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RESUM

Els tractaments actuals amb benznidazol (BNZ) per la fase cronica de la malaltia de Chagas (MC)
presenten nombrosos inconvenients, ja que s’associen a taxes de curacioé baixes i a 1’aparicio de
toxicitat en més del 50% dels individus, especialment en forma de reaccié cutania.
Aproximadament, un 15% acaben suspenent el tractament per aquest motiu. Anteriorment,
aquestes reaccions s’han relacionat amb la preséncia de I’al-lel HLA-B*35:05. L’objectiu
d’aquesta tesi és optimitzar el tractament actual seguint dues estratégies: per una banda descriure
els factors de risc per presentar reaccions cutanies d’hipersensibilitat i confirmar de forma
prospectiva la seva associacié amb 1’al-lel HLA-B*35:05; i per altra banda comparar 1’eficacia

parasitologica i la seguretat del BNZ en 3 esquemes terapéutics diferents.

El primer estudi és un estudi observacional prospectiu que inclou individus en la fase cronica de
la MC que acceptaven rebre tractament amb BNZ seguint les guies actuals. Es va genotipar 1’al-lel
HLA-B a tots els participants. Es va fer seguiment clinic i analitic els dies 0, 7, 14, 30 i 60 del
tractament. Es van incloure 207 participants. Un 70% eren dones amb una edat mitja de 45.1 (SD
+9.86) anys, majoritariament de Bolivia (92.8%). En 102 (49.3%) dels casos es va diagnosticar
una reaccio cutania. D’aquestes, 48 (46.6%) es van classificar com a lleus, 37 (35.9%) com a
moderades i 18 (17.5%) com a severes. Fins a 31 (15.4%) dels individus van haver d’interrompre
el tractament de manera definitiva. El sexe femeni (OR 4.49 [1C95% 1.62-12.47]), la eosinofilia
de nova aparicié (OR 2.55 [IC95% 1.2-5.43]) i ser portador del grup al-lélic HLA-B*35 (OR 2.58
[1C95% 1.2-5.51]) eren predictors de reaccions cutanies moderades o severes.

El segon treball és ’assaig clinic MULTIBENZ, un assaig clinic fase 2b, aleatoritzat, doble-cec
gue es va dur a terme a 1’Argentina, el Brasil, Coldombia i Espanya. Vam incloure individus adults
diagnosticats de MC amb DNA de T. cruzi detectable per qPCR en sang periférica. Els
participants van ser aleatoritzats utilitzant un esquema de randomitzaci6 balancejat per blocs i
estratificat per pais en una proporcié de 1:1:1 a rebre 3 esquemes diferents: 300mg/60dies (control
treatment; CT), 150mg/60dies (low-dose treatment; LDT), 0 400mg/15dies (short treatment; ST).
L’objectiu primari era la proporcid6 de participants amb una negativitzacid parasitologica
sostinguda mesurada mitjancant gPCR durant el periode de 12 mesos de seguiment. L’objectiu
primari de seguretat era la proporcio d’individus que havien de suspendre el tractament de forma
definitiva. Ambdds analisis es van basar en la poblacié per intencié-de-tractar. Des de 1’ Abril de
2017 al Setembre de 2020 es van incloure un total de 245 pacients i després de les exclusions,
234 participants van ser aleatoritzats i inclosos a 1’analisi: 78, 77 1 79 participants al grup CT,
LDT i ST respectivament. Es va observar una negativitzacio parasitologica sostinguda en 42/78
(54%) individus al grup CT, 47/77 (61%) al grup LDT i 46/79 (58%) al grup ST amb una OR de
1.41 [IC95% 0-69-2-88] quan comparavem el grup LDT amb el CT i una OR 1.23 [0.61-2.50]
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guan comparavem el grup ST vs. CT. Un total de 177 (76%) dels participants van reportar algun
efecte advers: 62 (79%) del grup CT, 56 (73%) del LDT i 59 (77%) del grup ST. No obstant, les
suspensions foren menys frequents en el grup ST comparat amb el grup CT (2% vs. 14%, OR
0.20 [95% CI 0.04-0.95]).

D’aquests resultats concloem que els individus portadors del grup al-lélic HLA-B*35 presenten
un major risc de reaccions cutanies moderades o greus sota tractament amb BNZ. A més a més,
es conclou també que els 3 régims terapéutics presenten una resposta parasitologica similar, tot i

que els nous podrien disminuir la proporci6 d’efectes adversos i per tant millorar-ne 1’adheréncia.
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SUMMARY

Current treatment with benznidazole (BNZ) for chronic Chagas disease (CD) is far from ideal, as
it is associated with low cure rates and substantial toxicity in more than 50% of individuals,
especially cutaneous events, leading to discontinuation in approximately 15%. These reactions
have been previously related to the specific allele HLA-B*35:05. The objective of the present
thesis is to optimize the actual treatment following two strategies: to describe risk factors for
cutaneous toxicity and prospectively confirm the association with the allele HLA-B*35:05; and

to compare the parasitological efficacy and safety of 3 different benznidazole regimens.

The first study is a prospective observational study including adult chronic CD individuals who
accepted to receive benznidazole treatment following current guidelines. Allele genotyping of
HLA-B was determined in all participants. Clinical and analytical follow-up was performed at
days 0, 7, 14, 30 and 60 of treatment. Two-hundred and seven individuals were included. Seventy
percent were female with a mean age of 45.1 (SD £9.86) years mainly from Bolivia (92.8%). In
102 (49.3%) cases a cutaneous reaction was diagnosed. Forty-eight (46.6%) were classified as
mild, 37 (35.9%) as moderate and 18 (17.5%) as severe. Thirty-two (15.4%) subjects had to
definitively interrupt the treatment due to a cutaneous reaction. Female sex (OR 4.49; 95%ClI
1.62-12.47), new-onset eosinophilia prior to cutaneous symptoms (OR 2.55; 95%CI 1.2-5.43) and
carrying the HLA-B*35 allelic group (OR 2.58; 95%CIl 1.2-5.51) were all predictors of moderate

to severe cutaneous reactions.

The second study is the MULTIBENZ trial. A 2b phase, randomized, double-blind, clinical trial
performed in Argentina, Brazil, Colombia, and Spain. We included participants aged 18 years and
above diagnosed with CD and a detectable T. cruzi DNA by gPCR in blood. Participants were
randomized using a balanced block randomization scheme stratified by country, in a 1:1:1
proportion to receive BNZ at 3 different doses: 300mg/60days (control treatment; CT),
150mg/60days (low-dose treatment; LDT), or 400mg/15days (short treatment; ST). The primary
objective was the proportion of patients with a sustained parasitological negativity by means of
gPCR during a follow-up period of 12 months. The primary safety outcome was the proportion
of people who permanently discontinued the treatment. Both primary efficacy analysis and
primary safety analysis were based in the intention to-treat population. From April 2017 to Sept
2020 the trial enrolled 245 people and after exclusions, 234 randomized patients were included
in the analysis: 78, 77 and 79 participants in the CT, LDT and ST groups respectively. Sustained
parasitological negativity was observed in 42/78 (54%) individuals in the CT group, 47/77 (61%)
in the LDT set and 46/79 (58%) in the ST group with an OR 1.41 [95% CI 0-69-2-88] when
comparing the LDT with the CT, and an OR 1.23 [0.61-2.50]) comparing the ST vs. CT. One-
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hundred seventy-seven (76%) participants reported an adverse event (AE): 62 (79%) among CT,
56 (73%) in LDT and 59 (77%) in the ST set. However, discontinuations were less frequent in
the ST arm compared to the CT arm (2% vs. 14% OR 0.20 [95% CI 0.04-0.95]).

As a conclusion, individuals carrying the HLA-B*35 allelic group are at higher risk of moderate
to severe reactions when taking benznidazole treatment. Furthermore, participants in the three
therapeutic regimens had a similar parasitological response. However, new regimens may

decrease AE and enhance treatment adherence.
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1. INTRODUCCIO
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1. Introducci6
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1.1. La malaltia de Chagas i la seva situacio actual

La tripanosomiasis americana o malaltia de Chagas (MC) és una malaltia parasitaria descrita per
primera vegada per Carlos Chagas al 1909 (1). La malaltia esta causada per un protozou de 1’ordre
dels quinetoplastids, el Trypanosoma cruzi, una infeccid de tipus zoonotic que es troba
fonamentalment a les arees endémiques de 21 paisos del continent america (Figura 1). S’estima
que entre 6 i 7 milions de persones es troben infectades a tot el mén i 75 milions resideixen en
arees amb risc d’adquirir-la (2). Tot i aixi, és considerada per la Organitzacié Mundial de la Salut
(OMS) com una de les 20 malalties desateses, afectant generalment a comunitats empobrides i

amb escassa visibilitat essent font de discriminacié i estigma.

El Salvador g G
Sy vyana
Costa Rica Suriname

French Guiana

Bl Endemic area where interruption of
vectorial transmission is not a goal

[ Endemic area where transmission by
the main vector has not been interrupted

[] Area where transmission by the main
vector is close to interruption

[ Area where transmission by the main
vector is interrupted

[ Area where the main vector has been
eliminated

[ Non-endemic area without evidence
of transmission

[J No data available

Figura 1. Arees endémiques i control vectorial. Imatge extreta de Pérez-Molina et al. 2018

1.1.1.Cicle vital i classificacié de T. cruzi

El cicle vital de T. cruzi inclou artropodes que fan de vectors i mamifers com a hostes definitius.
Els tripomastigots metaciclics, que es desenvolupen a nivell del tub digestiu del vector, son les
formes que s’excreten amb la femta durant o després de la ingesta. Quan s’alliberen els
tripomastigots al costat de la ferida es produeix 1’autoinoculacié per part de I’hoste amb el rascat
0 a través de les mucoses. Dintre de I’hoste es diferéncia en els amastigots, les formes replicatives

(3). Els tripomastigots son els encarregats d’envair diferents teixits, presentant tropisme pel teixit
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cardiac i els ganglis del sistema nervids autonom digestiu on la infeccio pot persistir durant
decades (4).

Trypanosoma cruzi

Triatomine Bug Stages Mammalian Stages QDPDX

Triatomine bug takes a blood meal

(passes metacyclic trypomastigotes in feces, e Metacyclic trypomastigotes
trypomastigotes enter bite wound or

mucosal membranes, such as the conjunctiva) penetrate various cells at bite
§ wound site. Inside cells they

% transform into amastigotes.

o Metacyclic trypomastigotes /\

in hlndgut/

o

T O, Lo
o
Cewmam
can infect other cells y, Y 5 ¢
Srd transforin Into: of infected tissues.
intracellular amastigotes
in new infection sites.

° Intracellular amastigotes
ﬁ transform into trypomastigotes,

B

Many mammalian species have been
recognized as T. cruzi reservoir hosts.

o Multiply in midgut

9 Triatomine bug takes
a blood meal

trypomastigotes ingested|
G Epimastigotes P 9 gested)

e \

9 %Infectlvestage 2 ! ! §

ﬁ Diagnostic stage

then burst out of the cell
and enter the bloodstream.

!/

Figura 2. Cicle vital de T. cruzi. Imatge extreta dels CDC. www.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisamerican.
Accés Julol 2023.

T. cruzi és un microorganisme amb gran diversitat genética i fenotipica. Tot i que han existit
diferents formes de classificacio en funcié de la rellevancia ecologica i epidemioldgica,
actualment la classificacio més acceptada divideix T. cruzi en 7 llinatges o Discrete Typing Units
(DTUs): Tcl-TcVI i Tcbat (5). A nivell geografic, Tcl es concentra a Ameérica Central i al nord
d’Ameérica del Sud. Es la DTU més abundant i estesa, tant a nivell selvatic com doméstic. En
canvi, Tcll es distribueix al con sud i a les regions centrals d’Ameérica del Sud en cicles
principalment domestics, essent la principal causa de MC a I’est i centre del Brasil. TcV i TcVI
es consideren hibridacions de Tcll i Tclll, i tenen el seu ninxol geografic principal a I’Argentina,
el Paraguai i Bolivia (TcV) i la regi6 del Gran Chaco (TcVI). Tant Tclll com TclV es troben
principalment a la selva amazonica brasilera i als paisos adjacents, perd mentre que Tclll és molt
infreqiient com a causa d’infeccié en humans, TclV és una causa a tenir en compte en aquestes
regions (6). Finalment Tcbat és una DTU descrita posteriorment en rat-penats de la selva

amazonica que s’ha descrit de forma anecdotica com a causa de MC (7).
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Mé¢s enlla de la distribucié geografica, la importancia d’aquesta divisié rau en les diferents
implicacions cliniques i terapeutiques que s’han descrit. A nivell clinic, mentre que Tcll, TcV i
TcVI s’han associat tant a cardiopatia com a afectacié digestiva, aquesta Ultima és extremadament
infreqUent a les arees on la causa principal de la MC és la Tcl (8-10). Tot i aixi, cal tenir en
compte com a possible factor de confusid el fet que en algunes series, fins a un 50% dels individus
presentaven coinfeccions per diferents DTU (11). Quant a la resposta terapeutica, és coneguda la
diferent susceptibilitat als nitroimidazols de les diferents soques de T. cruzi tant en model in vitro
com en model in vivo (12,13). No obstant, la manca d’estandarditzaci6 dels diferents models en
pel que fa a tractament, indcul i hoste no han permés identificar una correlacié estricta entre els

nivells de benznidazol i la seva tolerancia en cap DTU concreta (14).

1.1.2.Vies de transmissio

La principal via de transmissié a les zones endémiques segueix essent de tipus vectorial. Els
triatomins son insectes que s’alimenten principalment de la sang de mamifers a través de la
picada. Existeixen fins a 157 especies diferents, essent les del genere Triatoma, Panstrongylus i
Rhodnius les més frequientment relacionades amb la transmissié de la MC en humans (15). La
seva distribuci6 és amplia a tot el continent america i estan adaptats tant a regions selvatiques
com a arees més seques (16). Donada la seva adaptacié a diferents ninxols ecoldgics, els
triatomins permeten la circulacioé de T. cruzi entre hostes selvatics, peri-domeéstics i domestics

podent afectar a 1’ésser huma i dificultant la seva eliminacid.

No obstant, existeixen altres vies de transmissié. La transmissi6 oral es produeix per la ingesta de
productes contaminats amb femtes de triatomins infectats, generalment per sucs o liquats
casolans. Tot i que és una via minoritaria, es considera re-emergent i caracteristicament cursa en
forma de brots amb una mortalitat que ronda el 3-6% (17). Altres formes de transmissié inclouen
la transmissio vertical, que es produeix arrel de la infeccié congénita transplacentaria, aixi com
les transfusions sanguinies (al voltant del 10% dels casos), transplantament d’organs, accidents

biomeédics a laboratoris o consum de carn d’animals infectats (18).

Degut a la globalitzaci6 i les migracions internacionals, durant les darreres decades la MC ha
esdevingut una malaltia emergent en regions no-endemiques, principalment a Europa, Estats
Units, Canada i Asia. Al 2009, una revisio va estimar entre 68.000 i 122.000 casos a Europa, amb
un 95% d’individus no diagnosticats (19). Als Estats Units, un altre estudi va estimar un total de
288.000 infectats (20). Tot i que els processos migratoris son la principal font d’aquests casos, la
transmissio vertical aixi com les infeccions produides per donacions s6n també una via de
transmissio possible en zones no endémiques (18). Per tal de mitigar aquests risc, s’han

implementat programes de cribratge universal en donacions sanguinies i d’organs aixi com
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diversos protocols de cribratge de la dona i perinatals (21). No obstant, moltes regions no-

endémiques encara no han implementat aquestes iniciatives (22).

1.2. Formes cliniques: presentacid i patogenia

La MC classicament s’ha dividit en 2 fases: la fase aguda i la fase cronica. No obstant, I’tis
progressiu de diferents tractaments immunosupressors i la irrupcié de la pandémia del VIH han

propiciat I’aparici6 de reactivacions (3)(Figura 3).

FASE AGUDA FASE CRONICA

1 - 2 setmanes 4 - 8 setmanes

serologia
100%

= 70%
T. cruzi indeterminada
) :

........................ afausensssruiussanusensand reactivacio

30%

”)I”H/)11}.\[/])71’.\.\1(5

y 9

\ )
N

——

signe de Romaﬁa/[

Figura 3. Formes cliniques de la MC

1.2.1.La fase aguda

La fase aguda es produeix com a resultat de I’entrada dels tripomastigots al cos de 1’hoste. A
nivell clinic, es caracteritza per ser generalment asimptomatica. En alguns casos pero, es poden
produir simptomes com la febre, la cefalea, el mal estar, I’aparicié d’un xancre d’inoculacid per
inflamaci6 del lloc d’entrada, I’edema unilateral de la parpella o signe de Romafia, I’aparicié de
limfadenopaties o inclis un quadre d’hepatomegalia i esplenomegalia. Tot i que generalment
aquesta presentacio és lleu, en menys d’un 5% dels casos, aquesta fase pot presentar-se de forma
greu amb simptomes com la miocarditis aguda, l’embassament pericardic o una

meningoencefalitis amb una mortalitat del 0.2 — 0.5% (23,24).
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Quan la infeccid s’adquireix per transfusions de sang o per transplantaments d’organs, la
simptomatologia sol ser similar a la presentada en I’adquisicié vectorial sense els signes
relacionats amb la porta d’entrada. En el cas de la infeccié congénita, la majoria d’infants es
troben asimptomatics. Tot i aixi, en alguns casos s’han reportat puntuacions baixes a 1’escala
d’Apgar, baix pes 0 destrés respiratori (25,26). Quan la infeccio es produeix per via oral, la
preséncia de simptomes és molt més freqlient arribant quasi a un 98% dels individus. Les
artralgies, dolor abdominal i edema periorbitari bilateral sén simptomes relacionats amb aquesta
via d’adquisicid. A més, la preséncia de formes severes amb afectacio pericardica, miocardica i

neuroldgica sén més habituals amb mortalitats de fins el 50% (27,28).

El periode d’incubacid pot anar des dels pocs dies en el cas de la transmissio oral fins a algunes
setmanes en el cas de la infeccié congenita. A nivell microbiologic, la fase aguda es caracteritza
per la preséncia d’una elevada quantitat de tripomastigots en sang. La invasio dels teixits i la seva
diferenciacioé i replicacio originen tant un dany directe a nivell organic com una resposta
inflamatdria aguda. Una vegada iniciats els simptomes, aquesta fase es manté entre 4 i 8 setmanes
coincidint amb la disminucio progressiva de la parasitemia generalment a partir dels 90 dies si el

pacient no rep tractament (29).

1.2.2.La fase cronica

Una vegada resolta la fase aguda, si el pacient no ha sigut tractat, el parasit evadeix la erradicacio
esdevenint una infecci6 cronica. Aquesta fase es caracteritza per la positivitat de les técnigues
serologiques i una parasitemia baixa o indetectable. La majoria de les persones infectades no
desenvoluparan mai simptomes ni presentaran alteracions a nivell visceral essent per tant el grup
majoritari d’individus infectats per T. cruzi. Aquesta fase s’anomena fase cronica indeterminada.
No obstant, aproximadament un 30-40% dels pacients infectats cronicament, desenvoluparan
afectacio visceral en forma de cardiopatia chagasica cronica (CCC), afectacio digestiva 0 mixta

durant els 10-30 anys que segueixen a la infeccié (3).

La CCC és la forma organica més prevalent i que associa major morbiditat i mortalitat essent la
causa de 7000 morts cada any. Es calcula una progressid a la forma cardiaca del 1,85% per any
(30). Aquesta forma es caracteritza per la preséncia d’alteracions de la conduccio cardiaca i
afectacions de la motilitat del miocardi. Clinicament el pacient pot presentar simptomes com dolor
toracic, palpitacions, sincope o mort sobtada (31). Quant a les manifestacions de
I’electrocardiograma, un dels signes més freqients son el bloqueig de branca dreta o el bloqueig
fascicular anterior esquerre. Altres alteracions associades son les extrasistoles ventriculars,
disfunci6 sinusal, bradicardia, fibril-lacié auricular, bloquejos auricula-ventricle i taquicardies
ventriculars no-sostingudes. En quan a 1’afectacié miocardiaca, 1’aparicié d’aneurismes apicals

esquerres son freqlients en casos avancats, aixi com alteracions segmentaries de la motilitat (32).
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En alguns casos, els pacients acaben progressant a una miocardiopatia dilatada i insuficiéncia
cardiaca essent la primera causa de transplantament cardiac a I’ América llatina (33). L’avaluacio
i classificacio de la cardiopatia chagasica s’ha basat classicament en 1’s de 1’electrocardiograma
i la radiografia de torax (34). No obstant, la introduccié d’altres técniques com 1’ecocardiograma
o la ressonancia magnética (RM) han permes la deteccié d’alteracions més subtils com les
alteracions de la relaxacié o els focus de fibrosis endomiocardiques (35). La disfuncio ventricular,
els estadis 111i IV de la New York Heart Association (NYHA), la cardiomegalia i la taquicardia
ventricular no sostinguda son els factors que més clarament s’han associat amb un mal prondstic

d’aquests pacients (36).

L’afectacié digestiva és I’altra manifestacié que afecta un 10-21% dels individus i ocorre més
freqlientment als paisos del con sud (37). La MC afecta predominantment a esofag, colon o
ambddés com a resultat del dany del sistema nerviés autonom a nivell intramural. Les
manifestacions cliniques esofagiques van des d’alteracions asimptomatiques de la motilitat fins
al megaesofag. L’afectacio del colon es manifesta per un estrenyiment progressiu que pot arribar

a ser molt greu amb aparicié de megacolon (38).

Tot i que existeixen diverses teories dels mecanismes patogenics, avui en dia s’accepta que la
forma cronica i les seves manifestacions sén resultat de interrelacié entre la persisténcia del
parasit i la resposta immunologica de I’hoste (39). En relacié al rol de la persisténcia de T. cruzi,
diversos estudis han evidenciat que ’afectacié visceral es troba relacionada amb la persisténcia
del parasit en aquests organs (40). A més, s’ha descrit I’associacidé entre alguns llinatges
filogenetics i el tropisme per diferents teixits (41). En termes de resposta immunitaria de 1’hoste,
destaca el paper de la immunitat innata amb 1’alliberacié de citocines, espécies reactives a
I’oxigen i I’estres oxidatiu (42—44). Quant a la immunitat adaptativa, s’ha observat la produccio
de diferents auto-anticossos i autoantigens que reaccionen de forma creuada amb els antigens de
T. cruzi (45).

1.2.3.Les reactivacions

Les reactivacions de la MC responen a la proliferacié i moltes vegades a la reaparicio al torrent
sanguini de tripomastigots secundariament a un estat d’immunosupressio. Des de finals de la
década dels 80 s’han descrit casos de reactivacio secundaries a VIH (46). Aquesta es dona sobretot
en pacients amb estats d’immunosupressié severa amb recomptes de CD4 per sota de
100cél/mma3. Clinicament es solen presentar amb afectacio del sistema nervids central (SNC) tant
en forma de lesié ocupant d’espai (chagoma) com en forma de meningoencefalitis (75-80% dels
casos). Altres afectacions menys freqiients son la miocarditis (10-55%), cervicitis, peritonitis o
noduls subcutanis. La mortalitat d’aquestes reactivacions és alta i pot arribar a superar el 75%

dels casos (47).
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Una altra presentacio a tenir en compte és la reactivacio en pacients trasplantats. El risc és diferent
en funcio de 1’0rgan trasplantat. Mentre que el risc en pacients trasplantats de fetge és del 1,8%,
el risc en trasplantament de cor pot arribar al 31%. En aquests casos tot i que s’ha demostrat una
supervivencia similar als trasplantats per altres causes, les reactivacions no son infreqlents i
generalment es presenten en forma de miocarditis, panniculitis 0 ndduls subcutanis (48).
Finalment, s’han descrit casos de reactivacid en pacients amb neoplasies hematologiques i amb

malalties sistémiques autoimmunes, essent aquestes molt menys freqlients (3).

1.3. Diagnostic i sequiment de les persones amb Malaltia de Chagas

1.3.1.Técnigues diagnostigues

A la fase aguda de la malaltia el diagnostic es realitza principalment amb técniques basades en la
deteccio del parasit. La técnica classicament més emprada és la visualitzacié directa dels
tripomastigots a nivell sanguini amb sensibilitats que van del 34 al 85%. Per tal d’augmentar
aquesta sensibilitat es poden emprar metodes de concentracié com el microhematocrit o la técnica
de Strout arribant a sensibilitats de fins el 95% (49).

Existeixen també técniques parasitologiques indirectes per al diagnastic de la MC. La reaccio en
cadena de la polimerasa 0 PCR és una técnica que permet detectar acid desoxiribonucleic
(ADN) parasitari en sang. No obstant, encara existeixen moltes incognites en relacio a la
dinamica del parasit (50). Mentre que a la fase aguda la presencia de T. cruzi a la sang i
per tant també la deteccid per PCR és una constant, a la fase cronica aquesta preséncia és
habitualment de baix nivell i només detectable en un subgrup de pacients (51). A dia
d’avui, existeixen diferents técniques de PCR per la detecci6 del ADN parasitari.
Aquestes, han millorat la sensibilitat i especificitat de les tecniques classiques com el
cultiu o el xenodiagnostic (52). No obstant, la obtenci6 de la mostra, la conservacio, el
volum, el métode d’extraccié de I’ADN o la sequencia utilitzada poden fer variar els
resultats. Aquest fet ha dificultat 1’estandarditzacié de les técniques per tal d’obtenir
resultats comparables i reproduibles (53). Tot i aixi, en els darrers anys s’han produit
avancos notables en la metodologia emprada, permetent la monitoritzacio del parasit en
situacions d’immunosupressiO i fer-ne Us de forma protocol-laria en el diagnostic de la

infeccid congenita utilitzant-la com a marcador subrogat de fracas terapeutic (54).

De totes maneres, a la fase cronica de la malaltia i a la infeccié congénita una vegada han
transcorreguts 9 mesos des del naixement, el diagnostic de la MC es basa en les técniques
serologiques (immunofluorescéncia indirecta, hemaglutinacié indirecta o enzyme linked

immunosorbent assay (ELISA) (55). Aquestes utilitzen antigens parasitaris complets o extractes
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purificats (tests convencionals) i antigens recombinats o péptids sintetics (test no-convencionals).
Donat que no existeix un Unic test de referéncia, per confirmar el diagnostic de la MC cal la
deteccid de IgG utilitzant almenys 2 tecniques serologiques diferents que es dirigeixin contra

antigens diferents (56).

1.3.2.Sequiment i possibles marcadors pronostics

A dia d’avui I"anic criteri de curacid validat és la negativitzacié de les técniques serologiques
convencionals. En adults en la fase cronica, aquest fet es dona habitualment 10-20 anys després
del tractament (57). Per aquest motiu, es recomana fer un seguiment a llarg termini de les persones

infectades per T. cruzi.

No obstant, aquest seguiment prolongat i les exploracions derivades podrien ser innecessaries en
aquells pacients que romandran en fase cronica indeterminada. Per aquest motiu, una de les
principals necessitats en el maneig de la MC és disposar de marcadors precocos tant de progressio
a formes organiques com de cura (58). Durant els darrers anys aquesta linia d’investigacio ha estat
notablement prolifica. S’han identificat diferents marcadors amb potencial tant a nivell individual
com de forma combinada utilitzant técniques serologiques, antigens parasitaris i de 1’hoste,
marcadors immunologics o genetics (59-62). Per desgracia, a dia d’avui encara no n’existeix cap

que estigui validat en 1’us clinic diari.

1.4. Tractament de la Malaltia de Chagas

1.4.1.Tractaments actuals: Benznidazol i Nifurtimox

A dia d’avui, I’arsenal terapéutic es limita als derivats nitroimidazolics benznidazol i nifurtimox.

El benznidazol va ser descrit per primera vegada a finals dels anys 60s (63). Des del 1971 s’utilitza
en humans per al tractament de la MC. Després d’estudis tant pre-clinics com clinics en qué
s’usava per al tractament de la fase aguda i la cronica de la malaltia, va esdevenir el tractament
d’eleccio en ambdues situacions (64). El benznidazol és una pro-droga activada per la nitro-
reductasa del tripanosoma actuant en totes les fases del cicle. D’eliminacié predominantment
renal té una biodisponibilitat del 90% seguint un model d’un sol compartiment. Després d’una

dosis, arriba a la concentracié pic a les 3.5h i té una semi-vida de 12.1h (65).

El nifurtimox és un derivat del nitrofuran que es va utilitzar per primera vegada al 1969 (66).
Metabolitzat per les nitro-reductases, produeix radicals lliures que provoquen el dany sobre T.
cruzi. Amb un primer pas metabolic hepatic amb implicaci6 del citocrom P-450, I’excreci6 renal

és inferior a 1’1%. El seu pic a plasma es produeix a les 2h i presenta una semi-vida de 2.95h (67).
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1.4.1.1. Indicacions

El tractament parasiticida esta sempre indicat en els pacients en fase aguda independentment de
la via de transmissi6. No hi ha assajos clinics que comparin benznidazol vs. nifurtimox pero
generalment es prefereix el primer per la seva millor tolerancia i penetracio a teixits. A meés
d’evitar la progressio a formes més greus, reduir els simptomes i aclarir la parasitemia, el
tractament ha demostrat assolir la curacio serologica de fins al 100% dels casos congenits i fins
al 76% dels casos aguts (68,69).

A la fase cronica en canvi, la seva utilitat i eficacia son més controvertides. En general s’ofereix
als individus en fase cronica indeterminada, especialment en menors de 18 anys i en aquells amb
afectacio organica lleu-moderada. En aquesta situacié hi ha estudis observacionals que han
demostrat un millor pronostic dels pacients tractats en relacié al desenvolupament de la
cardiopatia associada a MC (70,71). En canvi, en aquells pacients amb afectacié organica
avancada, el tractament amb benznidazol sembla ser futil. De fet, a 1’assaig clinic BENEFIT el
benznidazol no va mostrar benefici en quan a nous esdeveniments cardiacs ni en termes de
supervivencia (72). Pel que fa a la eficacia, mentre que en el cas de menors de 13 anys la taxa de
curacio pot arribar a ser del 94%, en adults aquesta es queda entre un 2-40% (73,74). Un altre
grup en el que el tractament es troba especialment indicat son les dones en edat de gestacio. El
tractament parasiticida ha demostrat una clara efectivitat en la interrupcié de la transmissio

vertical quan es tracten abans de la concepci6 (75).

Finalment, en els casos de reactivacio el tractament esta clarament indicat tant per reduir els
simptomes aguts com per millorar el pronostic vital. En els casos de pacients trasplantats, no s’ha
demostrat que la profilaxis amb benznidazol sigui eficag per prevenir la reactivacio. En general
es recomana un seguiment de la parasitemia de forma estreta per tal de diagnosticar de forma
precog la reactivacié i aleshores iniciar el tractament (76). En el cas dels pacients amb VIH a més
d’un seguiment estret i el tractament precog, €s sol recomanar una profilaxis secundaria fins que
el recompte de CD4 supera les 200 cél-lules/mm? (47). En aquest perfil de pacients s’ha estés 1’tis
de la PCR per a la detecci6 del fracas del tractament. Quan aquesta és positiva i la indicacio6 de
tractament no ha variat, es recomana habitualment repetir el tractament amb el mateix farmac o

amb I’alternatiu aixi com valorar allargar la durada (77).

1.4.1.2. Perfil de sequretat del Benznidazol

Una de les caracteristiques del tractament amb nitroimidazols és la mala tolerancia que
generalment mostren els individus tractats. S’ha observat que entre el 40 i el 98% de les persones
que reben benznidazol presenten algun efecte advers (EA), essent aquests més frequents en adults

que en infants. Com a conseqiiencia, entre un 9 i un 30% dels pacients acaben interrompent el

24



tractament (78-81). Generalment, aquests efectes son de caracteristiques lleus 0 moderades i

reversibles pero fins a un 3% dels individus presenten reaccions adverses severes (82).

Cronologicament els efectes secundaris més precogos son a nivell digestiu. Poden aparéixer
durant els primers dies de tractament i es solen presentar en forma de nausea, dispépsia i en alguns
casos vomits tot i que habitualment son lleus i auto-limitats. Entre el dia 10 i 15 després de ’inici
del tractament és quan més frequientment apareixen les alteracions dermatologiques. Aquestes son
els efectes secundaris més habituals i per la seva intensitat o persistencia, els que més implicacions
tenen en el maneig d’aquests pacients. Tot i que generalment sén moderats i es presenten en forma
de prurit i/o erupci6 exantematica, en <1% dels casos la reaccid pot ser molt greu i presentar-se
en forma de sindrome de DRESS (reacci6 farmacologica amb eosinofilia i simptomes sistemics)
(81). També al voltant de la segona setmana de tractament és quan poden aparéixer les afectacions
hematologiques. Les alteracions més freqiient sén la neutropénia i la limfopenia. Tot i que
generalment son lleus i auto-limitades, en alguns casos ja sigui per la persisténcia o per la
intensitat, obliguen a la suspensié del tractament. A nivell analitic també destaca I’elevacid dels
enzims hepatics, més freqiient al voltant del mes de tractament. Generalment son elevacions lleus
o moderades que s’acaben auto-limitant pero obliguen a fer un seguiment analitic per detectar
aquells casos en que aguesta progressa. Un altre EA que es presenta al voltant del mes de
tractament és 1’afectacio articular, ja sigui en forma d’artritis o artralgies. Tot i que a vegades
precisen de tractament simptomatic, poques vegades son causa de suspensié. Finalment, tot i ser
infrequents i aparéixer de forma tardana al voltant dels 40 dies, alguns pacients presenten
simptomes neurologics com les parestésies o la disgéusia, requerint moltes vegades la suspensio
del tractament. M¢s enlla d’aquestes manifestacions, s’han descrit de forma més aillada trastorns

de la son, ansietat, depressio, trastorns menstruals, disfuncio eréctil o inclis broncospasme (83).
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Figura 4. Cronologia efectes secundaris Benznidazol. Imatge propia.

1.4.2.Noves terapies

Els avencos en malaltia de Chagas, igual que en altres malalties desateses han estat historicament
lents per la manca d’inversio. A més, les incognites que segueixen existint sobre el metabolisme
del parasit, la interaccié amb I’hoste aixi com I’enorme variabilitat del mateix han dificultat el
descobriment de noves molécules. Tanmateix, els avencos en el coneixement del parasit com les
millores tecnologiques en el procés de descobriment de nous farmacs han permés la identificacié
de noves dianes i de nous compostos (84). Durant els darrers anys s’han provat diferents families
farmacologiques: inhibidors del metabolisme de la tripanotiona, inhibidors de les proteases de la
cisteina, analegs de lisofosfolipids i derivats dels bis-triazols entre d’altres. No obstant, els
resultats en model animal han parat el seu desenvolupament clinic ja fos per una manca d’eficacia

o0 pel perfil de toxicitat.

En els ultims anys, s’ha aprovat un nou nitroimidazol per la tripanosomiasis africana, el
fexinidazol. Tot i les esperances dipositades, els resultats publicats en malaltia de Chagas no han
estat molt favorables, tant a nivell de seguretat com d’eficacia (85). No obstant, existeixen altres
compostos amb activitat tripanocida que ja es troben en fase clinica. Per una banda els derivats
de I’oxaborol com 1’AN15368, que ha demostrat bons resultats tant d’eficacia com de seguretat

en primats; i el DNDi-6148, una molécula en desenvolupament pel tractament de la Leishmaniosis

26



amb efecte sobre T. cruzi del que s’ha iniciat un assaig clinic fase L. I per altra banda, els inhibidors
del proteasoma com LXE408 que han demostrat eficacia per T. cruzi, T. brucei, Leishmania
donovani i Leishmania infantum i del que també s’ha iniciat un assaig clinic fase I per al

tractament de la Leishmania (84).

1.4.3.0ptimitzacio de les terapies actuals

Donat que els terminis per tal d’aprovar i comercialitzar un nou compost sén generalment molts
llargs, una de les linies d’investigacié més importants a la MC en els darrers anys ha estat la

d’optimitzar els tractaments dels que disposem.

1.4.3.1. Us de biomarcadors per predir toxicitat

En un estudi previ del nostre grup, es van analitzar 54 pacients tractats amb benznidazol, dels
quals 20 (38.5%) van presentar una reaccié cutania. D’aquests es va determinar el perfil de
citocines i una mostra histopatologica de la regi6 afectada, establint-se que es tractava de
reaccions retardades d’hipersensibilitat no mitjangada per IgE (86).

En els darrers anys, les reaccions retardades d’hipersensibilitat a diferents farmacs s’han
relacionat amb antigens leucocitaris humans (HLA) de classe | especifics. El locus que codifica
per els HLA és un gen que presenta un alt polimorfisme amb més de 25.000 variants al-léliques
identificades (87). La identificacio d’aquests polimorfismes ha permés establir estratégies de
prevencio. Un exemple ampliament estes a la practica clinica és la determinacio de 1’al-lel HLA-
B*57:01 abans del tractament de persones infectades pel virus de la immunodeficiéncia humana.
Aquesta estrategia que ha permes reduir drasticament la incidéncia de reaccions

d’hipersensibilitat a I’abacavir (88).

Tornant a I’estudi esmentat anteriorment, es va fer un analisi dels gens HLA, tant de classe | com
de classe I, de tots els participants inclosos. Tot i que cap al-lel es va relacionar amb 1’aparicio o
no de la reacci6 d’hipersensibilitat, la interrupcio del tractament (incloent reaccions moderades i
severes) va ser més freqiient en aquells pacients portadors de 1’al-lel HLA-B*35:05 (45% vs.
15.4%; p 0.03) (86). Aquests resultats obrien la porta a una nova estratégia per detectar aquells
pacients amb major risc, pero el nombre de pacients inclosos era baix per obtenir conclusions

robustes.

1.4.3.2. Nous esquemes terapeutics

Durant els darrers anys, un dels grups farmacologics més estudiats per al tractament de la MC han

estat els derivats triazolics. Desafortunadament, en els diferents assajos clinics publicats tant amb

posaconazol com amb una pro-droga del ravuconazol, la monoterapia amb aquests farmacs va

demostrar taxes de negativitzacio parasitaria clarament inferiors a benznidazol. Tot i aixi es va
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plantejar la possibilitat d’optimitzar 1’actual tractament amb benznidazol combinant-lo amb
aquests principis. Els assajos clinics STOP-CHAGAS i BENDITA van incloure branques de
tractament en qué es combinava benznidazol amb posaconazol i fosravuconazol respectivament

(89,90). En els dos estudis, la terapia combinada no aportava cap benefici en termes d’eficacia.

Una altra de les questions actualment discutides és la durada i la dosi dels tractaments actuals amb
benznidazol. Models matematics basats en estudis farmacocinetics tant pediatrics com d’adults
mostraven com dosis menors durant el mateix temps podrien mantenir eficacies similars als
tractaments actuals. A D’estudi pediatric, els nens eren tractats amb la dosi estandard, pero
arribaven a concentracions menors respecte als adults, sense que aix0 suposés una pérdua
d’eficacia (91). Per altra banda, 1’estudi realitzat en adults insinuava que les dosis actuals de
5mg/Kg/dia podien suposar una sobreexposicio al farmac, ja que dosis de 2.5mg/Kg/dia

mantenien les concentracions de benznidazol en sang dins del rang recomanat (92).

Pel que fa a la reduccid del temps, estudis realitzats amb model muri, mostraven com régims de
tan sols un 25% de la durada estandard, aconseguien taxes de resposta similar (93). Tot i que quan
vam dissenyar el nostre treball mai s’havia avaluat aquesta estratégia en assajos clinics, estudis
observacionals de la practica clinica diaria ja observaven que aquells pacients que havien
d’interrompre el tractament per EAS, presentaven taxes de seroconversid similars a les observades
en individus tractats correctament. De fet, a I’estudi de Viotti et al. un 20% dels adults seguits
durant 10 anys després d’haver rebut un tractament incomplet amb una mediana de només 10
dies, assolien criteris de curacid (94). L’assaig clinic BENDITA, que va incloure individus
bolivians amb malaltia de Chagas en fase cronica indeterminada, va establir 2 bracos de
tractament més curt: dosis de 150mg al dia durant 30 dies 0 300mg al dia durant 15 dies. Aquests
resultats, publicats recentment, han mostrat taxes no-inferiors en termes de negativitzacid
parasitaria sostinguda a 12 mesos respecte al tractament estandard de 60 dies, millorant la

tolerancia i conseqiientment 1’adheréncia al tractament (90).

Tot i que contradictori amb alguns estudis previs, hi ha estudis in vitro que quantifiquen el temps
requerit per eliminar els parasits (analisi temps fins a mort) que mostren com els compostos
nitroheterociclics com el benznidazol sén dosis dependents, al contrari dels triazols. Per aquest
motiu, ja s’han utilitzat dosis més altes en assajos clinics sense que s’hagi observat un augment
en els EAs (89,95). Aixo obre les portes a utilitzar dosis més elevades de les habituals per tal

d’optimitzar-ne al maxim I’efectivitat.
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A dia d’avui, el tractament de la MC segueix restringit al benznidazol i nifurtimox. A banda de
les consideracions en quan a ’eficacia clinica i com es mesura aquesta, a nivell parasitari cap altre
farmac ha demostrat ser superior. No obstant, el perfil de seguretat dista molt de ser optim amb

aparici6 d’efectes adversos de forma molt freqilient 1 taxes molt elevades d’abandonament.

Per tant, a 1’espera de nous biomarcadors que permetin seleccionar aquells pacients amb major
risc de progressio i de nous tractaments que ofereixin un millor perfil d’eficacia i seguretat, una
de les principals linies d’investigacio és la d’optimitzar els tractaments actuals. En aquest sentit
hem vist com en els Gltims anys s’han proposat diferents estratégies. Per una banda, i seguint amb
la linia de la determinacié dels al-lels de I’'HLA, una opci6 és buscar biomarcadors que ens
permetin seleccionar aquells pacients amb millor perfil risc/benefici. Per altra banda, i tenint en
compte la informacié obtinguda en estudis previs, sembla raonable explorar nous régims que
ofereixin alguna millora en relacié a I’efectivitat, la seguretat o el seguiment dels pacients tractats

amb benznidazol.
En aquest sentit les hipotesi del nostre treball son:

- Que I’HLA-B*35:05 es relaciona amb el desenvolupament de reaccions cutanies
d’hipersensibilitat moderades o greus en relacié a 1’as del benznidazol i que per tant es

podria utilitzar per predir la seva aparicio.

- Que la modificaci6 de I’esquema terapéutic actual amb benznidazol per la MC en fase
cronica, ja sigui reduint la dosi diaria (150mg/dia durant 60 dies) o reduint la durada del
tractament amb dosis més altes (400mg/dia durant 15 dies) milloraran 1’adheréncia al

tractament amb una menor toxicitat i taxes de resposta similars a les del régim estandard.
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3.1. Obijectiu principal

Optimitzar 1’as del tractament amb benznidazol per al tractament de les persones amb malaltia de
Chagas en fase cronica utilitzant biomarcadors com a predictors de toxicitat i explorant nous

esquemes terapéutics per millorar-ne la tolerancia.

3.2. Obijectius secundaris

- Confirmar de forma prospectiva I’associacié de ’HLA-B*35:05 i 1’aparici6 de reaccions
d’hipersensibilitat cutania moderada 0 greu amb 1’as de benznidazol pel tractament dels

adults en fase cronica de la MC.

- Descriure altres factors de risc de presentar reaccions d’hipersensibilitat cutania amb 1’Gs

de benznidazol pel tractament dels adults en fase cronica de la MC.

- Explorar I’eficacia i tolerancia de 2 nous regims de benznidazol i comparar-lo amb el

tractament estandard per al tractament dels adults en fase cronica de la MC.

- Avaluar la resposta terapéutica en funcié de I’origen geografic dels individus com

aproximacio a la resposta dels diferents llinatges de T. cruzi.
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Objectives: Benznidazole is the first-line treatment for Chagas disease. Adverse events appear in more
than 50% of patients, leading to discontinuation in approximately 15%. Cutaneous reactions are one of the
most frequent adverse events. Human leucocyte antigen (HLA) genotyping studies identified an asso-
ciation between cutaneous reactions to benznidazole and carrying the specific allele HLA-B*35:05. We
designed the present study to prospectively confirm this association.
Methods: This is a prospective observational study including Chagas disease patients aged 18 years or
more who accepted to receive benznidazole treatment following current guidelines. Allele genotyping of
HLA-B was determined in all patients. Clinical and analytical follow up was performed at days 0, 7, 14, 30
and 60 of treatment.
Results: Two-hundred and seven individuals were included. Seventy per cent were female with a mean
age of 45.1 (SD + 9.86) years mainly from Bolivia (92.8%). In 102 (49.3%) cases a cutaneous reaction was
diagnosed. Forty-eight (46.6%) were classified as mild, 37 (35.9%) as moderate and 18 (17.5%) as severe.
Thirty-two (15.4%) patients had to definitively interrupt the treatment because of a cutaneous reaction.
Female sex (OR 4.49; 95% Cl 1.62—12.47), new-onset eosinophilia before cutaneous symptoms (OR 2.55;
95% CI 1.2—5.43) and carrying the HLA-B*35 allelic group (OR 2.58; 95% (I 1.2—5.51) were all predictors
of moderate to severe cutaneous reactions. No statistical significance was found when the specific allele
HLA-B*35:05 was analysed.
Conclusions: Patients carrying the HLA-B*35 allelic group are at higher risk of moderate to severe re-
actions when taking benznidazole treatment. Pau Bosch-Nicolau, Clin Microbiol Infect 2022;28:881.e1
—881.e5
© 2021 European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases. Published by Elsevier Ltd. All
rights reserved.
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Chagas disease (CD) is a parasitic disease caused by Trypano-
soma cruzi, a zoonotic infection mainly found in endemic areas of
21 countries of the American continent [1]. It is estimated that
about 8 million people are infected and about 75 million people are
at risk of acquiring the infection [2].

1198-743X/© 2021 European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Only two treatments are currently approved for CD: benznida-
zole and nifurtimox, of which benznidazole is the most commonly
used [3,4]. Even though opinions about its usefulness in the chronic
phase are controversial, some observational studies have found a
better clinical prognosis in preventing progression of Chagas-
associated cardiomyopathy [5,6]. Furthermore, the effectiveness
of benznidazole in interrupting vertical transmission in child-
bearing mothers has also been demonstrated [7]. As a consequence,
parasiticidal treatment is usually offered to patients in the chronic
phase, with special emphasis in childbearing women and patients
without Chagas-associated cardiomyopathy [8]. Unfortunately,
benznidazole is associated with adverse events (AEs) in more than
50% of adults treated, leading to a 9%—30% of discontinuations
[9-11].

In recent years, delayed hypersensitivity reactions for many
different drugs have been linked to a specific human leucocyte
antigen (HLA) class I leading to prediction and prevention strate-
gies. The locus codifying for HLA presents a high polymorphism
with >25 000 allelic variants identified (HLA.alleles.org) [12]. For
example, the determination of HLA-B*57:01 before treatment in
individuals infected with human immunodeficiency virus drasti-
cally reduced the incidence of abacavir hypersensitivity reactions.
Based on these considerations, our group published a prospective
study where the cytokine profile and HLA alleles of 52 patients
treated with benznidazole were analysed. Patients carrying the
HLA-B*35:05 allele were at higher risk of moderate to severe
cutaneous reactions compared with patients not carrying this
specific allele (45% versus 15.4%; p 0.03) [13].

We designed this prospective study to confirm the association
between the allele HLA-B*35:05 and the development of a mod-
erate or severe cutaneous reaction.

Materials and methods
Study design and inclusion criteria

We conducted a prospective observational study from January
2016 to August 2017 at two international health centres: Vall
d’Hebron—Drassanes International Health Unit (Barcelona, Spain)
and North Metropolitan International Health Unit (Badalona,
Spain), both of which are included in the International Health
Programme of the Catalan Health Institute (PROSICS).

We included individuals who were 18 years or older with a
diagnosis of CD who had accepted benznidazole treatment
following the current recommendations. Diagnosis was based on
two positive serological tests according to World Health Organi-
zation recommendations [2]: an ELISA with recombinant antigen
(Bioelisa Chagas, Biokit, Llica d’Amunt, Spain) and an ELISA with
crude antigen (Ortho T. cruzi ELISA, Johnson & Johnson, High
Wycombe, UK). Patients with eosinophilia at baseline evaluation
were screened for other parasitic diseases and treated before in-
clusion. We excluded patients who received previous treatment for
CD, patients under immunosuppressive treatment and those with
renal or liver diseases.

Study population and definitions

Cardiac and gastrointestinal involvement was evaluated
through physical examination, 12-lead electrocardiography, chest
radiography and barium enema. Kuschnir classification was used to
grade chagasic cardiomyopathy. A PCR to detect T. cruzi DNA in
peripheral blood was performed before starting treatment in all
patients according to the method described by Piron et al. [14].

Although there is no consensus on treating patients with organ
involvement, we offered anti-parasitic therapy to all participants.
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Allincluded patients were treated with benznidazole at a dose of 5
mg/kg/day divided into two or three doses for 60 days. During
benznidazole treatment, patients were scheduled for follow up at 7,
15, 30 and 60 days for blood test and clinical evaluation to monitor
possible AEs. Furthermore, participants were informed to come to
clinic or emergency department in case of unexpected AEs. Blood
tests for cell count and general biochemistry were performed at
each visit. New-onset eosinophilia before cutaneous symptoms was
defined as an eosinophil count above 500 cells/mL or 5% not pre-
sent at baseline evaluation that appeared any moment before
cutaneous symptoms onset. HLA B allele genotyping was per-
formed in all patients.

Cutaneous reactions were pooled according to a predefined
classification. Mild cutaneous reactions were those with pruritus as
the only symptom or those with skin rash involving less than 40% of
the body surface area; treatment recommendation included anti-
histaminic drugs and moisturizing skin cream. Moderate cutaneous
reactions were those with a skin rash involving more than 40% of
the body surface area or any skin lesions treated with corticoste-
roids or those that required temporary treatment discontinuation.
Severe cutaneous reactions were those with extensive skin
involvement and systemic symptoms (fever, lymphadenopathy),
DRESS (Drug Rash with Eosinophilia and Systemic symptoms)
syndrome, Stevens—Johnson syndrome or Lyell syndrome or those
cases where treatment was definitively interrupted after a physi-
cian assessment.

HLA typing

HLA typing was performed at the basal determination and
blinded for the treating physicians. Genomic DNA was isolated from
peripheral whole blood of the patients following the protocol in-
structions of manual extraction QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qia-
gen, Hilden, Germany). Quantity and purity of the obtained DNA
was determined with the spectrophotometer Colibri (Titertek-
Berthold, Pforzheim, Germany). HLA typing was performed using
sequence-specific oligonucleotides to identify all the HLA-B alleles
present in a PCR-amplified sample. LIFECODES HLA-SSO for HLA-B
Typing kits (Immucor Spain, Cerdanyola del Valles, Spain) were
performed following the manufacturer's instructions using Lumi-
nex XMAP technology [15].

Sample size calculation and statistical analysis

Considering the results previously reported by our group, we
expected a prevalence of 35% of HLA-B*35:05 in our population. We
calculated that we would need to enrol 201 patients for the study to
have a statistical power of 80% to detect a difference in cutaneous
reactions of 20% in the HLA-B*35:05-positive group compared with
the HLA-B*35:05-negative group with a two-sided significance
level of 5%. Losses to follow up before starting the treatment and
voluntary treatment interruptions during the first week unrelated
to AEs were excluded from the analysis and replaced to reach the
calculated sample size.

Categorical variables were expressed as absolute numbers and
percentages, and numerical data were expressed as the mean + SD
for variables with a normal distribution or the median and inter-
quartile range for those with a skewed distribution. Categorical
variables were compared with the ? test or Fisher exact test and
continuous variables with the Student's t test or the
Mann—Whitney U test depending on the distribution. Univariate
logistic regression models were used to calculate unadjusted ORs.
Variables with a significance of p < 0.1 on univariate analysis were
included in the multivariate logistic regression analysis. Models
were performed in a sequential fashion beginning with the variable



P. Bosch-Nicolau et al. / Clinical Microbiology and Infection 28 (2022) 881.e1—881.e5

most strongly associated. A two-sided p < 0.05 was considered
statistically significant. SPSS software for Windows (Version 19.0;
SPSS Inc, Chicago, IL, USA) was used for statistical analyses.

Ethics statement

The study was approved by the Ethics Committee of Vall d’He-
bron Research Institute with the registration code: VHI-BEN-2016-
01 and written informed consent was obtained from all patients.

Results
Baseline characteristics

A total of 223 patients with CD who fulfilled the inclusion
criteria were asked to participate in the study. Sixteen patients
were withdrawn from the analysis: 13 patients were lost to follow
up before starting treatment, and three patients stopped the
treatment after 5 days by their own decision without presenting
any AE. Overall, 207 patients were included in the analysis, 145
(70%) were female and the mean age was 45.1 (SD + 9.86) years.
Most of the patients (192; 92.8%) were originally from Bolivia, four
(1.9%) were from Paraguay, four (1.9%) from El Salvador, four (1.9%)
from Argentina, two (1%) from Honduras and one (0.5%) from
Uruguay, with a median arrival time to Spain of 10 (9—12) years.
When we assessed organ involvement, 32 (15.5%) had chagasic
cardiomyopathy: 28 (13%) were classified as Kuschnir 1, 3 (1.4%) as
Kuschnir 2 and 1 as (0.5%) Kuschnir 3. Twenty-seven (13.1%) pa-
tients presented gastrointestinal involvement, 19 (9.2%) had a
dolichosigma, 6 (2.9%) a dolichocolon and 2 (1%) a megacolon.
Trypanosoma cruzi quantitative PCR was performed in 191 patients,
64 (33.5%) of which had a positive result.

Table 1
Benznidazole-related adverse events

881.e3
Benznidazole adverse events and treatment duration

During treatment with benznidazole, 148 (71.5%) patients had at
least one AE. Benznidazole-related AEs are shown in Table 1.
Cutaneous adverse effects affected 102 (49.3%) patients. Forty-
seven (46.1%) were classified as mild, 37 (36.3%) as moderate and
18 (17.6%) as severe. All moderate to severe reactions presented
erythematous maculopapular confluent rash with symmetric dis-
tribution. None of the patients had DRESS syndrome criteria,
Stevens—Johnson syndrome or toxic epidermal necrolysis syn-
drome. The initial management of patients presenting a mild re-
action compared with those having a moderate to severe reaction
was: spontaneous resolution in 27 (57.5%) versus two (3.6%) pa-
tients; antihistaminic treatment in 17 (36.2%) versus 21 (38.2%)
patients; combined treatment including antihistaminic and corti-
costeroids in one (2.1%) versus five (9.1%) participants, temporary
withdrawal and reintroduction with progressive doses of benzni-
dazole in two (4.2%) versus nine (16.4%) patients and definitive
withdrawal in O versus 18 (32.7%).

Overall, 59 (28.5%) patients permanently discontinued benzni-
dazole treatment. In 32 (54.2%) of them, treatment was interrupted
by their treating physician because of a cutaneous reaction,
including 18 patients who presented a cutaneous reaction that led
to definitive withdrawal, nine patients previously treated with
antihistaminic therapy, three patients treated with combined
therapy of antihistaminic and corticosteroids and two patients who
relapsed after a reintroduction with progressive doses of benzni-
dazole. Other AEs were responsible for six (10.2%) discontinuations:
two patients presented peripheral neuropathy, two developed
neutropenia, one developed a transaminase elevation and one
presented arthralgia. In the remaining 21 (35.6%) patients, treat-
ment interruption was a patient decision after the appearance of
mild AEs.

Adverse events Patients, n (%)

Time of appearance (days), median (IQR)

(n=207)
Cutaneous reactions 102 (49.3) 13 (8-30)
Severity
Mild 47 (46.1)
Moderate 37(36.3)
Severe 18(17.6)
Characteristics
Rash and pruritus 55(26.6)
Pruritus 31(15)
Extended rash 5(24)
Located rash 5(24)
Rash and fever 4(1.9)
Rash and adenopathy 2(1)
General symptoms 49 (23.6) 14 (8-30)
Headache 32(154)
Dry mouth 8(3.9)
Arthralgia 6(2.8)
Insomnia 2(1)
Asthenia 1(0.5)
Digestive 37(17.9) 7(5.5-19.5)
Epigastralgia 10 (4.9)
Nausea and vomiting 25(12)
Diarrhoea 2(1)
Neuro-psychiatric 8(3.8) 29 (11.5-47.25)
Disgeusia 6(2.8)
Paraesthesia 2(1)
Psychiatric alteration 2(1)
Analytical disorders 15(7.3) 15 (8—-30)
Elevated transaminase” 10 (4.9)
Neutropenia 5(24)

Abbreviations: IQR, interquartile range.
2 Transaminase elevation: include any value out of upper normal limits.
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Risk factors of cutaneous reactions

The proportion of women was higher among those presenting
moderate to severe reactions than in those with good tolerance or
mild reactions (90.9% versus 62.5%; p 0.001). When available, new-
onset eosinophilia preceded moderate and severe reactions more
frequently than in those with good tolerance or mild reactions (50%
versus 29%; p 0.01) (Table 2).

HLA-B alleles were determined in all but two patients. When
comparing its frequency between groups, we observed a higher
proportion of the allelic group HLA-B*35 including the specific
allele HLA-B*35:05 among patients with moderate to severe re-
actions compared with those with good tolerance or mild reactions
(64.8 versus 43%; p 0.007 and 40.7 versus 24.5%; p 0.035, respec-
tively). Other HLA-B alleles were screened but no statistically sig-
nificant differences were observed.

A multivariate analysis was performed including statistically
significant variables on the univariate analysis. In the multivariate
analysis, HLA-B*35:05 did not reach statistical significance prob-
ably because of a lack of power (OR 2.15, 95% CI 0.99—4.65), but
when considered, the HLA-B*35 allelic group a strong association
was found (OR 2.58, 95% CI 1.2—5.51). Female sex (OR 4.49, 95% CI
1.62—12.47) and new-onset eosinophilia before cutaneous symp-
toms (OR 2.55, 95% CI 1.2—5.43) were predictors of moderate to
severe cutaneous reactions secondary to benznidazole. Sensitivity,
specificity and predictive values of all three factors are also shown
in Table 3.

Discussion

In our study, after treating 207 adults with chronic CD with
benznidazole, almost one-half of them (49.3%) reported cutaneous
reactions. Although these were mostly mild, in 39 (18.8%) of the
patients these cutaneous effects triggered cessation of treatment.
These rates of toxicity and withdrawal are consistent with previous
published data, where a range of a 12%—20% of treatment discon-
tinuation have been reported [16,17]. Consistently with our previ-
ous observation, where a genetic predisposition to these
phenomena was suggested, our work showed an increased risk of
having a moderate to severe cutaneous reaction when carrying the
allelic group HLA-B*35.

In a previous publication, our group showed that patients carrying
the HLA-B*35:05 specific allele were more likely to interrupt
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treatment, due to more severe reactions compared with those
without the HLA-B*35:05 specific allele (45% versus 15.4%; p 0.03)
[13]. A similar approach was used in a case—control study that
identified HLA-A*68, HLA-A*11:01 and HLA-A*29:02 alleles as
possible risk factors of a T-cell-mediated hypersensitivity reaction.
However, associations with HLA-B alleles were not found, probably
because of the exploratory design of the study with an unpowered
sample size calculation [18]. When we performed a multivariate
analysis to identify risk factors, were all predictors of moderate to
severe cutaneous reactions. Nevertheless, sensitivity and specificity
values of each factor were low. Hence a stratified strategy combining
different factors should be considered in a future validation study.
Significance could not be found when considering the specific allele
HLA-B*35:05. However, an OR of 2.15 (95% CI 0.99—-4.65) highlights
that a possible association may exist and studies with a larger sample
size may help to elucidate a significant correlation.

Female sex has been associated with hypersensitivity reactions.
In previous reports, benznidazole AEs were more common in fe-
male patients and some authors have linked it to higher nitro-
reductive activity in women or a higher immunoglobulin level
[10,13,19]. In our cohort, sex differences could be clearly observed,
especially among moderate to severe reactions, were women rep-
resented a 90% compared with 62.5% among mild reactions or good
tolerance.

Cutaneous AEs usually appear between the first and the fourth
weeks after initiation, characteristically after 2 weeks of drug
exposure. The mechanism of this reaction has been explained by a
non-IgE-mediated drug allergy with a T helper type 2 response
with high levels of suppressing cytokines as interleukin-10 and
production of interleukin-5, which leads to an eosinophilic infil-
trate [13]. Patients who presented a moderate to severe reaction on
the second week of treatment or later, showed new-onset eosino-
philia before cutaneous symptom appearance more often than
those with good tolerance or mild reactions (50 versus 29%). In this
line, eosinophilia could be easily determined and endorsed as an
early marker of a preventive strategy [20].

In the current context, treatment options are bounded to benz-
nidazole and nifurtimox, the efficacy of treatment in late chronic
infection is doubtful and toxicity remains one of the major con-
straints. To have tools that could predict the risk of moderate—severe
reactions might help to optimize treatment algorithms and to better
select which patients are going to present a better safety and
tolerability profile.

Table 2
Characteristics of patients with good tolerance or mild reactions versus moderate to severe reactions
Good tolerance or mild reaction (n = 152) Moderate to severe reaction (n = 55) p value
Sex, n (%)

Female 95 (62.5) 50 (90.9) 0.001
Mean age (years), mean + SD 45.75 + 10.28 4331 £ 84 0.60
Positive PCR, n (%) 47 (33.6) 17 (33.3) 1
Previous cutaneous condition, n (%)* 3(2) 3(5.6) 0.18
Cardiac involvement, n (%) 27(17.8) 5(9.1) 0.19

Kuschnir 1 24 (154) 4(7.7)

Kuschnir 2 2(1.3) 1(1.9)

Kuschnir 3 1(0.7) 0
Digestive involvement, n (%) 23(15.1) 4(7.3) 0.16

Dolicosigma 16 (10) 3(5.5)

Dolicocolon 5(3) 1(1.8)

Megacolon 2(1) 0
New-onset eosinophilia, n (%) 40 (29) 21 (50) 0.01
Previous transaminase elevation, n (%) 24 (16.1) 10 (20%) 0.52
HLA-B*35, n (%) 65 (43) 35 (64.8) 0.007
HLA-B*3505, n (%) 37 (24.5) 22 (40.7) 0.035

Abbreviation: HLA, human leucocyte antigen.

2 Previous cutaneous condition: two psoriasis, two dyshidrotic eczema, one hyper-IgE syndrome, one rosacea.
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Table 3
Multivariate analysis, sensitivity and specificity of risk factors of moderate to severe cutaneous reactions
OR (95% CI) Sens. (%) Spec. (%) PPV (%) NPV (%)
Model 1:
Female 449 (1.62—12.47) 90.9 375 345 919
New-onset eosinophilia 2.55(1.2-543) 50 7 344 823
HLA-B*35 258 (1.2-5.51) 64.8 56.9 35 819
Model 2:
Female 424 (1.54-11.7) 90.9 375 345 919
New-onset eosinophilia 244 (1.16-5.14) 50 71 344 823
HLA-B*3505 2.15(0.99-4.65) 40.7 80.8 449 781

Abbreviations: HLA, human leucocyte antigen; NPV, negative predictive value; PPV, positive predictive value; Sens., sensitivity; Spec., specificity.

This study has some limitations. First, although patients car-
rying HLA-B*35 are at greater risk of moderate to severe reactions,
this marker alone showed a low specificity to guide treatment
indication. Second, patients were predominantly from Bolivia, a
country with a very homogeneous genetic ancestry compared with
other surrounding countries, such as Brazil or Argentina [21].
Moreover, there are also some technical limitations when analysing
HLA alleles. Using sequence-specific oligonucleotides for HLA
typing allows identification of the allelic group. However, because
of the scarce information about allelic frequency among Bolivians,
the inference of the specific allele could not be accurate enough.

In summary, in this study, patients with HLA-B*35 were at
higher risk of moderate to severe cutaneous reactions when taking
benznidazole. Considering other risk factors, such as female sex and
new-onset eosinophilia, we could stratify patient individual risk to
minimize severe reactions. A screening strategy considering these
risk factors should be validated in a wider prospective study
including patients preferably from different genetic backgrounds.
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Considerant els criteris d’inclusio i exclusio del primer treball, finalment es van incloure per a
’analisi 207 individus amb MC en fase cronica. D’aquests, 145 (70%) eren dones i 1’edat mitjana
fou de 45.1 (DE £ 9.86) anys. La majoria dels pacients (192; 93%) eren originaris de Bolivia,
seguits del Paraguai (4; 2%), el Salvador (4; 2%), 1’Argentina (4; 2%), Hondures (2; 1%) i
I’Uruguai (1; 0.5%). El temps d’estada mitja a Espanya des del seu procés migratori va ser de 10
(9-12) anys. Quant a les caracteristiques cliniques dels participants, 32 (15%) presentaven
afectacié cardiaca en forma de CCC. Seguint la classificacié de Kuschnir, la majoria es trobaven
en estadis lleus: Kuschnir 1 (28), Kuschnir 2 (3) i Kuschnir 3 (1). A nivell digestiu, 27 (13%)
individus presentaven alguna afectacid, essent aquesta en forma de dolicosigma (19), dolicocolon
(6) i megacolon (2). A nivell parasitologic, la detecci6 de T. cruzi per PCR va ser positiva en 64

(33%) participants.

Durant el tractament amb BNZ, 148 (71.5%) individus van presentar algun efecte secundari. Els
efectes més freqlients van ser els cutanis (102; 49%) seguit dels generals (49; 24%), digestius (37;
18%), alteracions a nivell analitic (15; 7%) i neuro-psiquiatrics (8, 4%). Quan vam analitzar les
reaccions cutanies, aquestes les vam classificar com a lleus, moderades o greus en un 46%, 36%
i 18% respectivament. Cap dels participants va presentar una sindrome de DRESS, una sindrome
de Stevens-Johnson o una necrolisi epidérmica toxica. Quan vam comparar el maneig inicial entre
les reaccions cutanies lleus i les moderades-greus vam veure gque un 57.5% vs. 3.6% presentava
una resolucio espontania, un 36% vs. 38% precisaven de I’ts d’antihistaminics, en un 2% vs. 9%
s’instaurava un tractament combinat amb antihistaminics i corticoides, en un 4% vs. 16% es
decidia una suspensiO transitoria del tractament amb posterior reintroduccié progressiva i

finalment un 0% vs. 33% suspenien el tractament de forma definitiva.

Considerant I’evolucié posterior, un total de 59 (28%) individus van suspendre el tractament de
forma definitiva. Si mirem les causes d’aquesta suspensio, en 32 (54%) dels casos, aquesta va ser
una decisid del seu metge en resposta a una reaccié cutania considerada moderada o greu. En 18
casos aquesta suspensié va ser immediata, mentre que en 9 individus es va produir després
d’instaurar tractament antihistaminic, en 3 després del tractament amb terapia combinada i en 2
després de presentar una recidiva dels simptomes posterior a la reintroduccié progressiva del
farmac. Altres causes d’aquesta suspensio fou I’aparicio d’altres EA en 6 (10%) casos: 2 per
neuropatia periférica, 2 per neutropénia, 1 per elevacio de transaminases i 1 per artralgies. La

resta de les 21 (36%) suspensions definitives foren decisions preses pel pacient després d’EAs.

Quan vam comparar la distribucid de les diferents variables entre aquells individus amb reaccions
cutanies moderades o greus i aquells amb reaccions lleus o bona tolerancia vam observar que la
proporcié de dones va ser major entre els primers que entre el segons (91% vs. 62%; p 0.001). A

més, la eosinofilia de nova aparicié també va ser més freqlient entre el grup de reaccions
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moderades-greus (50% vs. 3%; p 0.01). Quant a la determinacié de I’HLA, aquesta es va poder
dur a terme en 205/207 individus. Tant ’"HLA-B*35 com 1’al-lel especific HLA-B*35:05 van ser
meés frequents entre aquells amb reaccions moderades-greus que en aquells amb bona tolerancia
o reaccions lleus (65% vs. 43%; p 0.007) en el primer cas i 41% vs. 24%; p 0.035) en el cas de

1’al-lel especific. A I’analisi de la resta d’al-lels de I’HLA-B no vam trobar cap altre associacid.

Una vegada feta I’analisi univariada, vam fer una analisi multivariada incloent aquelles variables
significatives en la primera per tal d’identificar possibles factors de risc. Quan tenien en compte
I’al-lel especific HLA-B*35:05 al model, no s’observava una associacié que fos significativa. En
canvi, quan vam fer 1’analisi considerant tot el grup al-l¢lic HLA-B*35, vam observar una
associacid entre I’aparici6 de reaccions cutanies moderades-greus i el grup al-1élic HLA-B*35
(OR 2.58, 1C95% 1.2-5.5), el sexe femeni (OR 4.49, 1C95% 1.62-12.47) i I’cosinofilia de nova
aparicié (OR 2.55, 1C95% 1.2-5.43), amb valors predictius negatius del 82%, 92% i 82%

respectivament.

Per al segon treball, entre 1’ Abril de 2017 i Setembre de 2020 es van incloure un total de 245
participants dels quals 238 es van aleatoritzar i 234 es van incloure a ’analisi per intencio-de-
tractar (ITT). Després de 4 abandonaments precogos, 2 desviacions majors del protocol i 46
perdues de seguiment, 182/245 (74%) dels participants es van incloure a 1’analisi per-protocol
(PP): 53/78 al tractament control (control treatment, CT; 300mg/dia 60 dies), 62/77 al tractament
dosis baixes (low-dose treatment, LDT; 150mg/dia 60 dies) i 67/79 al de tractament curt (short
treatment, ST; 400mg/dia 15 dies). Tenint en compte les caracteristiques basals, 142 (60%)
participants eren dones i I’edat mitjana era de 46.4 (DE 13.6) anys. Considerant la classificacio
clinica de la MC, 183 (78%) es trobaven a la forma indeterminada, 49 (21%) presentaven una
CCC i 2 (1%) presentaven una forma digestiva.

Des del final de la fase de tractament a les 8 setmanes fins al final de la fase de seguiment als 12
mesos, 135/234 (58%) individus presentaven una negativitzacié parasitologica sostinguda a
I’analisi per ITT i 124/182 (68%) a I’analisi PP. La figura 5 mostra les taxes de negativitzacio
parasitologica sostinguda per grup. Després d’ajustar per pais d’inclusid, no es van observar
diferéncies entre cada un dels bragos experimentals i el bra¢ control tant a 1’analisi per ITT com
PP. Quan vam analitzar els participants per ITT després de fer una imputacié multiple de les
dades, la probabilitat de negativitzaci6 parasitologica sostinguda va ser del 61% (1C95% 19-91),
del 73% (1C95% 30-95) i del 64% (1C95% 21-92) per els bracos CT, LDT i ST respectivament,
sense observar diferéncies en ambdues comparacions: CT vs. LDT OR 1-77 (1C95% 0.66-4.78);
i CTvs. ST OR 1.13 (0.43-2.95).
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Figura 5. Resultats negativitzacid parasitologica sostinguda per grup de tractament.

Tot i que I’estudi no estava potenciat per fer les comparacions entre els diferents bragos de
tractament dintre de cada pais o entre paisos, vam observar una menor taxa de resposta global en
els individus del Brasil en comparacio a la resta de paisos (Figura 6).
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Figura 6. Resultats negativitzacié parasitologica sostinguda per paisos.

Considerant el brag CT a l’analisi per ITT amb imputaci6 multiple, la probabilitat de
negativitzacio parasitologica sostinguda era del 15% (1C95% 5-38) al Brasil, 47% (1C95% 22-
73) a Espanya, 90% (1C95% 58-98) a Colombia i 85% (1C95% 59-96) a 1’Argentina. A més,
tenint també en compte el set per ITT vam fer un analisi de sensibilitat considerant Gnicament els
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individus amb CCC. La taxa global de resposta va ser menor en els pacients amb cardiopatia
comparat amb els individus en fase indeterminada: 44% vs. 61% (OR 0.46 [1C95% 0.23-0.92])
una vegada ajustat per brac de tractament i per pais. Cal destacar que els participants amb CCC
no es trobaven distribuits de forma equitativa entre els paisos. Mentre que Brasil i Colombia
presentaven els percentatges mes elevats (38% i 33%) respectivament, I’ Argentina presentava un
8% i Espanya un 6%. No obstant, quan analitzavem les taxes de negativitzaci6 parasitologica
sostinguda, Brasil i Colombia presentaven la taxa més baixa i més alta respectivament. Tenint en
compte el moment de positivitzacié de la qPCR, vam fer una analisi de supervivéncia en el set de
participants per ITT. El temps mitja de negativitzacio parasitologica sostinguda va ser de 315 dies
(294-335) al grup CT, 315 dies (295-334) al grup LDT i 318 dies (299-334) al grup CT, sense
observar diferencies significatives entre ells: LDT HR 0.99 (0.54-1.84) i ST HR 1.06 (0.58-1.94).

Globalment, 177/234 (76%) individus van presentar algun EA: 62/78 (79%) en el grup CT, 56/77
(73%) en el grup LDT i 59/79 (77%) en el grup ST. No obstant, quan vam comparar la taxa d’EA
entre els grups, no vam observar diferéncies: LDT vs. CT (OR 0.63 [IC95% 0.29-1.37]); ST vs.
CT (OR 0.78 [IC95% 0.35-1.72]). Tenint en compte la preséncia d’efectes adversos severs,
tampoc vam observar diferéncies entre els diferents bragos de tractament. En canvi, quan vam
analitzar els EA segons el sistema afectat, els participants dels bragos experimentals presentaven
menys reaccions cutanies en comparacié amb el brag control: LDT vs. CT (OR 0.40 [1C95% 0.20-
0.76]); ST vs. CT (OR 0.42 [1C95% 0.22-0.80]). A més, una vegada ajustats els resultats per pais
d’origen i per preséncia 0 no de reaccions cutanies, vam observar una menor proporcié
d’interrupcions definitives del tractament en el grup ST comparat amb el grup CT: 2% vs. 14%
(OR 0.20 [1C 95% 0.04-0.95]). La comparacio entre els diferents paisos no va mostrar diferéncies

significatives en termes de seguretat.

Entre les determinacions obtingudes, vam poder analitzar els valors de densitat optica de les
serologies en situacid basal i al final del seguiment de 200/234 participants. L’analisi aparellat de
les dades va mostrar uns valors mitjans de 8.33 £ 2.33 en situaci6 basal i de 7.54 + 2.54 en la
determinaci6 del final de seguiment als 12 mesos, essent aquesta diferéncia estadisticament
significativa (p < 0.001). En canvi, quan vam comparar aquests valors entre els diferents grups de

tractament i entre els diferents paisos no vam observar diferéncies.

A nivell farmacologic, vam analitzar les concentracions de BNZ a les 2 setmanes i al final de la
fase de tractament. Aquesta analisi, va mostrar un augment lineal proporcional a la dosi
administrada, amb escassa variabilitat inter-individual en cada grup terapéutic i area geografica.
No obstant, no vam trobar una correlacié entre els nivells de BNZ i els EA ni entre aquests nivells
i la resposta parasitologica al tractament. Finalment, vam determinar 1I’al-lel I’HLA-B en tots els

participants. L’al"lel especific HLA-B35:05 només va estar present en 8 individus d’Argentina i
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23 d’Espanya, essent tots ells naturals de Bolivia o descendents de bolivians excepte el cas d’un
individu reclutat a I’ Argentina que era d’origen paraguaia. Aquesta analisi no ens va permetre
trobar cap associacié significativa entre els al-lels del grup HLA-B i I’aparici6 de toxicitat cutania

o un altre EA.
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A D’espera de nous tractaments, a dia d’avui BNZ i Nifurtimox segueixen representant les uniques
opcions aprovades per al tractament de la MC. Tot i que BNZ s’ha associat a un millor perfil de
tolerancia, els EA segueixen representant un important escull. En aquest sentit, 1’objectiu de la
present tesi ha estat el d’optimitzar les pautes actuals per millorar-ne la tolerancia i generar eines

per anticipar-nos a ’aparicié de possibles efectes secundaris.

L assaig clinic MULTIBENZ és un assaig multicéntric i multinacional dissenyat per explorar 3
regims de BNZ diferents. L’objectiu era comparar la pauta estandard de BNZ a dosis de 300mg
diaris durant 60 dies i 2 noves propostes amb una reduccié de la dosi total administrada: un
tractament amb dosis baixes (BNZ 150mg diaris durant 60 dies) i un tractament curt (BNZ 400mg
diaris durant 15 dies). La principal troballa d’aquest treball fou que no vam observar diferéncies
en termes de negativitzacio parasitologica sostinguda quan comparavem els bragos experimentals
amb el brag control ni en I’analisi per ITT ni en I’analisi PP. Aquests resultats obren la porta a un
canvi de paradigma en el tractament de la MC. Si finalment es confirmen els resultats i es produeix
una reduccié del tractament a dues setmanes, aquest fet suposaria un abaratiment dels costos tant
directa com indirectament pels programes de salut i especialment per a les persones amb la
infecci6. Més enlla de la reducci6 de farmac necessari que permetria arribar a més individus, en
molts casos aquests es veuen obligats a fer trajectes a centres de referéncia amb despeses lligades
al transport, al menjar, a I’atencié meédica i a pérdua d’hores de treball (96). Tot aix0 sense tenir
en compte les despeses derivades de les multiples visites necessaries per monitoritzar els EA i les

possibles conseqiiencies derivades que en alguns casos pot associar una important morbiditat.

Els nostres resultats reforcen la idea que les dosis actuals de BNZ podrien estar per sobre del
necessari. En aquests sentit i com esmentavem anteriorment les nostres dades recolzarien les
troballes dels estudis de farmacodinamica en poblacié infantil i adults on s’observava un
manteniment de I’eficacia amb nivells plasmatics inferiors i es suggeria que una dosi menor de
fins a 2.5mg/Kg/dia seria suficient per mantenir uns nivells acceptables (91,92). Les nostres dades
també recolzarien les dades d’estudis observacionals on tractaments incomplets de fins a 10 dies
podien procurar resultats similars tant a nivell de detecci6 del parasit com a nivell serologic (94).
Finalment, aquests resultats també recolzen els resultats reportats per 1’assaig clinic BENDITA
on a més d’analitzar tractaments combinats amb fosravuconazol es va incloure un bra¢ de BNZ
en monoterapia amb dosis de 300mg/dia durant 2 setmanes. Aquest pero, és un estudi que va
incloure només pacients bolivians i es va dissenyar com una prova de concepte amb nomes 30
participants per brag terapeutic fet que limitava la possibilitat d’extreure’n conclusions fermes
tant d’eficacia com de seguretat (90). Una qulestio que no queda resolta és el possible impacte
d’escurgar el tractament en relacio a les formes dorments dels amastigots. S’ha vist que aquestes
formes poden sobreviure sota tractament continuat amb BNZ i tenen la capacitat de tornar a

replicar i diferenciar-se en formes infectives. No obstant, es desconeix el seu paper en el fracas al
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tractament de la fase cronica aixi com el temps d’exposicio necessari per la erradicacio, ja que

sembla gue el tractament estandard de 60 dies tampoc seria suficient (97).

Una de les coses que més destaca de les troballes extretes de 1’estudi eren les baixes taxes globals
de negativitzacid parasitologica sostinguda, amb valors inferiors al 70% en tots els grups.
Aguestes taxes estaven per sota del que s’havia observat en estudis previs com el BENDITA, el
STOP-CHAGAS o0 el CHAGASAZOL on les taxes de negativitzacié de la qPCR després del
tractament amb BNZ estaven per sobre del 90% (89,90,98). Aquests valors pero, estaven
clarament condicionats per un fet: 1’origen geografic dels pacients.

En aquest sentit, quan vam analitzar els resultats per paisos, una de les troballes més importants
fou la baixa taxa de negativitzacio parasitologica sostinguda que presentaven els participants del
Brasil, que anava del 5 al 15% en tots els grups, essent menys de la meitat de les taxes de la resta
de paisos. Per confirmar ’efecte pais en els resultats globals, vam decidir fer una analisi de
sensibilitat incloent només Argentina i Coldombia. Aquests mostraven taxes de negativitzacié
parasitologica sostinguda del 87-94%, resultats més congruents amb els assajos clinics

mencionats anteriorment.

Una explicaci6 podria ser que s’hagués produit un error al laboratori o una mala adheréncia al
tractament entre els participants brasilers. No obstant, es va dur a terme un control de qualitat
extern de les mostres que descartaven aquesta possibilitat i les dades d’adheréncia reportades per
els investigadors aixi com els nivells en serum del benznidazol descartaven també aquests factors
com a possible explicacié. Cal afegir que els nivells de BNZ en sérum tampoc mostraven
diferéncies entre els participants de diferents paisos. Aquest fet feia poc probable que hi hagués

una possible influencia étnica o racial en la biodisponibilitat del farmac.

Per tant, creiem que I’explicacio més plausible de les diferéncies observades devien ser degudes
a diferéncies intrinseques al propi parasit. Quan vam dissenyar ’estudi, vam considerar els
diferents origens geografics com una aproximacio de la biodiversitat genética del parasit. Les
espécies de T. cruzi es troben actualment dividides en 7 DTUs (Tcl-TcVI i Tcbat). Aquesta
diversitat genética s’ha relacionat préviament amb la distribucid geografica, patogenia,
manifestacions cliniques, sensibilitat de les proves serologiques i resposta terapéutica
(14,99,100). Tenint en compte dades publicades préviament, mentre que la DTU | seria la
predominant a Colombia, les DTU TcV/TclV ho serien a Bolivia, TcV/TcVI a I’ Argentina 1 Tcll
seria la més frequent al centre de Brasil (101-103). En aquest sentit i considerant la classificacid
en DTUs, una metanalisi va mostrar que en alguns casos, les soques de Tcl mostraven una major
susceptibilitat al benznidazol que les de Tcll, Tclll, TcV i TcVI en tots els estadis de T. cruzi. No
obstant, existia una gran variabilitat genetica amb diferéncies remarcables dintre inclus de cada

DTU (14). De fet, aquesta variabilitat explicaria les diferents taxes de resposta parasitologica que

67



s’observen inclus dintre dels mateixos paisos quan es comparen treballs, suggerint que no es pot
parlar de les diferents variants de T. cruzi com una entitat homogénia amb uns limits geografics

concrets.

A nivell d’estudis amb persones amb infeccid cronica, i en el cas concret de Brasil, les nostres
dades estarien recolzades per observacions prévies. Alguns estudis realitzats a la mateixa regié
on es van incloure els nostres participants ja mostraven una baixa eficacia del tractament amb
BNZ amb taxes de positivitat de la gPCR després de la terapia entre el 48-85% (104,105). Sembla
per tant, que calen estudis de susceptibilitat d’aquestes soques per aprofundir en el seu
coneixement i plantejar esquemes diferents o 1’s d’alternatives, en aquest moment limitades a

Nifurtimox.

Una altra dada que cal remarcar i que podria representar una potencial font de biaix en els nostres
resultats €s la inclusi6 de pacients amb cardiopatia lleu o moderada. A 1’assaig clinic BENEFIT,
un estudi que incloia pacients amb CCC, ja es va observar una baixa taxa de resposta
parasitologica mesurada per gPCR després del tractament amb BNZ. Aquesta anava del 66% al
final del tractament fins un 47% després de 5 anys de seguiment (72). En el nostre cas, quan vam
fer ’analisi de sensibilitat considerant inicament aquells pacients amb cardiopatia, les taxes de
negativitzacio parasitologica sostinguda anaven del 53-65%, sense que aquestes diferéncies fossin
significatives. Tot i que ja s’ha suggerit préviament que el tractament estandard podria no ser
suficient en pacients amb CCC, no es coneix la explicacio exacta d’aquest fet ni si té una
implicacio clinica (72). A més, la distribucid dels participants amb cardiopatia va ser similar entre
els 3 grups de tractament. | tot i que la distribucié dels individus amb cardiopatia no va ser
homogeénia entre paisos, aquesta no explicava les diferéncies observades entre aquests. De fet, la
proporcié de participants amb cardiopatia era similar entre Brasil i Colombia, tot i aixi, les taxes

de negativitzacié parasitologica sostinguda van ser la més baixa i la més alta respectivament.

En quan a la tolerancia del tractament, en 1’assaig clinic MULTIBENZ, fins un 77% dels
participants van presentar almenys un EA, comparable al 67-87% observat en assajos previs
(89,90). De fet, al primer treball d’aquesta tesi, després de tractar 207 individus amb MC cronica
amb benznidazol, la proporcio de participants que presentaven efectes adversos era molt similar,
un 71%. D’aquests, quasi la meitat (49.3%) van presentar alguna reaccié cutania. Tot i que en
general van ser lleus, en 39 (19%) dels casos, aquestes reaccions van provocar la suspensio del
tractament, similar a les dades publicades anteriorment, amb suspensions que anaven del 12 al
20% (100,106). Aquestes taxes de toxicitat cutania son també molt similars al 42% observat a
I’assaig clinic MULTIBENZ, tot i que la taxa global de suspensié definitiva va ser menor, d’un
8%.
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Una possible explicacio del fet d’observar taxes globals de suspensio més baixes son les
diferencies observades entre els diferents bracos de tractament. Mentre que els grups CT i LDT
van presentar un 14% i un 9% de suspensions permanents respectivament, el grup ST només en
va presentar un 2%. Seguint la estreta relacio que existeix entre toxicitat cutania i suspensié del
tractament, aquestes diferencies concordaven amb el significatiu baix percentatge de reaccions
cutanies observat en els grups ST i LDT en comparacio amb el CT (36% i 35% vs. 58%). Aquest
fet recolza algunes observacions prévies on es relacionava la tolerancia del farmac amb la dosi
acumulada més que amb les concentracions sériques de BNZ (81,93). Tenint en compte les dades
d’eficacia i el perfil de seguretat, fan que el tractament curt de 2 setmanes (ST) sigui la pauta més

atractiva a validar.

Com a possible factor predisposant d’aquestes reaccions vam identificar el sexe femeni. En
estudis previs, els EA amb BNZ eren més freqlients en els individus de sexe femeni i alguns autors
ho han associat a un augment de 1’activitat nitro-reductiva lligada al sexe degut a uns majors
nivells d’immunoglobulines (79,86,107,108). A la nostra cohort, les diferéncies entre sexes eren
clares, especialment entre les reaccions moderades-greus on el sexe femeni representava el 91%
del total en comparacié al 62% entre les reaccions lleus o aquells individus amb bona tolerancia.
A T’assaig clinic MULTIBENZ tot i que la classificacio dels EA no es corresponia exactament a
I’emprada al treball 1, vam observar que el sexe femeni era més freqiient entre els que
interrompien el tractament per un EA que els que no (12% vs. 4%) amb una OR de 3.7 (IC95%
[1.0-13.2]).

A més, les reaccions cutanies generalment apareixen entre la primera i la quarta setmana des de
I’inici del tractament, caracteristicament després de 2 setmanes d’exposicio al farmac. El
mecanisme d’aquestes reaccions s’ha explicat per una al-lérgia no mitjan¢ada per IgE amb una
resposta de tipus Th2 amb nivells elevats de citocines supressives com IL-10 i la produccié de
IL-5, conduint a un infiltrat eosinofilic (86). En el primer treball aquells individus que presentaven
reaccions moderades o greus a partir de la segona setmana de tractament, presentaven més
freqlientment una eosinofilia de nova aparicié abans de 1’aparicio dels simptomes cutanis en
comparacié amb aquells que presentaven reaccions lleus o bona tolerancia (50 vs. 29%). En
aquest sentit, la eosinofilia és facil de determinar i es podria utilitzar com un marcador precog en
una estratégia preventiva (109). Degut al disseny de 1’assaig clinic i la classificacié emprada no

vam poder fer aquesta analisi per confirmar les troballes del primer treball.

L’altre factor predisposant que vam observar, i en linia amb una possible predisposicid genética
a aquests fenomens, el primer treball mostra un risc augmentat de presentar reaccions cutanies
moderades-greus en aquells individus portadors del grup al-lelic HLA-B*35. Aquest grup al-lelic

era present en un 65% dels que presentaven reaccions moderades-greus mentre que només
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s’observava en un 43% dels individus amb bona tolerancia. Aquest fet, també es repetia quan
analitzavem 1’al-lel especific HLA-B*35:05 (41% v. 24%). A la publicacié prévia del grup,
s’observava com aquells individus portadors de 1’al-lel especific HLA-B*35:05 interrompien més
freqlientment el tractament, degut a reaccions cutanies més severes, que aquells individus sense
I’al-lel amb xifres similars amb les observades aquest cop (45% vs. 15.4%; p 0.03) (86). Aquesta
aproximacié també es va dur a terme en un altre estudi de casos-control en individus amb MC en
fase cronica tractats amb BNZ. En aquesta ocasio els investigadors van identificar els al-lels HLA-
A*68, HLA-A*11:01 i I’'HLA-A*29:02 com a possibles factors de risc de reaccions
d’hipersensibilitat cutania essent aquesta mitjancada per limfocits T. No obstant, en aquest estudi
no es van trobar associacions amb els al-lels de 'HLA-B, probablement degut al disseny

exploratori del treball i una mida mostral amb poder estadistic insuficient (110).

A T’assaig clinic MULTIBENZ també vam explorar la relaci6 entre el grup al-leélic HLA-B*35 o
I’al-lel especific HLA-B*35:05 i les reaccions cutanies. Aquest només va estar present en 8
individus d’Argentina i 23 d’Espanya, essent tots ells naturals de Bolivia o descendents de
bolivians excepte el cas d’un individu reclutat a I’ Argentina que era d’origen paraguaia. Tal i com
es reflectia en els nostres resultats, tot i que aquest al-lel s’ha descrit ampliament en poblacid
Boliviana i Argentina, la seva preséncia a la poblacié Colombiana i Brasilera és anecdotica (111).
Probablement aquest fet ha impedit trobar una associaci6 en aquest estudi i donada I’escassa mida
mostral si separavem els individus per pais, no hem trobat cap altre associacio entre els al-lels de
I’HLA-B i toxicitat.

Quan vam fer ’analisi multivariada per tal d’identificar factors de risc, el sexe femeni (OR 4.49
[IC 95% 1.62-12.47]), I’eosinofilia prévia a I’aparicio dels simptomes (OR 2.55 [IC 95% 1.2-
5.43]) i el grup al-lelic HLA-B*35 (OR 2.58 [1.2-5.51]) eren tots predictors de reaccions cutanies
moderades o greus. No obstant, tant la sensibilitat com la especificitat de cada factor eren baixes
fet que fa inviable el seu Us com a marcadors Unics. En quan a 1’al-lel especific HLA-B*35:05,
aquest cop no vam trobar una associacio significativa. De tota manera, cal destacar que la OR de
2.15 (CI95% 0.99-4.65) observada era propera a la significacié i donat que no vam trobar cap
altre al-lel del grup HLA-B*35 que mostrés una tendéncia similar, és probable que una major
mida mostral podria ajudar a aclarir la possible correlacid. Aquests resultats, obren la porta a la
possibilitat de crear una eina que permetin predir el risc d’aquestes reaccions en base a
I’estratificacio del risc individual. Aixo permetria la optimitzacié dels algoritmes de tractament i
especialment de seguiment per tal d’adequar la vigilancia, els controls i les possibles mesures de
tractament en cas de presentar toxicitat. De fet, aquest tipus d’estratégies ja s’utilitzen en camps
com la cardio-oncologia on s’identifiquen els individus amb un risc de toxicitat cardiaca als

quimioterapics més elevat per tal d’oferir un seguiment personalitzat (112).
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Ja per acabar, cal fer alguns comentaris sobre les limitacions més importants dels treballs inclosos.
En quan el primer treball, com comentavem abans cal interpretar amb precaucio 1’aplicabilitat
dels resultats. Tot i que els pacients portadors de ’HLA-B*35 presentarien un major risc de
reaccions cutanies moderades o greus, el marcador per si mateix presenta una baixa sensibilitat i
especificitat per guiar per si mateix la indicacio o no la indicacio de tractament. En aquest sentit,
hem de tenir en compte que els participants eren predominantment de Bolivia, un pais amb una
ascendencia genetica molt homogenia en comparacié amb els paisos del voltant com Brasil o
Argentina (113). Com hem vist, aquests resultats no es reprodueixen en la resta de paisos i per
tant les conclusions en quan a aquest marcador es limiten a aquesta poblacié. Cal anomenar també
les limitacions técniques en quan a 1’analisi dels al-lels HLA. L’ts de la técnica de seqiiéncies
especifiques d’oligonucleotids permet la identificaciéo del grup al-lélic, perd basa en part la
determinacio dels al-lels especifics en la prevalenga d’aquests en la poblacié objectiu. Mentre que
existeixen moltes dades en poblacid europea, la informaci6 disponible en poblacio de I’ Ameérica
del sud és escassa. Aquest fet introdueix un possible error d’inferéncia dels al-lels especifics fet
que podria explicar la manca de resultats a aquest nivell.

En quan a les limitacions del segon treball, sabem que I’us de la qPCR com a marcador subrogat
de I’eficacia s’ha d’interpretar amb cautela. Més enlla del seu Us com a eina diagnostica o de
fracas terapéutic, es desconeix el paper de la persisténcia de T. cruzi en sang periféerica i la
progressio a nivell organic. Tot i I’existéncia de resultats controvertits, existeix la hipotesi de que
la persisténcia de la parasitémia, entesa com un possible marcador subrogat de major carrega
parasitaria o major activitat d’aquest, esdevindria un factor de risc de progressié organica
(114,115). Per aquest motiu i de forma paral-lela a I’elaboracio de la present tesis, varem realitzar
una revisio sistematica i metanalisi per tal de descriure I’associacié entre la detecci6 de T. cruzi
en sang mitjancant 1’as de la PCR 1 la progressié organica cardiaca (veure Annex 3). Després de
revisar 731 treballs, només en 2 la proporci6 de qPCR positiva en sang periférica era
significativament major entre els individus amb CCC respecte als individus en fase indeterminada
(116,117). De forma conjunta pero, no es demostrava aquesta associacié. A més, s’ha de tenir en
compte que el seguiment és només de 12 mesos i tot i que la distribucié temporal dels fracassos

entre els grups era similar, sabem que aquests es poden seguir donant a més llarg termini.

A més, tot i que s’havia planejat inicialment, no vam poder fer la seqlienciacié i determinacio de
la DTU de T. cruzi amb el que les troballes en quan a susceptibilitat al BNZ son limitades. Cal
destacar també que més del 60% dels participants eren de sexe femeni i tant la clinica com les
reaccions adverses poden variar en funcio del sexe com s’ha vist anteriorment, pel que els resultats

podrien no ser extrapolables a la poblacié en conjunt.
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Finalment i no menys important, mencionar que fins a 24 (10%) dels participants es van perdre
durant el seguiment. S’ha de tenir en compte aquest possible biaix de selecci6 que podria afectar
els resultats. De fet, aquesta pérdua era especialment notoria en el cas d’Espanya on es van produir
el 62% de les pérdues. Aquest fet magnifica els fracassos en aquest grup i posa de manifest un
problema freqiient quan s’aborden problemes de salut en poblacié migrada ja que molts d’ells
afronten dificultats socials i economiques que en dificulten el seguiment. Es evident que quan
parlem de malalties desateses, les mesures de proteccid social juguen un paper fonamental tant en
la promocio de la salut, en la prevencid, aixi com en el maneig de la malaltia. Per tant cal no

oblidar aquest abordatge en del disseny i consecuci6é d’aquesta mena d’estudis.
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Les pautes de tractament amb dosis acumulades reduides amb BNZ de 150mg al dia durant
60 dies i 400mg al dia durant 15 dies presenten taxes de negativitzacio parasitologica
sostinguda similars a les presentades amb el tractament estandard de 300mg al dia durant 60

dies.

En el cas de Brasil, la taxa de negativitzacio parasitologica sostinguda és marcadament
inferior a la que presenten els participants de la resta de paisos, independentment de la pauta
de tractament utilitzada.

. Si tenim en compte el perfil de seguretat, el tractament curt de 400mg al dia durant 15 dies
seria la pauta més ben tolerada, ja que presenta taxes significativament més baixes tant
d’efectes cutanis com d’interrupcions definitives del tractament en comparacié a la pauta

actual.

. Ser portador del grup al-lélic HLA-B*35, el sexe femeni i I’aparicio d’eosinofilia durant el
tractament s’associen a un major risc de presentar reaccions cutanies moderades o greus en

relacié a la pauta de tractament actual amb BNZ.
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En relaciéd amb els resultats obtinguts a aquesta tesi es desprenen tres possibles linies de recerca.
A TI’espera de nous tractaments o la confirmacid dels nous esquemes terapéutics hem de seguir
aprofundint en el coneixement de les reaccions adverses i en garantir la seguretat d’aquells
pacients a qui se’ls indica el tractament. Del nostre estudi se’n desprén que dificilment trobarem
un marcador Unic amb prou sensibilitat i especificitat per prendre la decisié de tractar o no tractar
un pacient, pel que creiem que 1’estratégia a seguir és la d’establir escales de risc que permetin
adaptar-ne el seguiment. En quan a la determinaci6 dels HLA, combinant els resultats dels 2
estudis n’extraiem 2 idees. Per una banda I"'HLA-B*35 pot ser til en poblacié Boliviana,
especialment 1’al-lel especific HLA-B*35:05, pero cal confirmar aquesta associacié amb
técniques més especifiques que garanteixin que 1’al-lel observat es correspon al veritable al-lel
presentat per ’individu. Si es confirmés, es podria plantejar una escala de risc que condicionés
diferents protocols de seguiment per assegurar la deteccié precog dels possibles esdeveniments i
optimitzar els recursos. Per altra banda, la seva baixa freqiiéncia fa poc viable el seu Us en la resta
de poblacions. En aquest sentit el segiient pas sera el d’analitzar la resta d’al-lels obtinguts a
I’estudi MULTIBENZ i ampliar la mostra d’estudi amb pacients d’aquestes regions per reproduir
una aproximacio similar i identificar marcadors especifics en funcié de 1’ascendéncia genética.
Tot i que la compartimentalitzacio de la poblacid fa menys atractiva la idea, cal aquest subanalisi

amb les dades actuals abans de prendre una decisié ferma en la continuitat d’aquesta linia.

L’altra gran linia de recerca i probablement la més transcendent a curt-mitja termini és la
confirmacié de ’efectivitat del régim curt. Per una banda ja s’han iniciat els tramits per dur a
terme un assaig clinic fase 3 en col-laboracié amb diferents institucions i organitzacions en que
es compari el régim estandard amb la nova pauta tant a I’ Argentina com Bolivia i Colombia. Si
es confirmen els resultats, podriem parlar d’establir el primer canvi en 1’esquema terapeutic des
que es va descriure el tractament de la malaltia. Aix0 afavoriria notablement la disponibilitat de
tractament i la seva arribada a una major poblaci6 i també en reduiria els riscos i les consultes
derivades pel que probablement representaria un canvi a nivell de sistemes de salut, especialment
a area endemica. No s’ha d’oblidar perd que paral-lelament s’han de crear cohorts de seguiment
que confirmin que més enlla de mantenir una mateixa resposta a nivell parasitologic, no hi hagi

diferencies tampoc a nivell clinic.

Finalment i de forma paral-lela a la linia anterior, s’han d’estudiar més a fons els resultats
obtinguts a Brasil. D’entrada, ja hem reiniciat el reclutament dels individus que van participar a
I’assaig clinic inicial per tal d’intentar aillar el Trypanosoma cruzi i determinar-ne les
caracteristiques genétiques com la DTU. A més, ho complementarem amb un estudi de
susceptibilitat tant in vitro com in vivo al benznidazol per de donar una explicacio als resultats tan
pobres que vam obtenir. En aquest sentit, s’ha dissenyat també un assaig clinic fase 3 especific

per al Brasil. En aquest cas pero, es pretén comparar la pauta estandard de benznidazol amb la de
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nifurtimox. Els resultats actuals fan inviable plantejar un tractament curt i donat que existeix un
segon farmac aprovat i disponible creiem que és el més adient en aquesta poblacié. Cal destacar
gue aquest assaig es portara a terme a diferents regions del Brasil. Estem parlant d’un pais amb
una gran superficie i amb gran variabilitat tant vectorial com del propi parasit que fan pensar que

la distribucid de la malaltia no és homogénia i per tant cal generar evidencia a un nivell més local.
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1. Participating centers, laboratories, principal investigators and working group

ARGENTINA
- Instituto Nacional de Parasitologia Dr. Mario Fatala Chaben, Buenos Aires. Dra. Marisa
Fernandez,
Working group: Carolina Ines Cura PhD, Constanza Lopez-Albizu MSc, Carolina
Maria Siufi MD, Agustin Pablo Seijo MD
- Instituto de Cardiologia Juana Francisca Cabral, Corrientes. Dra. Maria del Carmen
Bangher.
Working group: Mariano Romero-Vidomlanky MD
- Instituto de Medicina Regional, Universidad Nacional del Nordeste (IMR-UNNE),
Resistencia.
Working group: Laura Belén Formichelli MSc, Bettina Laura Brusés MSc, Raul

Horacio Lucero PhD.

BRAZIL
- Hospital Universitario Clemente de Faria, Montes Claros. Dr. Alfredo Mauricio Batista de
Paula.
Working group: Ariela Mota Ph.D., André¢ Antunes, Paulo Emilio Clementino Almeida
M.D.
- Centro de Pesquisas René Rachou - Fundacio Oswaldo Cruz, Belo Horizonte. Dr. Rodrigo
Correa Oliveia.
- Laboratory of Molecular Virology and Parasitology, Oswaldo Cruz Institute, Oswaldo Cruz
Foundation, Rio de Janeiro. Dr. Otacilio Moreira

Working group: Daniela Ferreira Nunes Ph.D.

COLOMBIA
- Fundaciéon Cardioinfantil - Instituto de Cardiologia, Bogota. Dr. Juan Carlos Villar

Working group: Eliana Vaquiro, Luis David Sdenz, Diana Isabel Ortiz.

SPAIN

- Hospital Universitari Vall d’Ilebron - Drassanes, Barcelona. Dr. Isracl Molina
Working group: Diana Pou MSc, Begoiia Treviiio MSc, Pau Bosch-Nicolau M.D., Juan
Espinosa-Pereiro M.D., Adridan Sanchez-Montalva Ph.D., Fernando Salvador Ph.D.,
Inés Oliveira Ph.D., Nuria Serre Ph.D., Maria Luisa Aznar Ph.D.

- Hospital Universitario Ramoén y Cajal, Madrid. Dr. José Antonio Pérez Molina
Working group: Begofla Monge-Maillo Ph.D., Francesca Normann M.D., Sandra
Chamorro M.D., Oihane Martin Ph.D.
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2. Chagasic organic involvement criteria

CD cardiomyopathy
CD patient with at lcast onc of the following findings non-attributable to other cardiomyopathics:

1. Electrocardiogram alterations:
o Right bundle-branch block
Left bundle-branch block
Left anterior fascicular block
Left posterior fascicular block
First degree AV block (PR segment >200 milliseconds)
Mobitz type I AV block
Mobitz type II AV block
Advanced or third-degree AV block.
Sinus bradycardia (<50 beat/min or sinus pauses)
Abnormal Q waves

O 00O OO0 OO0 OO0

2. Increased cardiothoracic ratio > 0-5

3. Echocardiogram alterations:
o Evidence of regional wall motion abnormality
o Reduced LV systolic function (<50%)
o Increased LV cnd-diastolic diameter >55mm

*Severe chagasic cardiomyopathy was defined as congestive heart failure or a New York Heart
Association class IV.

CD digestive involvement:

- Dilated esophagus diagnosed by barium esophagogram.
- Dilated colon or sigma diagnosed by barium enema.
- Megacolon diagnosed by barium enema.

Abbreviations: AV, auricle-ventricular; CD, chagas discase; LV, left ventricle.
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3. Timesheet of the study

Screening Treatment Follow-up
BNZ300 mg/day
for 60 days
BNZ 150 mg/day
for 60 days
BNZ400 mg/day
for 15 days
i
Placebo
for 45 days
[ M| BV |74 14d 28d J604] 4M 6M 8M | 12M
Informed consent (A it A it Anamnesis Anamnesis
Anamnesis Physical exam Physical exam Physical exam Physical exam
Physical exam Randomization Blood test Serology
Blood test Study medication Study medication
Pregnancy test Adverse events
Serology
EKG

Other complementary tests

PCR PCR PCR PCR PCR PCR PCR PCR PCR

Abbreviations: BNZ, benznidazole; BL, benznidazole levels; BV, basal visit; d, days; EKG,
clectrocardiogram; M, months; PCR, real-time polymerase chain reaction; PK, pharmacokinetics.

Y blood test included hematology and biochemistry

2: Pregnancy test only to women of childbearing age

3. Other complementary tests included echocardiogram, Holter, barium enema or esophagogram at
discretion of the treating physician.
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4. Laboratory procedures

Serology

Two different anti—7. cruzi serologic tests based on different antigens were used for assessing patient
eligibility. To avoid inter-laboratory variability, serum samples collected at the times indicated in the
protocol were sent at the end of the study to a centralized laboratory that processed them using two
techniques in parallel: Architect Chagas (Abbott Laboratories, Wiesbaden, Germany) and
ORTHO 7rypanosoma cruzi ELISA Test System (Ortho Clinical Diagnostics, Raritan, NJ, USA). In
order to give greater robustness to the results, samples from external quality control sent by the National
Program of Quality Control of Brazil were included.

PCR

Laboratories included in the project carried out the same real time (RT)-PCR protocol following the
instructions included in the laboratory manual agreed among all of them. To carry out this technique, 5 ml
of whole blood were collected and mixed with 5ml of guanidine hydrochloride 6 M-
ethylenediaminetetraacetic acid 0.2M for a minimum of 72h at room temperature. Three DNA
extractions were performed using the manual column method (High Pure PCR Template Preparation Kit;
Roche Diagnostics, Mannheim, Germany), except in Spanish centers (Vall d"Hebron University Hospital
and Ramoén y Cajal University Hospital) where DNA extraction was also done in triplicate using an
automated extraction method (NucliSens easyMAG, bioMerieux, Marcy I’Etoile, France). The consensual
PCR protocol consisted of a real-time multiple PCR (Duffy et al. 2013) that allows the amplification of
a 7. cruzi satellite DNA region and a linearized recombinant plasmid used as an internal amplification
control. This assay has a limit of dctection (LOD) of 0.70 parasitc cquivalents/mL and a limit of
quantification (LOQ) of 1.53 parasite equivalents/mL. The RT-PCR was carried out in duplicate from
cach of the extractions. At least one amplification of the six performed with an amplification cycle (cycle
threshold) of 7. cruzi below 40 and a correct value of Internal Amplification Control (JAC) was
interpreted as positive. To consider them as correct, the values of the IAC should meet Tukey’s criteria.

To assess the homogeneity of the results obtained by the different laboratories, a harmonization panel
consisting of ten tubes containing blood with uninfected guanidine and infected with 1, 10, and 100
parasitic equivalents per milliliter of 7. cruzi strains TcV and TcVI was processed. The samples were
processed blindly by the different laboratories, and the results were evaluated by an external center in
charge of providing the panel and analyzing the results (Instituto de Investigaciones en Ingenieria
Genética y Biologia Molecular, Buenos Aires, Argentina). On the other hand, and following the same
work scheme, four external quality control panels were analyzed during the study period.

HLA typing

The typing of HLA-B alleles was carried out from the dried blood samples on paper (dried blood spots
[DBS]). For this purpose, DNA was extracted using DNA Elution Solution reagent (catalog no. 159994;
Qiagen, Carpinteria, CA, USA), and the concentration and quality were evaluated by measuring the
absorbance at 260 and 280 nm using the Colibri microvolume spectrometer (Titertek-Berthold,
Pforzheim, Germany). The characterization of the HLA-B alleles was carried out by PCR sequence-
specific oligonucleotide (SSO) (Luminex Corp., Austin, TX, USA), following the instructions of the
Lifecodes HLA typing kit (Immucor; Diagnostica Longwood, Zaragoza, Spain). Briefly, the PCR-
SSO/Luminex consisted of amplification with biotinylated primers of the most polymorphic regions of
the HLA-B gene, followed by hybridization of the amplified product with specific probes for each allele
located on the surface of Luminex microspheres and revealed with conjugated streptavidin with
phycoerythrin. Finally, it was analyzed using an xMAP100 fluoroanalyzer (Luminex Corp.).
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BNZ serum concentration

Quantification of BNZ was done from dried blood samples on paper (DBS). The quantification was
performed by liquid chromatography (ACQUITY ultra performance liquid chromatography high-strength
silica T3 CI18, 2.1 x50 mm; Waters, Milford, MA, USA) coupled to triple-quadrupole mass
spectrophotometry (Xevo TQ; Waters).
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5. Sensitivity analysis of the primary outcome

The following sensitivity analysis were performed using the ITT data set after multiple imputation as

stated in Methods.

1. Sensitivity analysis excluding Brazl and Spain

100 % _

90 % ]

Probability of Sustained negativation of gPCR

80 % |
70 % |
60 % ]
50 % |
40 %
30 % |
20 % |
10 %
0%

p= 0-80

p= 026

87 % (CI95% 70-95)

94 % (CI95% 76-99)
90 % (CI195% 70-97)

|

Control Treatment

Low-dose treatment Short treatment

2. Sensitivity analysis considering CCC individuals

100 % _
90 % _|
80 % _|
70 % _|
60 % _|
50 % |

40 % _]

30% |

Probability of Sustained negativation of qPCR

20 % |

10 % |

0%

p= 080

p= 026

54 % (CI95% 4-97)

Control Treatment

1
65 % (CI195% 7-98)

53 % (C195% 4-97)

Low-dose treatment Short treatment

10. Annexes

Control treatment: 300mg/day for 60 days; Low-dose treatment: 150mg/day for 60 days; Short treatment:

400mg/day for 15 days.
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6. Survival analysis of sustained qPCR negativization

Time until positivization was described by means of the Kaplan-Meier estimator of the survival function
in the intention-to-treat and per-protocol set. A Log Rank (Mantel-cox) test was used to compare each
experimental arm to the CT. A multivariable Cox regression including country of origin was used to
calculate Mantel-Haenszel hazard ratios. Lost to follow-up and protocol deviations were included and
censored at the last visit before lost to follow-up. All cases that ended the follow-up without presenting
the outcome, were censored at day 360.

Intention-to-treat analysis

100 % Treatment goup
—— CT: 300 mg/day for 60 days
_ ——LDT: 150 mg/day for 60 days
~——ST: 400 mg/day for 15 days
800 ———— =+ Censured
o

| =

60 %

40 % |

20 %

HRLDT vs. CT 0:99 (CT95% 0-54 — 1:84)

= HRSTvs. CT 1-06 (CI95% 0-58 - 1-94)
Log Rank (Mantel-cox): p = 0:96
0%
T T T T T T T
0 60 120 180 240 300 360 Days
Numbe r at risk Mean time of sustained gPCR
(number censored) negativation in days (CT95%)
Ccr 78 (0) 71(7) 62 (9) 55(10) 46 (16) 0(58) 315 (294-335)
DT 77 (0) 73 (4) 65 (7) 57 (8) 50 (9) 0 (56) 315 (295-334)
ST 79(0) 73(6)  66(7) 59(8)  53(10) 0(56) 318 (299-337)
Per protocol analysis.
100 % Treatment goup
——CT: 300 mg/day for 60 days
= —LDT: 150 mg/day for 60 days
~——ST: 400 mg/day for 15 days
80 % -+ Censured
] —1
I=‘|
T 60%
5
@ -
£
E]
g 40 %
=1
20 %
HRLDT vs. CT: 1-01 (CI95% 0-52 - 1-96)
- HRSTvs. CT: 1-02 (C195% 0-54 — 1-95)
T.og Rank (Mantel-cox): p= 0-99
0%
T T T T T T T
0 60 120 180 240 300 360 Days
Numbe r at risk Mean time of sustained qPCR
(number censored) negativation in days (C195%)
CcT 53 (0) 46 (0) 41 (0) 39 (0) 0(37) 306 (281-332)
LDT 62 (0) 57 (0) 50(0)  45(0) 0(42) 310 (289-3342
ST 67 (0) 61 (0) 55 (0) 52 (0) 0 (45) 317 (296-337)
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Intention-to-treat analysis with the imputed datasets:

Omnibus logrank test was used to assess differences between the treatment arms. Additionally, pairwise
comparisons were performed between all treatment arms, adjusting the significance by the Benjamini-
Hochberg method. Inferences for the ¥ statistic based on multiply imputed datasets were performed using
the D; statistic.

100 % _ — =
ERCT
&=1DT
. #=ST
o 80 % _|
2
'5'
5 -
=
£
S 60%
=
o
2
= -
-]
2 40%
3
2
Z -
_§
£ 20%
Omnibus test: F(2, 3269.2) = 0.515; p-value = 0.597
- LDT vs CT: F(1, 4774.4) = 0.279; p-valuc = 0.597
ST vs CT: F(1, 16785.7) = 0.126; p-value = 0.722
0%

1 I I I I I I
0 60 120 180 240 300 360

Days after treatment initiation

Abbreviations: CT: control treatment, LDT: low-dose treatment; ST: short treatment; HR: hazard ratio
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7. Per-protocol survival analysis per country

Time until positivization was described by means of the Kaplan-Meier estimator of the survival function
in the per-protocol sct of cach country. A Log Rank (Mantcl-cox) test was uscd to comparc cach

experimental arm to the CT. All cases that ended the follow-up without presenting the outcome, were

censored at day 360.

Per protocol analysis.
Country: Argentina

100 %

80 %

60 %

El
i
5
H
o

40 %

20 %

0%

Log Rank (Mantel-cox): CT vs. LDT p = 0-33: CT vs. ST p >0-99

Numbe r at risk
(number censored)
CcT

LDT
ST

Per protocol analysis.
Country: Brazil

T
0

16 (0)
17 (0)
19 (0)

T
60

T T T
120 180 240

16 (0) 16 (0) 16 (0)
17 (0) 16 (0) 16 (0)
19 (0) 19 (0) 19 (0)

T
300

T
360

0(16)
0(16)
0(19)

100 %
80 %
T 60%.]
5
. -
k]
E
E 40% ]
<o
20 % |
0%

Log Rank (Mantel-cox): CT vs. LDT p = 0-42; CT vs. ST p = 0-99

Numbe r at risk

(number censored)

CT
LDT
ST

T
0

17 (0)
20 (0)
18 (0)

T
60

T T T
120 180

240
10 (0) 5(0) 4(0)
15 (0) 10 (0) 6(0)
12 (0) 7(0) 4(0)
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Treatment goup
—— CT: 300 mg/day for 60 days
—LDT: 150 mg/day for 60 days
~——ST: 400 mg/day for 15 days
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Days

Treatment goup
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——LDT: 150 mg/day for 60 days

~—— ST: 400 mg/day for 15 days
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Per protocol analysis.
Country: Colombia

100 % ‘Ireatment goup
——CT: 300 mg/day for 60 days
_ ——LDT: 150 mg/day for 60 days
—— ST: 400 mg/day for 15 days
80 % _| =+ Censured

£ 60%

=

2

2 -

8

=

E

E 40%

o

20 % |
Log Rank (Mantel-cox): (T vs. LDT p > 0-99: CT vs. STp = 0-25
0%
T T T T T T T
0 60 120 180 240 300 360 Days

Numbe r at risk
(number censored)
CcT 11 (0) 11 (0) 11 (0) 11 (0) 0(11)
DT 14 (0) 14(0)  14(0) 14.(0) 0(14)
ST 17 (0) 17(0)  17(0) 17 (0) 0(15)

Per protocol analysis.
Country: Spain

100 % _ Treatment goup
I ——CT: 300 mg/day for 60 days
. | emem— ——LDT: 150 mg/day for 60 days
—— ST: 400 mg/day for 15 days
20 % =+ Censured
T 60%
=
7
2 -
z
=
E 40%
<
20 %
Log Rank (Mantel-cox): CI'vs. LDT p = 0-64; CT' vs. ST p = 0-51
0%
T T T T T T T
0 60 120 180 240 300 360 Days
Numbe r at risk
(number censored)
CcT 9(0) 9 (0) 9 (0) 8(0) 0(8)
LDT 11 (0) 11 (0) 10 (0) 9 (0) 0(9)
ST 13 (0) 13 (0) 12 (0) 12 (0) 0(10)

Abbreviations: CT: control treatment; LDT: low-dose treatment; ST: short-treatment.
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8. Safety profile (overall and by country) and list of SAE.

Overall
Overall Current treatment Low-dose treatment Short treatment P
(@=234) 300mg/60days 150mg/60days 400mg/15days
(n=78) (n=77) (n=79)
At least one AE 177 (76) 62 (79) 56 (73) 59 (77) 0.51
Number of AE per patient; 3(2-5) 3 (2-6) 2.5(1-5) 3(2-5) 035
median; IQR
Treatment-related adverse events 522/673 (78) 210/266 (79) 158/203 (78) 154/204 (75) 0.67
Severity of AE 051
Mild 557 (83) 212 (80) 170 (84) 175 (86)
moderate 100 (15) 47 (18) 28 (14) 25(12)
Severe 16 (2) 703) 52) 4(2)
Serious adverse events (SAE)* 8/177 (4) 4/62 (6) 2/56 (3) 2/59 (3) 0.66
Patients with AE leading to temporary 26 (11) 12 (15) 8 (10) 6 (8) 0.29
interruption
Patients with AE leading to permanent 20 (8) 11(14) 709 2() 0.03
discontinuation
Cutaneous toxicity 99 (42) 44 (56) 27 (35) 28 (35) 0.01
Pruritus 61 (26) 26 (33) 23 (30) 12 (15)
Rash 81 (35) 47 (60) 18 (23) 16 (20)
Urticarial rash 14 (6) 5(6) 2(3) 709)
Facial oedema 5Q2) 2(Q) 1(1) 2(2)
Nervous system disorders 62 (26) 19 (24) 22(29) 21(27) 0.86
Headache 52 (22) 18 (23) 17 (22) 17 21)
Dysgeusia 13 (6) 6 (8) 34) 4 (5)
Paresthesia 10 (4) 1(1) 34) 6 (8)
Dizziness 8(3) 212 4(5) 22
Gastrointestinal disorders 91 (39) 32 (41) 29 (38) 30 (38) 0.87
Nauseca/vomit 59 (26) 24 (31) 14 (18) 21 (27)
Epigastric pain / dyspepsia 55 (24) 22 (28) 15 (19) 18 (23)
Diffuse abdominal pain 31(13) 11 (14) 9(12) 11 (14)
Diarrhea 15 (6) 5(6) 4(5) 6(8)
General symptoms 82 (35) 26 (33) 27 (35) 29 (37) 0.85
Asthenia 9 (4) 1(1) 6(8) 2)
Anorexia 4(2) 1(1) 2(3) 1(1)
Musculoskeletal disorders 59 (26) 18 (23) 22 (29) 19 (24)
Sleeping disorders 36 (16) 9(11) 11 (14) 16 (20)
Lymphadenopathy 73) 6(8) 1(1) 0
Anxiety 5(2) 22) 2(3) 1(1)
Herpes reactivation 6(3) 0 3(4) 3(4)
Miscellaneous 104 (44) 44 (56) 30 (39) 30 (38) 0.15
Laboratory alterations
Leucopenia 9 (4) 34 4(5) 2(3) 0.47
Alanine aminotransferase increase 17 (7) 5(6) 8 (10) 4(5) 0.44
Grade 1 11/17 (65) 2/5 (40) 5/8 (62) 4/4 (100)
Grade 2 5/17 (29) 3/5 (60) 2/8 (25) 0
Grade 3 1/17 (6) 0 1/8 (12) 0
Aspartateaminotransferase increase 18 (8) 79 709) 4(5) 0.57
Grade 1 7/18 (39) 4/7 (57) 3 (43) 4/4 (100)
Grade 2 7/18 (39) 3/7 (43) 343) 0
12
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Grade 3 4/18 (22) 0 1(14) 0
Alkaline Phosphatase increase 9 4) 34 4(5) 22 0.71
Grade 1 9/9 (100) 3/3 (100) 4/4 (100) 2/2 (100)
Grade 2 1] 0 0 0
Grade 3 1] 0 0 0
v- glutamyl transferase increase 11 (5) 5(6) 3(4) 34 0.67
Grade 1 9/11(82)2/11  4/5 (80) 3/3 (100) 2/3 (67)
Grade 2 (18) 1/5 (20) 0 1(33)
Grade 3 0 0 0 0
Data are shown as No. (%) unless otherwise indicated. Adverse events were analyzed in the intention to treat population.
Abbreviations: AE, adverse events; IQR, interquartile range; SAE, severe adverse events.
#Serious adverse events: when the adverse events yielded hospitalization or where considered an important threat for patients life. It
included hypersensitivity cutaneous reactions, congestive heart failure, arrhythmia, myocardial infarction, and neutropenia.
Adverse events Argentina
Srersii Current treatment Low-dose treatment Short treatment P
(@=60) 300mg/60days 150mg/60days 400mg/15days
(n—20) (n—20) (n—20)
Patients with AE 47 (78) 16 (80) 15 (75) 16 (80) 0.91
Number of AE per patient; mean; 2.5(2-4.5) 4 (2-5) 2 (2-5) 2 (1.5-3) 0.32
IQR
Treatment-related adverse events 115/146 (79) 49/62 (79) 37/45 (82) 29/39 (74) 0.68
Serious adverse events (SAE) 2/47 (4) 1/16 (6) 1/15 (7) 0 0.58
Intensity 0.11
Mild 108 (74) 43 (69) 32(71) 33 (85)
moderate 36 (25) 19 (31) 11 (24) 6 (15)
Severe 2(1) 0 24) 0
Patients with AE leading to 14 (23) 7 (35) 4 (20) 3 (15) 0.30
temporary interruption
Patients with AE leading to 5(8) 2(10) 3(15) 0 0.22
permanent discontinuation
Cutaneous toxicity 30 (50) 13 (65) 7 (35) 10 (50) 0.16
Nervous system disorders 12 (20) 5(25) 4 (20) 3(15) 0.73
Gastrointestinal disorders 23 (38) 8 (40) 8 (40) 7 (35) 0.93
General symptoms 14 (23) 3(15) 6 (30) 525 0.52
Laboratory alterations* 8 (13) 2 (10) 5 (25) 1(5) 0.15
Miscellaneous 8 (13) 2 (10) 3 (15) 3 (15) 0.87
Data are shown as No. (%) unless otherwise indicated.
Abbreviations: AE, adverse events; IQR, interquartile range; SAE, severe adverse events.
*Laboratory alterations directly reported by investigators
13
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Adverse events Brazil

o 1 Current treatment Low-dose treatment Short treatment P
W 300mg/60days 150mg/60days 400mg/15days
(~6) (n=20) (n=20) (n=20)
Patients with AE 40 (68) 14 (70) 13 (65) 13 (65) 0.93
Number of AE per patient; mean; IQR 2(14 2(1-3) 2(1-3) 3(2-5) 0.24
Treatment-related adverse events 103/132 (78) 38/48 (79) 29/35 (83) 36/49 (73) 0.57
Serious adverse events (SAE) 3/40 (7) 1/14 (7) 0 2/13 (15) 0.33
Intensity 0.11
Mild 102 (77) 34 (71) 32(91) 36 (73)
moderate 26 (20) 13 (27) 309 10 (20)
Severe 43) 12 0 3(6)
Patients with AE leading to temporary 2(3) 2(10) 0 0 0.13
interruption
Patients with AT leading to permanent 3(5 2 (10) 0 1(5 0.35
discontinuation
Cutancous toxicity 22 (37) 7 (35) 8 (40) 7 (35) 0.93
Nervous system disorders 14 (24) 7 (35) 4 (20) 3(15) 0.30
Gastrointestinal disorders 17 (29) 6 (30) 5(25) 6 (30) 0.92
General symptoms 18 (30) 6 (30) 4 (20) 8 (40) 0.39
Laboratory alterations* 0 0 0 0
Miscellaneous 18 (30) 7 (35) 4 (20) 7 (35) 0.49
Data are shown as No. (%) unless otherwise indicated.
Abbreviations: AE, adverse events; IQR, interquartile range; SAE, severe adverse events.
*Laboratory alterations directly reported by investigators
Adverse events Colombia
o i Current treatment Low-dose treatment Short treatment P
vesra 300mg/60days 150mg/60days 400mg/15days
(@=55) (n=18) (n=18) n=19)
Patients with AE 47 (85) 17 (94) 15 (83) 15(79) 0.39
Number of AL per patient; mean; IQR 5(@3-7) 5.5(3-8) 5 (2-6) 4 (2.5-6) 0.38
‘Treatment-related adverse events 227/264 (86) 97/108 (90) 67/81 (83) 63/75 (84) 0.32
Serious adverse events (SAL) 3/47 (6) 2/17 (12) 1/15(7) 0 0.40
Intensity 0.34
Mild 228 (86) 93 (86) 68 (84) 67 (89)
moderate 29 (11) 10 (9) 11 (14) 8 (11)
Severe 7@3) 5(5) 22) 0
Patients with AE leading to temporary 7(13) 3(17) 2(11) 2(10) 0.83
interruption
Patients with AT leading to permanent 7 (13) 4 (22) 2(11) 1(5 0.29
discontinuation
Cutaneous toxicity 26 (47) 14 (78) 7 (39) 5 (26) 0.01
Nervous system disorders 24 (44) 7 (39) 7 (39) 10 (53) 0.62
Gastrointestinal disorders 33 (60) 11 (61) 11(61) 11(58) 0.97
General symptoms 27 (79) 11 (61) 10 (56) 6 (32) 0.16
Laboratory alterations* 16 (29) 6(33) 6 (33) 4(21) 0.63
Miscellancous 24 (44) 12 (67) 8 (44) 4(21) 0.02
Data are shown as No. (%) unless otherwise indicated.
Abbreviations: AE, adverse events; IQR, interquartile range; SAE, severe adverse events.
*Laboratory alterations directly reported by investigators
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Adverse events Spain

1 Current treatment Low-dose treatment Short treatment P
O‘ier; 300mg/60days 150mg/60days 400mg/15days
rog) (n=20) (n=19) (n=20)

Patients with AE 43 (73) 15 (75) 13 (68) 15(75) 0.87
Number of AE per patient; mean; IQR 3(1-4) 2 (1-4.5) 2.5(1-4) 3(2-5) 0.61
Treatment-related adverse events 79/140 (56) 26/48 (54) 27/44 (61) 26/43 (55) 0.01
Serious adverse events (SAE) 0 0 0 0
Intensity 0.70

Mild 119 91) 42 (87) 38 (90) 39 (95)

moderate 9(7) 5(10) 3() 1(2)

Severe 3Q) 1(2) 1(2) 1(2)
Patients with AE leading to temporary 3(5 0 2 (10) 1(5) 0.33
interruption
Patients with AT leading to permanent 5(8) 3(15) 2(10) 0 0.22
discontinuation
Cutancous toxicity 21(36) 10 (50) 5(26) 6 (30) 0.25
Nervous system disorders 12 (20) 0 737 5(10) 0.01
Gastrointestinal disorders 18 (30) 7 (35) 5(26) 6 (30) 0.84
General symptoms 23 (39) 6 (30) 7(37) 10 (50) 0.42
Laboratory alterations* 5(8) 2(10) 1(5) 2 (10) 0.83
Miscellaneous 20 (34) 8 (40) 8 (42) 4 (20) 0.27

Data are shown as No. (%) unless otherwise indicated.

Abbreviations: AE, adverse events; IQR, interquartile range; SAE, severe adverse events.

*Laboratory alterations directly reported by investigators

Serious adverse events (patient listing)

Patient id ‘T'reatment group Event day Characteristics

94 300 mg/day 60d 7 Generalized rash with fever requiring hospital care

128 150 mg/day 60d 54 Decompensated heart failure requiring inpatient care

142 300 mg/day 60d 7 Generalized rash with fever requiring hospital care

163 400 mg/day 15d 60 Decompensated heart failure requiring inpatient care with fatal ouctome
178 400 mg/day 15d 7 Sustained supraventricular tachycardia requiring hospital care

192 150 mg/day 60d 67 Acute myocardial infarction

207 300 mg/day 60d 28 Severe neutropenia (total count 0)

249 300 mg/day 60d 28 Severe neutropenia (total count 0)

112

15




9. Serology absorption rates at inclusion and end of follow-up

The following boxplots are the result of optical density trend curves from an ELISA method. Due to a
skewed distribution of values, a Wilcoxon signed-rank test for paired values was used to compare means.
We considered as outliers those values 1.5 times the IQR. They were revised for consistency.
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Mean basal ELISA: 8-22 (SD 2-33); Mean 12-month ELISA: 7-54 (SD 2-54)

Wilcoxon signed-rank test: -6-882; p <0-001
*Qutliers: After revision, these individuals presented consistent values between basal and 12-month

determinations.

The following boxplots represent ELISA value distribution within each treatment group.
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10. Annexes

10. Benznidazole levels.

Determination of BNZ levels were done at 15 days of treatment and 60 days. BNZ levels are presented in
ug/mg by country and treatment arm. Then, a comparison between BNZ levels, treatment efficacy and
permanent discontinuation is shown.

1. BNZ levels at 15 days by country.

12507 .
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2. BNZ levels at 60 days by country
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1. Comparison between BNZ levels at 15 days of participants who presented a sustained qPCR
negativization and those who did not.

p=0-53
12,50
10,00 _|
IE 7,50 |
£n
E)
=z
°
2
N
5
z 5,00 | s
4:06
2,50 |
0,00
Sustained negative gPCR Failure

2. Comparison between BNZ levels at 15 days of participants who interrupted the treatment
definitively and those who did not.

p=0-65
12,50 _
10,00 |
z 750
=
2
Py
°
2
S 500 ]
o 4-63
4-68
2,50 |
0,00 —
No Yes

Treatment discontinuation

*Due to a skewed distribution of values a Mann-Whitney U was used to compare means between both
groups.
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11. Most frequent HLA-B alleles in each country.

The following table presents the most frequent HLA-B alleles in each country. The numbers correspond
to individuals presenting the allele so both heterozygosis or homozygosis are counted as same.

ARGENTINA N BRAZIL N COLOMBIA N SPAIN N
B*07:02 8 B*08:01 8 B*15:01 9 B*35:05 23
B*35:05 8 B*35:01 8 B*40:02 9 B*51:01 10
B*12:04 7/ B*14:02 7 B*35:43 8 B*15:04 6
B*39:03 7 B*44:02 7 B*44:03 8 B*40:02 6
B*18:01 6 B*51:01 7 B*07:02 7 B*35:01 5
B*44:03 6 B*07:02 6 B*51:01 6 B*48:01 S
B*40:02 4 B*18:01 6 B*08:01 5 B*18:01 4
B*41:01 4 B*44:03 5 B*14:02 5 B*44:03 4
B*48:01 4 B*50:01 5 B*35:01 4 B*51:13 4
B*51:01 4 B*40:04 4 B*38:01 4 B*15:01 3

N: number of patients were the specific IILA-B allele was found.
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10.3. Annex 3: Revisié sistematica: associacié entre gPCR i CCC
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Association Between Trypanosoma
cruzi DNA in Peripheral Blood and
Chronic Chagasic Cardiomyopathy: A
Systematic Review

Pau Bosch-Nicolau™?, Juan Espinosa-Pereiro "2, Fernando Salvador'?,
Adrian Sanchez-Montalva? and Israel Molina "2*

" Tropical Medicine & International Health Unit Vall d’Hebrdn - Drassanes, Infectious Diseases Department, PROSICS
Barcelona, University Hospital Vall d’Hebron, Barcelona, Spain, ? Medicine Department, Universitat Autdnoma de Barcelona,
Barcelona, Spain

Chronic chagasic cardiomyopathy (CCC) is the most important complication of patients
with Chagas disease (CD). The role of persistent detection of DNAin peripheral blood and
its association to CCC is unknown. We performed a systematic review up to July 2021,
including studies that reported ratios of CCC and PCR positivity among non-treated
adult patients. We identified 749 records and selected 12 for inclusion corresponding to
1,686 patients. Eight studies were performed in endemic countries and 4 in non-endemic
countries. Only two studies showed an association between CCC and Trypanosoma
cruzi parasitemia by means of PCR detection. Six studies reported greater positive PCR
ratios among patients with CCC than in the patients with indeterminate chagas disease
(ICD) with no statistical significance. A significant risk of bias has been detected among
most of the studies. Therefore, while we performed a meta-analysis, wide inter-study
heterogeneity impeded its interpretation.

Conclusions: With the available information, we could not establish a correlation
between PCR-detectable parasitemia and CCC.

Systematic Review Registration:
https://www.crd.york.ac.uk/prospero/display_record.php?ID=CRD42020216072,
identifier: CRD42020216072.

Keywords: Chagas di

Chagas yopathy, T. cruzi, polymerase chain reaction, PCR

INTRODUCTION

Chagas disease (CD) is a protozoal disease caused by Trypanosoma cruzi, a zoonotic infection
mainly found in endemic areas of the American continent. It affects about 8 million people
worldwide and because of globalization and international migrations during the last decades, it
has become a cause of concern in non-endemic countries (1).

Chagas disease has an acute phase that generally runs its course asymptomatic or with
rather unspecific symptomatology. Once patients overcome this phase, they enter a chronic
phase, defined by the absence of trypomastigotes in the blood smear. Most people with T.
cruzi infection are diagnosed at this stage. Approximately 30-40% of chronically infected
patients will develop visceral involvement comprising the chronic chagasic cardiomyopathy
(CCQ), the digestive form, or both during the following 10-30 years after infection (2).

January 2022 | Volume 8 | Article 787214
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CCC is considered the cause of at least 7,000 deaths every
year and is the most common reason for performing heart
transplants in Latin America. The principal underlying causes are
sudden death from malignant arrhythmias and heart failure as a
consequence of dilated cardiomyopathy (3).

Both host immune response and the persistence of infection
are crucial on CCC progression (4). Host factors, such as genetic
polymorphisms involved in the immune response have been
proposed as prognosis markers (5). Regarding the role of T.
cruzi persistence, several studies have evidenced that visceral
involvement is directly linked to the parasite presence on such
organs in both human and animal models (6). Besides, an
association between certain discrete typing units (DTU), which
are used to group T. cruzi genetic diversity, and its virulence and
tissue tropism has been described (7).

Blood parasites can be detected by PCR. However, parasite
dynamics is still a matter of debate. While in the acute phase,
the presence of T. cruzi in the blood is constant, in the chronic
phase low level parasitemia is observed in a subset of patients
(8). Different PCR assays have been developed to detect the
parasite DNA with initial difficulties in standardizing techniques
to obtain reliable and comparable results (9). However, in
recent years, notable advances have been made with new
methodologies showing reliable results that have been used to
monitor the parasite load in patients with CCC and follow-up the
effectiveness of etiologic treatments (10). Besides, the relationship
between parasitemia or the presence of parasitic DNA on
peripheral blood, and disease progression is controversial
(11, 12).

Therefore, this systematic review has the objective of assessing
the association between the presence of parasitic DNA of T. cruzi
on peripheral blood through PCR and CCC.

MATERIALS AND METHODS
Study Design

We conducted a systematic review following the standardized
guidance (13), and we adhered to the Preferred Reporting
Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA)
statement using a flow diagram and following its checklist
to ensure that all recommended information is captured
and findings are properly reported (14). The review protocol
was registered in the PROSPERO database (registration ID
number: CRD42020216072).

Eligibility Criteria and Patient Population
We included clinical trials, controlled observational and cross-
sectional studies in adult patients (>16 years old) with chronic
CD reporting data on the results of the peripheral blood T. cruzi
PCR and CCC.

Eligible studies had to establish the chronic CD diagnosis
through two different positive serological tests. Indeterminate
Chagas disease (ICD) concerns patients diagnosed with a chronic
CD that presented with normal ECG and/or echocardiogram,
regardless of the presence or absence of gastrointestinal disease.
CCC was defined as electrocardiographic or echocardiographic
alterations not attributed to other conditions. We included

Frontiers in Cardiovascular Medicine | www.frontiersin.org

T. cruzi PCR and Chagas Cardiomyopathy

studies considering any PCR protocol whenever the same
procedure was maintained throughout the study.

Studies assessing the impact of treatment with benznidazole,
nifurtimox, or azole-derivative drugs were excluded. In addition,
we excluded studies focusing on acute infections, pregnant
women, children, or immunocompromised patients.

Literature Search, Data Collection, and
Reporting of Results

We searched Medline, EMBASE, and LILACS databases.
Additionally, we tracked citations to relevant studies in Scopus
and the ISI Web of Knowledge for review purposes, and
manually screened references lists of these studies. We adapted
the search strategy to the requirements of each database
(Supplementary Material Appendix 1). There were no language
or publication period restrictions. We conducted the last search
during July 2021.

One reviewer (PBN) screened the titles and abstracts resulting
from the search against inclusion criteria. We obtained a full-text
copy of eligible references to finally decide on their inclusion.
A second reviewer (JEP) independently checked the eligibility
decisions for accuracy. We discussed disagreements until a
decision was reached; and planned to involve a third investigator
if discrepancies remained.

Two researchers (PBN and JEP) extracted data from included
studies using the standardized extraction forms. No pilot
study was conducted due to the low number of articles
included. Whenever possible, article authors were contacted for
unreported or additional data to minimize the missing data.
For each study, we collected (when available): study design,
baseline characteristics, cardiac involvement, PCR method,
PCR status of the included patients at the inclusion, and
association measures as reported by authors of each study.
We independently assessed the risk of bias for each study
using a modified Quality In Prognosis Studies (QUIPS). Tool
checklist (Supplementary Material Appendix 2), appropriate
for prognostic factor review questions (15).

Statistical Analysis

We described the population of each study and the frequencies of
positive PCR among ICD and CCC participants. The association
of PCR status and visceral involvement was extracted as the
amount of positive PCR among ICD participants and CCC
participants, using as association measure the odds ratios
(ORs) and 95% CI. Pooled OR was calculated using the
Mantel-Haenszel approach with a random effects model due
to the heterogeneity of each study population. Inter-study
heterogeneity was assessed with a restricted maximum likelihood
model and reported as the I and tau statistics. We adhered
to the methods recommended in the Cochrane Handbook for
Systematic Reviews of interventions whenever possible (16).

RESULTS

Our search retrieved 749 records. After removing duplicates
and reading titles and abstracts, we discarded 719 records as
they were in vitro experiments, were performed in animals,

January 2022 | Volume 8 | Article 787214
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Records identified through
electronicdatabase
searching
(n=749)

< Duplicates excluded

A4

Records screened after
duplicates removed
(n=731)

(n=18)

Records excluded at

Full text assessed articles
(n=30)

title/abstract screen
(n=701)

Final database search
selection
(n=10)

Full-text articles excluded (n=20):
Included <16years patients: 2
Duplicated: 2
Included only CCC patients: 2
Included only PCR+ patients: 3
No PCR information accordingto CCC status: 7
Treated patientsincluded: 3
Included immunosuppressed: 1

Manually retrieved articles

<

A 4

Studiesincluded in this
systematicreview
(n=12)

FIGURE 1 | The Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) flow diagram of included articles. CCC, chronic chagasic

cardiomyopathy; PCR, polymerase chain reaction.

(n=2)

corresponded to Trypanosoma species other than T. cruzi,
included acute infection patients or treated patients, or did
not report visceral involvement. Of the remaining 30 reports,
we proceeded to a full-text review and finally included 10
articles. The characteristics of excluded studies are reported
in Supplementary Material Appendix 3 (8, 11, 17-34). After
checking the reference lists of these studies, we identified two
additional eligible studies. The complete eligibility process is
depicted in a PRISMA flowchart (Figure 1).

Finally, we included 12 studies comprising 1,686 patients
(12, 35-45), which are described in Table 1. Eight studies were
cross-sectional studies, 3 were designed as prospective cohorts,
and 1 was a case-control study. Countries where studies were
performed in endemic areas were as follows: 3/8 (37.5%) in Brazil,
3/8 (37.5%) in Chile, 1 (12.5%) in Argentina, and 1 (12.5%)
in Bolivia. Among them, 1 was performed in a rural site, 2 in
urban facilities, and 5 combined patients living in both urban and
rural contexts. Four studies included patients from non-endemic
countries: 3 from Spain where more than 90% of patients came

Frontiers in Cardiovascular Medicine | www.frontiersin.org

from Bolivia and 1 from Japan. Patients” ages ranged from 16 to
81 years old, and most of them were women (58.8%; 885/1,505).

Chronic chagasic cardiomyopathy assessment was performed
using ECG in all studies. In 4 (33.3%) studies, ECG was
combined with echocardiography, in 1 (8%) was combined
with chest radiography, and in 4 (33.3%), the 3 ancillary tests
were performed. CCC classification was very heterogeneous and
included either predefined criteria by the authors (35-37, 40, 43)
or standardized classifications as Minnesota criteria (12, 38),
Kuschnir criteria (39, 44, 45), Rocha criteria (42), and New
York Heart Association (NYHA) classification (41). Among the
included patients, 998 (59.2%) were classified as ICD and 688
(40.8%) as CCC. CCC proportion among different studies varied
from 12.1% (40) in a study including young childbearing-aged
women to 80% (43) in a study including patients under the
suspicion of organ involvement in Latin-American people living
in Japan. However, the last study included only 5 patients.
Cardiologic characteristics of patients with CCC are summarized
in Supplementary Material Appendix 4.

January 2022 | Volume 8 | Article 787214
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All the included studies used a PCR for DNA parasite
detection in peripheral blood. However, many different protocols
were used for its determination. All studies used a single
venous blood sample for PCR determination. Six studies (50%)
used a conventional PCR method (35-39, 41) while the other
half used real-time PCR method (12, 40, 42-45). Only four
studies used a quantitative method to report PCR results
(12, 40-42) while the rest of the studies used a qualitative
method. There is a wide variation regarding primers used.
Most studies (8/12; 66.3% used a real time PCR method
based on the amplification of a genomic DNA sequence
of the Kinetoplast. In the other 4 studies, satellite DNA
amplification was used (42-45). Parasite detection in patients
with ICD ranged from 7.4 (35) to 100% (43). When considering
patients with CCC, parasite detection varied from 27.4 (45) to
78.1% (12).

The results of the risk of bias assessment using the QUIPS scale
are shown in Supplementary Material Appendixes 5, 6. Most
studies included a representative population with CD. However,
2 studies were considered at an overall high risk as one included
only childbearing-aged women (40), and the other included
patients under suspicion of organ involvement (43). As per study
attrition, most of the studies were classified as low risk of bias
since basal characteristics including PCR and organ assessment
were performed at the inclusion and, in consequence, data were
available for all participants included in the studies. Regarding
outcome measurement (PCR), all the studies specified their
protocol and almost all included control samples and maintained
the same procedure in all samples. As per CCC assessment,
six studies were rated at low risk of bias since they included
blind ECG assessment and/or double assessment by different
investigators (12, 37, 38, 40, 41, 45). Conversely, two studies
that neither used a standardized classification nor reported their
ECG or echocardiographic findings were considered at high
risk of bias (35, 43). Considering study confounders, all the
studies but one was rated as having a moderate to high risk
of bias. Most of the studies did not consider cardiovascular
risk factors and other possible heart diseases or performed a
stratified data analysis. Finally, result presentation and statistical
analysis were classified at a moderate to high risk of bias in
a wide group of studies. Most of them were designed for
another purpose and we retrieved the specific information from
their results.

An association between CCC and T. cruzi parasitemia by
means of PCR detection was found in 2 studies (12, 35). They
all were performed in endemic regions and found a greater
PCR positivity between patients with CCC and ICD with ORs
of 5.17 (CI 1.06-25.36) and 3.48 (CI 2.31-5.23). In one study,
although a risk ratio (RR) of 4.45 was reported, it included
both cardiac and digestive forms on the analysis, and when OR
was calculated with only CCC patients, we could not achieve
statistical significance (36). None of the non-endemic studies
identified an association between parasite DNA detection in
peripheral blood and CCC. Six studies reported greater positive
PCR ratios among patients with CCC than in patients with
ICD although differences did not achieve statistical significance
(36, 37, 41, 42, 44, 45). The remaining 4 studies reported
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a positive PCR rate that favored patients with ICD (38-40,
43).

When we meta-analyzed the OR, pooled results showed that
the estimated OR for positive T. cruzi PCR of patients with CCC
compared to patients with ICD was 1.36 (95% CI: 0.87-2.12)
(Figure 2). However, we found significant heterogeneity among
studied variables in the meta-regression analysis. To diminish
variability, we grouped studies by patient’s countries of origin and
by PCR technique with the same results. Thus, no conclusions
can be achieved from the meta-analysis.

DISCUSSION

In this review, despite 8 out of 12 studies reporting higher
ratios of positive PCR among patients with CCC, we could not
find a correlation between parasitemia by means of PCR and
CCC. When we analyzed the characteristics of the included
studies, in only 2 studies, the proportion of PCR positivity was
significantly greater within CCC (12, 35). These studies were
performed in an endemic region and their specific objective was
to determine the correlation between parasitemia and CCC. It
has been suggested that patients in endemic regions are prone
to parasite re-exposure, contributing to higher rates of CCC
and parasitemia among patients with CD (45). In the same line,
in a study performed in a non-endemic country, the positive
PCR ratio decreased in patients with longer periods since the
first arrival (8). Also, geographic distribution should play a role
in CCC development and parasitemia burden. T. cruzi genetic
diversity is unequally distributed among different countries, and
some authors have reported a cardiac tropism of some discrete
typing units (DTUs) (7). In this review, included patients came
mostly from 4 different countries and only one of them reported
DTUs determination (42).

Age was higher among patients with CCC in studies
performed in endemic countries recruiting the general
population (range 49.2-68 years) than in non-endemic countries
(range 33-42 years). Regardless of the age per se having been
described as a risk factor for CCC and its mortality, results
from different reports are inconsistent (46). On one hand, study
participants in their second to the fourth decade of life may have
not yet developed target organ damage, or it is too incipient, as
it takes on average 20-30 years after the acute infection. On the
other hand, older people often associate other cardiovascular
risk factors and this could lead to a misinterpretation of the CCC
assessment (47). In fact, only three studies were excluded from
their analysis due to other cardiovascular risk factors (12, 41, 45).
Male sex has been related to CCC development and higher
mortality rates (48). Although, this predisposition was described
as an independent risk factor from parasitemia (20). Among the
included studies, the male proportion ranged from 31.8 to 66.2%.
As none of the included studies conducted stratified analysis by
sex or age, results should be interpreted with caution.

Classically, CCC assessment has involved ECE chest X-ray,
and clinical status, as they are easy to collect and widely available.
Echography, a non-invasive examination, has been progressively
studied in CD and its performance has been introduced in
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ccec Icb
Study PCR + Total PCR + Total Odds Ratio OR 95% - Cl Weight
Salomone 2000 12 41 2 27 —— 517 [1.06;25.36] 5.2%
Carrasco 2003 8 12 10 26 ——-l— 320 [0.76; 13.46] 6.0%
Zulantay 2005 7 12 10 18 —— 192 [0.26 ; 4.91] 5.8%
Borges-Pereira 2008 4 6 5 6 —+—}— 0.40 [0.03;6.18] 2.2%
Murcia 2010 42 65 81 116 T 0.79 [0.41; 1.50] 13.2%
Sabino 2015 161 205 143 279 = 3.48 [2.31;5.23] 16.0%
Kaplinsky 2015 3 10 33 73 —*—— 0.52 [0.12;2.17] 6.1%
Apt 2016 73 100 72 100 . 1.05 [0.57 ; 1.96] 13.5%
Sanchez-Montalva 2017 42 153 76 302 ""— 1.13 [0.72;1.75] 15.7%
D'Avila 2018 49 68 76 23 —J‘— 1.13 [0.40; 3.17] 9.0%
Imai 2019 2 4 1 1 ‘l 0.33 [0.01;12.82] 1.3%
Salvador 2020 5 1 11 27 — 1.21 [0.29; 4.98] 6.2%
Random effects model 687 998 ) : 1.36 [0.87 ; 2.12] 100.0%
Heterogeneity: 12 = 64%, 2 = 0.2541, p < 0.01 ‘ ‘
0.01 0.1 1 10 100
FIGURE 2 | Evaluation of the association between PCR detection between patients with CCC and ICD. Cl, confidence interval; OR, odds ratio.

different CCC classifications (49). ECG abnormalities are usually
seen before the patient develops a malignant arrhythmia or
heart failure (50). However, echocardiographic alterations as
diastolic dysfunction can appear before electrical abnormalities
develop and may be used as an early marker of CCC (45).
In this review, the CCC assessment was very heterogeneous.
While 3 studies performed only an ECG and 1 study included a
chest X-ray, 8 of 12 studies used echocardiography to complete
the cardiac evaluation. CCC classifications were disparate,
while 5 authors used a non-standardized classification (35—
37, 40, 43), 7 used different standardized criteria (12, 38,
39, 41, 42, 44, 45). Conduction system alterations as right-
bundle block and left anterior hemiblock prevailed over other
arrhythmias or contraction abnormalities in most of the studies
(Supplementary Material Appendix 3). Two studies (39, 42) did
not provide cardiological findings of their participants, and only
4 studies (41, 42, 44, 45) provided the distribution of disease
severity. As a result, between-study comparisons of CCC severity
are not feasible.

Current PCR-based methods for T. cruzi detection have
shown high sensitivity and specificity compared with classical
methods, such as blood culture or xenodiagnosis (8). However,
sample collection, conservation, sample volume, DNA extraction
method, and primers used may influence its performance (9).
As a result, in recent years, many initiatives have pursued the
standardization of these techniques (33). In the present review,
earlier studies used conventional PCR methods preferably using
as molecular targets of the kinetoplast DNA sequences. On
the other hand, later studies preferred real-time PCR (rt-PCR)
techniques toward satellite or minicircle DNA sequences which
showed better sensitivity and specificity results and allowed
quantification (9). Only four studies used a quantitative method
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(12, 40-42) but parasitemia levels were not related to any clinical
outcome. Parasitemia levels are usually low in chronic patients
with CD compared with parasitemia levels in patients with acute
CD. Different studies have analyzed the correlation between
quantitative results of T. cruzi in peripheral blood and organ
damage with inconsistent results (41, 50). Parasite detection
ratios ranged widely within the included studies. In patients with
ICD, the detection ranged from 7.4 (35) to 100% (43) while in
patients with CCC varied from 27.4 (45) to 78.1% (12). Besides
the previously described factors, parasite dynamics in blood have
not been thoroughly characterized. Intermittent parasitemia is
constant in the chronic phase of CD but its periodicity, triggers,
determinants, or reservoirs are still unknown (8). Thus, although
the internal variability is probably acceptable among all studies as
they used the same method throughout, lack of sensitivity could
result in low positive ratios precluding differences detection.

This systematic review has several limitations. As a neglected
tropical disease, scarce investment over time has limited the
generation of high-quality evidence (51). A significant risk of
bias has been detected among most of the studies resulting from
small sample sizes, differences among study designs, differences
not reporting on basal characteristics, different CCC assessments,
and PCR methods along with the fact that most of the studies
were not even designed for this purpose. To improve studies
comparability, we have grouped them by the main confounding
factors: country of origin and quality of PCR technique but
variability remained. Therefore, while we have performed a
meta-analysis, wide inter-study heterogeneity (I 64%, p < 0.01)
impedes a robust interpretation of its results. A patient-level
meta-analysis could improve the consistency and robustness of
the results and provide evidence to better inform physicians
treating people living with CD.
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In conclusion, with the current information, we could
not establish a correlation between PCR-detectable parasitemia
and CCC. Better prospective studies with a defined follow-
up, representative population, homogeneous criteria, and
standardized methods for PCR detection are needed to answer
this question.
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