quantitative optical evaluation. PCR for Trypanoso-
ma cruzi (T. cruzi) on blood and tissue samples was also performed.

Results

A total number of 36 Latin American pts were enrolled. Table 1 shows epidemiological and clini-
cal characteristics. Oesophagus and colon tissue samples from 17 pts were evaluated by PCR for
T. cruzi (all negative) and at pathological examination. No pathognomonic features of organ invol-
vement were found, except of aspecific flogosis. At immunochemistry, preliminary data showed
an overall reduction of ICCs in all Chagasic samples at the semi-quantitative optical evaluation
(Figure 1).

Conclusions

Our study highlights the relevance of CD active screening in the population at risk in a non-ende-
mic country. Despite the limited number of enrolled pts and controls, an overall reduction of ICCs
was identified on oesophagus and colon tissue samples of asymptomatic infected pts. Further eva-
luations for the identification of possible ultrastructural cellular alterations and a double marking
of cells by means of confocal microscopy are ongoing.

In high-income countries, the feasible use of more advanced and expensive investigations might
be helpful and deeply studied for a better definition of disease progression into a fatal illness by
the identification of early markers.

Reference

1. Monge-Maillo B, R. Lopez-Vélez. Challenges in the management of Chagas disease in La-
tin-American migrants in Europe. Clin Microbiol Infect. 2017;23.5: 290-295.

Table 1. Epidemiological and clinical characteristics of patients, N=36.

Epidemiological characteristics

Female, N (%) 28 (77.8%)

Age, median (IQR) 51 (43-55)

Country of origin, N (%) - Bolivia, 28 (77.8%)
- Brasil, 3(8.3%)

-Honduras, 2 (5.6%)
- El Salvador, 2 (5.6%)
- Colombia, 1(2.7%)
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Chagas Disease - laboratory and clinical characteristics

Epidemiological characteristics

Chagas Disease - treatment

*1 ptreceiving amiodarone, 1severe bradycardia and 1 severe arthythmia managed with a pacemaker implant.
**All treatment discontinuations due to dermatological reactions.

Legend: IQRinterquartile range, PCR polymerase chain reaction, TC Trypanosoma cruzi, Pts patients

Figure 1. Chagasic (N=17) samples versus Controls (N=4).
Percentage of patients stratified according to density of Interstitial cells of Cajal.

CD117 Lamina Propria CD117 Muscolaris Mucosae

ESOPHAGUS

Legend
Cc x 5HPF
ooo <3
m@ooOo 35
@D@oOo 510
o@o@o >0
NA Notavailable
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Introduction

Leprosy, cutaneous Leishmaniasis (CL) and Chagas disease (CD) are stigmatizing neglected trop-
ical diseases (NTDs) with a high psychosocial burden (PSB). Norte de Santander and Arauca are
regions of Colombia characterized by high endemicity of CD, CL and leprosy. Yet, data on the PSB
among patients with NTDs residing in these areas are scarce. Therefore, we assessed the levels of
mental distress, participation restriction and stigma among patients with CD, CL and leprosy in
Norte de Santander and Arauca.

Methods

305 leprosy, CD or CL patients, residing in the 2 aforementioned departments were interviewed.
3 questionnaires were used: the Self-Reporting Questionnaire (SQR) - assessing mental distress,
the Participation Scale (P-Scale) — assessing participation restriction and the Explanatory Model
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Interview Catalogue (EMIC) - quantifying stigma. Internal consistency of the questionnaires has
been assessed. Descriptive statistics were used and significance of differences of median scores
between the diseases has been analyzed. Sociodemographic factors having an independent effect
on the SRQ, P-scale and EMIC per disease were identified by multivariate analysis.

Results

All questionnaires showed high internal consistency. 50% of the CD and 49% of the leprosy pa-
tients exhibited mental distress, a percentage significantly higher than that of CL (26%). Higher
SRQ scores were associated with lower educational level in all diseases, while CD and CL patients
in rural areas scored significantly higher than their urban counterparts. Participation restriction
was evident in 27% of leprosy patients, while this percentage was significantly lower in patients
affected by CD (12%) or CL (6%). The median EMIC scores were significantly higher in leprosy
patients compared to CD and CL patients. Living in a rural area was associated with higher EMIC
scores in CD and CL.

Conclusion

Our data contribute to the knowledge on PSB of the NTDs in Colombia. While mental distress was
the highest among CD patients, participation restriction and stigma were more prevalent in lepro-
sy patients. Rural residence or lower educational status may further aggravate the PSB resulting
from some or all 3 diseases. Further investigation on the PSB of the 3 NTDs and the effectiveness
of holistic, cross-NTD programmatic interventions is needed.

XV Jornada sobre la enfermedad de Chagas
1

19



|
Comunicacion oral

Evaluaciéon del impacto terapéutico del benznidazol en
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Introduccion

La mayoria de los pacientes con enfermedad de Chagas permanecen en una etapa crénica asinto-
matica que, aproximadamente, en el 30% de los casos deriva a una fase sintomaética caracterizada
por graves alteraciones cardiacas y digestivas. En la fase crénica asintomatica se recomienda la
administracion de Benznidazol o Nifurtimox, aunque los efectos secundarios son frecuentes. El
impacto del tratamiento es dificil de determinar, pues la seroconversion mediante pruebas sero-
l6gicas convencionales, actualmente en uso, puede tardar décadas en ser concluyente. Asi, un im-
portante reto es el establecimiento de biomarcadores (BMKs) que permitan determinar la eficacia
del tratamiento en un corto periodo de tiempo.
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Métodos

La evaluacion del impacto del tratamiento se ha llevado a cabo, con el set de BMKs formado por
los antigenos KMP11, PFR2, HSP70 y 3973* de T. cruzi y la técnica de ELISA, en 66 pacientes
asintomaticos con Chagas croénico tratados con benznidazol. Se disen6 un algoritmo de medida
asociado al hecho de existir una caida continua en la reactividad frente a los cuatro BMKs (reac-
tividad a T9<To, T24/T48<T9 y T24/T48<T0), y significativa (30% - H70 y 40% - K11, PFr2 y
3973%) para, al menos, dos de los BMKs.

Resultados

Los componentes antigénicos del mencionado set de BMKs son reconocidos con una alta espe-
cificidad y sensibilidad por el suero de pacientes en fase cronica de la enfermedad, producién-
dose una caida de la reactividad del suero frente a ellos en un corto periodo de tiempo tras el
tratamiento con benznidazol. La evaluaciéon del impacto del tratamiento muestra que un 42,4%
de los pacientes a estudio cumplen el criterio de eficacia terapéutica a los 24 meses de inicio del
tratamiento (con valor predictivo del 85%) y un 68,8% de pacientes a los 48 meses. Ninguno de
los pacientes que cumplen el criterio de eficacia terapéutica presenta una PCR positiva tras el
tratamiento con benznidazol.

Conclusiones

El mencionado set de BMKs constituye una herramienta ttil para monitorizar, en un corto perio-
do de tiempo, el impacto del tratamiento en pacientes con Chagas cronico.
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La enfermedad de Chagas es una infecciéon causada por el parasito Trypanosoma cruzi (T. cruzi).
Es endémica en 21 paises de las Américas, donde debido a los movimientos migratorios el patréon
epidemiologico dejo de ser so6lo rural, considerandosela también una infeccién urbana. La evo-
lucion clinica se caracteriza por la cronicidad. La cardiopatia chagasica cronica es un importante
problema de Salud Publica que afecta a poblaciones en edad productiva.

Objetivo
Determinar la presencia del 7. cruzi en sangre periférica de pacientes con Chagas cronico, y esta-
blecer si existe relacion con la sintomatologia clinica cardiaca.

Métodos

Se estudiaron 100 individuos con epidemiologia positiva para Chagas, mediante inspeccion clini-
ca, electrocardiograma, ecocardiograma, serologia y Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
convencional especifica (utilizando los oligonucle6tidos TCZ! y TCZ?). Los datos se analizaron con
ANAVA y CHI? considerando diferencias significativas cuando p<0,05.
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Resultados

La serologia result6 negativa en 28 pacientes, y positiva en 72. Estos altimos fueron los infectados,
de los cuales 20 fueron asintomaticos (grupo-G1) y 52 fueron sintomaticos, presentando variabi-
lidad clinica: 32 individuos con sintomatologia leve (grupo-G2) y 20 con sintomatologia severa
(grupo-G3). Las manifestaciones clinicas de G2 y G3 fueron: disnea (17%), palpitaciones (44%),
dilatacion cardiaca (33%), bloqueos (19%), arritmia (19%), entre otros. La PCR result6 positiva en
el 90% de los individuos con Chagas cronico, el 77% de ellos sintomaticos y el 23% asintomaticos
(p<0,05). Analizando las PCRs por grupo, se observo que el G1 tuvo el mayor porcentaje de PCRs
negativas (25%) (p<0.05). Y en los grupos G2 y G3 el 97% y 95%, respectivamente, tuvieron PCR
positivas (p<001). No hubo diferencia significativa entre los grupos G2 y G3.

Conclusiones

Este trabajo hace la advertencia que si bien en los pacientes con Chagas cronicos se detecto la
presencia de T. cruzi tanto en los sintomaticos como en los asintomaéticos, el hecho que la mayo-
ria de los pacientes sintométicos mostraran PCR positivas permite proponer fuertemente que la
presencia del parasito en sangre tendria una relacion directa con la mayor frecuencia de sintomas,
y por ende con mayores riesgos de agravamiento de la cardiopatia, con una necesidad clara de
instaurar tratamiento.

XV Jornada sobre la enfermedad de Chagas
1

23



|
Poster

Mirando nuevas estrategias de cribado comunitario parala
deteccion de lainfeccién por I. cruzi en Madrid

Looking for new strategies of community-based screening campaigns for the
detection of I. cruzi infection in Madrid

Maria Flores-Chavez (1,2), Olvido Bocos (3), Carmen Llanos Aguilar (3), Briggitte
Jordan (1), Jovita Lara (3), Francisca Vivas (4), Ana Orellana (3), Sara Espinoza
(1), Belén Garcia (1), Emilia Garcia (2), Javier Nieto (2), Cristina Arcas (5), Ignacio
Peiia (5), Juan José de los Santos (1)

(1) Fundaciéon Mundo Sano — Espana

(2) Centro Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos III
(3) Centro Municipal de Salud Comunitaria de Usera

(4) Madrid Salud, Ayuntamiento de Madrid

(5) Salud Entre Culturas

Correspondencia

Maria Flores-Chavez

Email: maria.flores@mundosano.org / mflores@externos.isciii.es
Teléfono méovil: 666899609

Financiacién
Mundo Sano, Programa de Vigilancia de la Enfermedad de Chagas del CNM-ISCIII.

Palabras clave
Enfermedad de Chagas, Cribado comunitario, acceso al diagndstico.
Chagas disease, Community-based screening campaigns, access to diagnosis.

Introduccién

La enfermedad de Chagas (EC) continiia siendo una infeccién parasitaria pobremente visualiza-
da, debido a que las personas infectadas presentan ausencia o escasa sintomatologia. Trypanoso-
ma cruzi es el agente causal de esta parasitosis, que se detecta después de muchos afnos de haberlo
adquirido. De hecho, la mayoria de los afectados no son conscientes de su infeccién, por lo que
ellos no acceden a su tratamiento especifico en el momento adecuado.

Con el propésito de promover el acceso al diagnostico, tratamiento y seguimiento de la infecciéon
por T. cruzi, se evaluaron tres estrategias de cribado comunitario a los que hemos denominado:
Jueves de Chagas, Sdbados de Consulado, y Domingos de Chagas.
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Métodos

La poblacion incluida los jueves y domingos de Chagas fue captada activamente por la actuacion
de agentes de salud semana/s previas al dia de cribado, mientras que en los Sdbados de Consula-
do, la poblacion fue captada el mismo dia de la actividad comunitaria.

Las muestras de sangre recogidas en cada actividad fueron analizadas mediante tres pruebas in-
dependientes, dos pruebas de ELISA y una inmunofluorescencia indirecta.

El circuito de gestion de muestras y resultados fue canalizado a través del Centro Municipal de
Salud Comunitaria de Usera.

Resultados

De abril a diciembre de 2018, se analizaron 523 muestras. La prevalencia global fue de 20,1%,
siendo mayor en los cribados de jueves e inferior en los cribados de domingo. Teniendo en cuenta
los recursos humanos involucrados en cada actividad, el cribado en sabados present6 una mayor
eficiencia (Tabla 1). E1 100% de los participantes positivos tenia como pais de origen, Bolivia.

Conclusiones

Las estrategias de cribado comunitario en Madrid permitieron la detecciéon de la infecciéon por
T. cruzi fuera del &mbito de atencion primaria del Sistema Sanitario, contribuyeron en el acceso a
la informacion y el diagnostico en franjas horarias acordes a la disponibilidad de tiempo de la po-
blacidén en riesgo. El conocimiento de las necesidades de la poblacion afectada permitira mejorar
la eficiencia de las estrategias comunitarias.

Tabla . Prevalenciay eficiencia de las estrategias de cribado comunitario en Madrid,
abril a diciembre de 2018

N° jornadas N° persona N° positivos Prevalencia Eficiencia %o
analizadas E.Chagas % (C195%)
3,91

Jueves 73 20 274176 - 39,])
Sabado 5 199 47 23,6 (17.9-30,]) 472
Domingo 15,1(10,9 - 20,2) 3,03
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En respuesta al desabastecimiento global del benznidazol, una iniciativa de Fundacién Mundo
Sano que incluy6 al Ministerio de Salud de la Naci6n en Argentina, Maprimed y Laboratorios
ELEA-Phoenix, permitié que a partir del afio 2012, este medicamento se produjera en Argentina
bajo el nombre comercial de Abarax® en sus presentaciones de 50 y 100 mg. Abarax® se incluy6
en el listado de medicamentos esenciales de la OMS y ELEA fue calificado por la OPS como tinico
proveedor de benznidazol - Abarax®.

En septiembre de 2017 la Food and Drug Administration de los Estados Unidos aprobd el registro
de este producto para el tratamiento etiologico de la Enfermedad de Chagas en ninos de 2 a 12
anos. Esta indicacion dirigida a la poblacion peditrica respondi6 a los antecedentes de evidencia
respecto de la eficacia terapéutica del benznidazol.

Sin embargo, a este momento no existia una presentacioén acorde del benznidazol para facilitar
la mejor administracion a la poblacion pediatrica. En respuesta a esta necesidad, el desarrollo de
una presentacion de benznidazol para uso en poblaciéon pediatrica (12,5 mg) tuvo lugar por parte
del esfuerzo conjunto de Fundaciéon Mundo Sano, DNDi y el laboratorio Elea-Phoenix. Esta pre-
sentacion fue aprobada en 2018 para uso en nifios de 0 a 2 afios por la Administracién Nacional
de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT) de Argentina. Esta nueva herra-
mienta es un aporte que favorece impulsar el diagnostico y tratamiento del Chagas en los nifios.
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Introduccién/objetivos

La aparicion de cardiomiopatia es la complicacién mas grave y frecuente de la enfermedad de
Chagas*2. El papel del benznidazol en el control de esta ha sido objeto de controversia3. Se descri-
ben los resultados de un programa de seguimiento de miocardiopatia chagasica en un grupo de
pacientes con enfermedad de Chagas crénica tratados con benznidazol.

Métodos

Se realiz6 un seguimiento basal y posttratamiento de la aparicion y/o evoluciéon de cardiopatia
chagasica de todos aquellos pacientes diagnosticados de enfermedad de Chagas cronica atendidos
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en el Hospital Universitario Central de Asturias entre los afios 2008-2017. Los pacientes fueron
diagnosticados mediante la técnica IDPaGia (DiaMed). Los casos positivos se confirmaron en el
CNM (Majadahonda) con un segundo ELISA (Ag Totales) y una PCR nested. Los pacientes fueron
tratados con benznidazol segiin pauta habitual. En todos se realiz6 seguimiento clinico, ECG, Rx
Térax, y ecocardiografias basales y posteriormente de forma anual junto con una reaccion en cadena
de la polimerasa previa al inicio, al fin, a los 3,6,12 meses del tratamiento, y posteriormente anual.

Resultados

Se analizaron 39 pacientes. Tiempo medio de seguimiento: 1.582 dias. Cinco pacientes presen-
taban HTA que en un caso se acompafiaba de diabetes. El ECG basal fue normal en 81,8% de los
casos, 2 pacientes presentaban hipertrofia del ventriculo izquierdo, 2 taquiarritmias ventriculares
y 1 bradicardia. Respecto a la ecocardiografia basal 1 paciente presento un aneurisma ventricular,
otra hipocinesia septal con fraccion de eyeccion disminuida y otra hipertrofia del ventriculo iz-
quierdo (HVI). Al final del seguimiento, todos los pacientes excepto cuatro permanecian estables
dentro de su situacion basal. Los cambios fueron electrocardiograficos inicamente: aparicion de
BRIHH en 1 paciente, alteraciones inespecificas de la repolarizaciéon en dos y HVI izquierda en
uno. Todos los pacientes presentaban una reaccion en cadena de la polimerasa positiva en el mo-
mento del diagndstico que se negativizo al final del tratamiento y durante el seguimiento.

Conclusiones

Tras el tratamiento con benznidazol el 90% de los pacientes permanecieron estables dentro de su
situacion basal apareciendo tinicamente en el resto cambios electrocardiograficos*. Se requieren
seguimientos prolongados para evaluar la eficacia del benznidazol en la cardiopatia chagasica.
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Introduccién / objetivos

En el contexto de la enfermedad de Chagas, la transmisiéon congénita de Trypanosoma cruzi es
una importante via de trasmision de la enfermedad y constituye un problema de salud piblica
en zonas endémicas y no endémicas. Durante el desarrollo del embarazo en gestantes infectadas
debe establecerse un equilibrio en el que se mantenga la competencia inmunologica para la defen-
sa de la madre y, al mismo tiempo, inducir los mecanismos de tolerancia necesarios para prevenir
una respuesta frente a aloantigenos fetales. El objetivo de este estudio fue caracterizar a nivel
inmunoldgico las modificaciones inducidas por el proceso de gestacion en su coexistencia con la
infeccidn con T. cruziy su relacion con la transmision vertical.

Métodos

Se evalud la expresion de receptores inhibitorios y multifuncionalidad de las células T CD4* y
CD8* en el contexto de la gestacion, en un modelo murino de infeccion crénica con T. cruzi, em-
pleando citometria de flujo multiparamétrica.

Resultados

Los resultados obtenidos muestran que en ratonas infectadas con T. cruzi la gestaciéon induce la
disminucion del porcentaje de células T que expresan receptores inhibitorios, el aumento de la
frecuencia de linfocitos T CD#+ y CD8* multifuncionales y el aumento de la carga parasitaria. Asi,
el 88% de las ratonas infectadas con PCR negativa antes de la gestacion presentan cantidades de-
tectables del parasito durante la gestacion. El 37% de las ratonas gestantes con PCR positiva son
capaces de transmitir el parasito. Interesantemente, aquellas ratonas que transmiten el parasito a
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su progenie presentan una mayor frecuencia de linfocitos T CD4+ y CD%+ que co-expresan recep-
tores inhibitorios, asi como una menor frecuencia de células T multifuncionales.

Conclusion

Las ratonas que transmiten verticalmente el parasito no revierten el proceso de homeostasis in-
ducido por el embarazo, afectandose asi la calidad de respuesta de las células T del hospedador, lo
cual parece ser un factor de riesgo en la transmision congénita de 7. cruzi.
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Introduccion

El Valle Alto de Cochabamba (VA) cuenta con 52.340 habitantes, es endémico para la Enferme-
dad de Chagas, y actualmente cuenta con buen control vectorial. Hasta el 2015 la atenciéon de Cha-
gas solo se realizaba en el Hospital de Referencia en Punata (HMAVP). Como parte del Programa
“Global Laboratory Initiative” (GLI) de la Fundacion PROBITAS y con el fin de mejorar el acceso
al diagnostico y manejo integral del mal de Chagas y otras enfermedades desatendidas en los cen-
tros de salud (CS), se realiz6 una intervencion integral en 4 municipios del VA (Villa Rivero, San
Benito, Arani y Punata), en sus tres principales CS y el hospital de referencia, mediante cuatro
acciones: 1) mejora de infraestructura y equipamiento de laboratorios; 2) capacitacion al personal
de salud; 3) IEC a nivel comunitario y en las escuelas y 4) compromiso de los municipios para la
sostenibilidad de la intervencion.

Resultados

En 26 meses, se equiparon tres CS, se reforzo el HMASVP, y se ampliaron cuatro laboratorios. Se
capacitaron 264 profesionales de salud en el manejo protocolizado del mal de Chagas. Concreta-
mente, a 15 bioquimicos se les capacit6 para implementar técnicas de laboratorio para el manejo
de Chagas, toxoplasmosis, entero-parasitosis (métodos de concentracion), pruebas automatiza-
das de hematologia, pruebas de funcion hepatica, renal, PSA, y glicemia. Asi mismo, en relacion
a la formacion del personal, se instal6 un software especifico del programa GLI para mejorar la
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gestion del laboratorio y se desarroll6 un médulo e-learning para capacitacion del personal como
estrategia de sostenibilidad.

Se desarrollaron actividades de IEC en comunidades en castellano/quechua a 1.036 personas,
y se desarroll6 un texto educativo para colegios adaptado al contexto del VA que sirvié de base
para dos concursos televisados sobre los cuidados de salud y uso de los CS, que alcanz6 a cerca
de 34.000 mil personas. Los municipios firmaron convenios, y ademas uno de ellos (Villa Rivero)
ampli6 el laboratorio y contratd personal para laboratorio. A ocho meses de finalizar el proyecto,
todos los municipios mantienen la oferta ampliada de laboratorio.

Mediante la sumatoria de todas las acciones durante un ano, se realizaron 2.443 nuevas consultas
para Chagas en los CS, con un total de 6.617 en toda la red de Salud del VA. En total se realizaron
34.990 pruebas de laboratorio en los CS para el manejo de Chagas y otras patologias.

Conclusion

El enfoque holistico en el modelo “Global Laboratory Initiative” (GLI) implementado en la enfer-
medad de Chagas y otras enfermedades desatendidas, conlleva una mejora integral del sistema de
salud local y de la educacién sanitaria de la comunidad. Asi mismo, facilita el acceso a la atenciéon
primaria de salud en general y a la atencién de pacientes con Chagas en particular, disminuyendo
la sobrecarga del hospital de referencia e incrementando la frecuentacion de los centros de salud
rurales que son los mas cercanos a las poblaciones més vulnerables.
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Tolerance to benznidazole and nifurtimox in adult patients
with Chagas disease: A retrospective study
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Introduction

Nifurtimox and benznidazole remain the only drugs available for the treatment of Chagas disease
nearly fifty years after their first use. Few studies have compared their respective tolerance in
clinical setting. We compared the completion rate and the frequency of side effects in a cohort of
patients treated with benznidazole or nifurtimox following a standardized protocol at the Geneva
University Hospitals.

Methods

We retrospectively analysed the medical files of all patients treated from 2008 to 2017. In absence
of validated recommendations, drug availability was the main determinant in the choice of the
first-line drug. Patients received benznidazole (5mg/kg/day, maximum 30omg/day) or nifurti-
mox (1omg/kg/day) for 60 days with clinical follow-up at 7, 21 and 60 days or in case of side
effects. When the initial treatment had to be prematurely stopped, efforts were made to relay with
the second drug to complete the 60-day therapy.

Results

Of the 176 patients, 92 (52.3%) received benznidazole and 84 (47.7%) nifurtimox as first-line
therapy. Hundred forty-three (81.3%) were female, 173 (908.3%) were Bolivians, the mean age was
39.6 (SD 8.4) years and 142 (80.7%) were at the indeterminate phase of the chronic stage. Age
was the only significant difference between groups (benznidazole group: 41.3, nifurtimox group:
37.7 years, p<0.005). The mean duration of the first line therapy was 46 (SD 20.3) days and 110
(62.5%) patients completed the 60-day therapy with no difference between groups (p=0.571 and
0.533, respectively). When combining first and second-line drugs, the rate of completion rea-
ched 64.8%. We found no predictive factor for treatment completion. Treatment was interrupted
in 90 (51.1%) patients due to side effects, significantly more frequently with nifurtimox (59.5%)
than with benznidazole (43.5%) (p=0.036). The main side effects with benznidazole were asthe-
nia (40.8%), headaches (40.2%), pruritus (37%), nausea (35.9%), mood change (31.5%) and rash
(29.3%). Anorexia (73.8%), headaches (71.4%), asthenia (69.4%), nausea (54.8%) and insomnia
(50%) predominated with nifurtimox.

XV Jornada sobre la enfermedad de Chagas
1

33



|
Poster

Discussion

This pragmatic study highlights the high rate of treatment interruption and non completion due
to poor drugs tolerance. We found no significant difference between drugs in terms of treatment
duration and completion rate but nifurtimox entailed more frequent interruptions. This stresses
the need for the development of better tolerated drugs for adults with Chagas disease.

XV Jornada sobre la enfermedad de Chagas
1

34



© @ISGLOBALorg

WWW.ng|Oba|.0l'g @ Facebook.com/isglobal

@ISGLOBALorg

Barcelona




