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Resumen En el presente trabajo informamos la afectacion de parametros inmunoldgicos durante la etapa grave
de la infeccién y luego de alcanzar la recuperacion clinica en un paciente autéctono del Noroeste
argentino con leishmaniasis visceral causada por Leishmania (Leishmania) infantum. Detectamos concentraciones
plasmaticas elevadas de interferén-y, interleuquina 10, IgG y BAFF (B-cell activating factor) durante la enfermedad
activa, que se normalizaron luego de la recuperacion clinica. En relacién al perfil de diferenciacion y memoria de las
células T, clasificamos las células segun la expresiéon de CD27, CD28, CD45R0O, CD57 y perforina. Encontramos
un fenotipo altamente diferenciado analizando la poblacién de linfocitos T CD8*, con porcentajes aumentados de
células T de diferenciacion tardia y efectoras terminales. Si bien el fenotipo T CD8* persistié luego de la recuperacion
clinica, pudimos observar un claro aumento de células T de memoria central en ese punto de estudio, sugiriendo
signos de una posible reversion hacia un perfil T menos avanzado. EI compartimiento de células B CD19* mostré
cambios mas leves en la composicion de las subpoblaciones de memoria. Documentamos el compromiso global
de parametros inmunoldgicos en la etapa grave de la leishmaniasis visceral que tienden a revertir luego de la re-
cuperacion, sugiriendo posibles signos de reconstitucion inmune acompanando a la mejoria clinica. Los parametros
evaluados podrian ser Utiles como biomarcadores de la evolucion clinica de la enfermedad.
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Abstract  Alterations of immunological parameters in an autochthonous case of visceral leishmaniasis
from the Northwest of Argentina. We report the alterations of immunological parameters of a
patient with visceral leishmaniasis caused by Leishmania (Leishmania) infantum from the Northwest of Argentina
during active disease and after achieving clinical recovery. We first demonstrated elevated amounts of IFN-I,
IL-10, B-cell activating factor (BAFF) and IgG in plasma during active disease, which returned to control values
after recovery. In relation to T cell profile, we measured CD27, CD28, CD45R0O, CD57 and perforin. We found a
highly differentiated phenotype, preferentially in active disease and among CD8* T cells, consisting in increased
numbers of late differentiated and terminal effector cells. Although this highly differentiated CD8* T cell phenotype
persisted after recovery, a clear increase of central memory cells was recorded for both T subsets at that point,
suggesting signs of reversion toward a less differentiated profile. The composition of the B cell compartment was
slightly modified during active disease. Herein we document the global impact of severe visceral leishmaniasis
on immunological parameters, which tend to revert upon clinical recovery, suggesting signs of immune restora-
tion accompanying clinical improvement. The evaluated parameters could eventually be used as biomarkers of
clinical evolution of visceral leishmaniasis.
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La leishmaniasis visceral (LV) presenta un espectro
clinico variable, que va desde infeccidén asintomatica
hasta enfermedad clinica con desenlace fatal y es consi-
derada la parasitosis con mayor mortalidad, después de
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malaria'. En el Noroeste de Argentina, la leishmaniasis
tegumentaria americana es endémica, pero hasta hace
cerca de una década no se habia registrado ningun
caso de leishmaniasis visceral. Desde 2008 hasta la
actualidad, se ha confirmado la presencia de siete casos
humanos?, por lo que el posible avance de la LV en esta
area geografica actualmente representa un signo de
alarma y motivo de preocupacién para los sistemas de
salud y para la comunidad. Nuestro grupo diagnosticé y
documenté uno de estos casos humanos, causado por
Leishmania (Leishmania) infantum en un paciente adulto®.
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El presente trabajo tiene como objetivo, valiéndonos de
muestras de archivo del caso mencionado, determinar la
afectacion de distintos componentes del sistema inmune
en etapas graves de la infeccion y analizar si la mejoria
clinica se asocia a signos de una posible reconstitucion
inmune. Para esto, realizamos la determinacién plasma-
tica de citoquinas ya examinadas por otros grupos como
parametros inmunolégicos asociados a enfermedad activa
y curacion* 5, asi como de otros parametros plasmaticos
relativos a inmunidad humoral. Por otra parte, analizamos
el fenotipo de diferenciacién y memoria de linfocitos T y
B periféricos, antes de la administracion del tratamiento,
y luego de lograr la recuperacion clinica.

Caso clinico

El paciente (varén, 44 afos) presentaba deterioro progresivo
del estado general de mas de tres semanas, con fiebre, esple-
nomegalia y pérdida de peso. El diagndstico de LV se deter-
miné por el hallazgo de abundantes amastigotes en improntas
de puncién de médula ésea y la identificacion de la especie
responsable como L. (L.) infantum mediante secuenciacion del
gen citocromo b®. Se descarté infecciéon por HIV, VHC y VHB.
Se determind pancitopenia pronunciada (glébulos blancos,
1000/mm?; linfocitos, 530/mm?). Se recolectaron muestras de
sangre periférica en ese punto y tres meses después de la
administracion de anfotericina B liposomal (3 mg/dia, 7 dias),
momento en que se logro la recuperacion clinica. Se guarda-
ron alicuotas de plasma a -80 °C para ensayos de ELISA co-
mercial de: interleuquina 10 (IL-10), interferén gamma (IFN-y),
factor activador de células B (BAFF), e inmunoglobulina G
(IgG). Las células mononucleares periféricas criopreservadas
a -140 °C se descongelaron para su analisis por citometria de
flujo. Las mismas condiciones fueron aplicadas para un grupo
control (GC, n = 12-16, resultados expresados en media +
DS), compuesto por sujetos sanos. Se obtuvo consentimiento
informado escrito del paciente y se siguieron los principios
enunciados en la Declaraciéon de Helsinki.

En la etapa grave de la enfermedad, determinamos nive-
les plasmaticos aumentados de IFN-y, IL-10 e 1gG junto con
concentraciones marcadamente elevadas de BAFF en com-
paracién con el GC, pardametros que se normalizaron luego
de alcanzar la recuperacion clinica (Tabla 1).

En el momento critico de la infeccién observamos una
relacion T CD4/CD8 invertida, de 0.17, que aumenté a 0.83
luego de la recuperacion clinica. Tomando en cuenta traba-
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jos previos que indican que, durante infecciones crénicas,
células T de diferenciacion temprana y de memoria central
confieren mejor inmunidad protectora que células altamente
diferenciadas y efectoras terminales (asociadas a senescen-
cia y agotamiento celular)®® investigamos la evolucién de
la diferenciacion y memoria T en el paciente. Definimos el
perfil de diferenciacién de células T segun la co-expresion
de los receptores CD27 y CD28 como células de diferencia-
cion temprana (CD27+CD28*); de diferenciacion intermedia
(CD27-CD28+/CD27+CD28") y de diferenciacioén tardia (CD27-
CD28). El paciente con LV demostré un aumento de células
T de diferenciacion tardia, especialmente en la subpoblacién
T CD8*, que se mantuvo luego de la recuperacién clinica
(Fig. 1d). La subpoblacion T CD4* sufri6 cambios menores,
con predominio de células de diferenciaciéon temprana tanto
antes como después del tratamiento (Fig. 1b). La diferen-
ciacion terminal de las células T CD8* se apoyd también en
un aumento en la expresion del marcador de senescencia
CD57 (pre-tratamiento, 69.1%; post-tratamiento, 68.3%; GC,
18.3 + 14.9%) y de la molécula perforina (pre-tratamiento,
36.7%; post-tratamiento, 40.4%; GC, 17.9 + 12.8%). Para
analizar el fenotipo de memoria de los linfocitos T, clasifica-
mos a las células como virgenes (naive, CD27*CD45R0O"),
de memoria central (CD27*CD45R0*), de memoria efectora
(CD27-CD45R0") y efectoras terminales (CD27-CD45RO").
En la Figura 1 se grafican células T CD4* (Fig. 1a) y CD8*
(Fig. 1c) del paciente pre- y post- tratamiento, junto con los
hallazgos en un sujeto sano, (andlisis extensivos de células
T de sujetos sanos, concordantes con este ejemplo fueron
informados previamente por el grupo®). En la etapa grave
de LV, el perfil de memoria T CD4* estaba compuesto prin-
cipalmente por células naive y células de memoria efectora;
mientras que en los linfocitos T CD8* predominaban células
de memoria efectora y efectoras terminales. Estos resultados,
preferentemente sobre linfocitos T CD8*, apuntan a la predo-
minancia de un fenotipo de memoria avanzado. A pesar de
que el fenotipo maduro persiste luego de la recuperacion, en
esta etapa también se observa un claro aumento de células
T de memoria central para ambas subpoblaciones.

Por ultimo, analizamos el perfil de memoria de los linfocitos
B CD19*, caracterizamos las células como virgenes (naive,
CD27°1gD*); de memoria sin cambio de isotipo (CD27+IgD*); de
memoria clasicas (CD27+IgD") y doble negativas (CD27-1gD")
(Fig. 1e). Encontramos predominancia de células B CD19*
naive pre- y post-tratamiento, en concordancia con resultados
obtenidos en el GC (62.2+ 11.6%). No obstante, en la Figura
1e se muestra un porcentaje aumentado de células B doble
negativas en la etapa grave de LV en contraste con valores
hallados en GC (6.9+ 2.3%), subpoblacién que disminuye a
valores cercanos a los del GC luego de la recuperacion clinica.

TABLA 1.— Dosaje de citoquinas pro-inflamatorias y regulatorias y de pardmetros
relativos a la inmunidad humoral en un caso de leishmaniasis visceral

Parametro (concentracion

Paciente con leishmaniasis visceral

Grupo control

plasmatica) Pre-tratamiento Post-tratamiento  (sujetos sanos)
IFN-y (pg/ml) 18.7 <6 6.3+0.9
IL-10 (pg/ml) 167.0 7.3 543+ 1.3
BAFF (pg/ml) 23405.8 2249.2 1280 + 416
IgG (mg/ml) 23.7 14.0 9.36 +1.8

IFN-y, interferén-y; IL-10, interleuquina-10; BAFF, B-cell activating factor; IgG, inmunoglobulina G
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Fig. 1.— Perfil de diferenciacion y memoria de linfocitos T y B periféricos en la etapa grave y luego de la recuperacion clinica
en un caso de leishmaniasis visceral (LV). Se muestran graficas de puntos representativas de la co-expresion de CD27
CD45R0 y de CD27 CD28 para linfocitos T CD4+ y CD8+ y de la co-expresion CD27 IgD para linfocitos B CD19+ antes
de la administracion del tratamiento, 3 meses después de la finalizacion del tratamiento y de un sujeto sano, representa-
tivo del grupo control. Los linfocitos se seleccionaron por sus caracteristicas de tamano y complejidad y luego se analizd
la regién correspondiente a células T CD4+ (a, b); células T CD8+ (c, d) y linfocitos B CD19+ (e). Perfil de memoria T:
naive (N, CD27+CD45R0-); memoria central (MC, CD27+CD45R0O+); memoria efectora (ME, CD27-CD45R0+); células
efectoras terminales (ET, CD27-CD45R0-). Perfil de diferenciacién T: diferenciacion temprana (DTe, CD27+CD28+);
diferenciacién intermedia (DI, CD27-CD28+/CD27+CD28-) y diferenciacion tardia (DTa, CD27-CD28-). Perfil de memoria
B: naive (N, CD27-IgD+); de memoria sin cambio de isotipo (MSI, CD27+IgD+); de memoria clasicas (MC, CD27+IgD-) y
doble negativas (DN, CD27-IgD-)
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Discusion

En este trabajo describimos caracteristicas inmunoldgicas
de un paciente con LV del interior de Salta, zona geografi-
ca que desde hace algunos afos esta sufriendo el avance
de esta enfermedad. Nuestra intencion fue evaluar el efec-
to de la infeccién en componentes del sistema inmune, por
lo que comenzamos nuestro estudio analizando niveles
plasmaticos de IFN-y e IL-10, que aumentaron en la etapa
critica y disminuyeron luego de la recuperacion, en con-
cordancia con estudios previos* 5, enfatizando su relacion
con la evolucién clinica. La relacion CD4/CD8 disminuida
ilustra el fuerte efecto producido sobre el sistema inmune y
su aumento acompafando la recuperacion clinica sugiere
una mejoria a nivel inmunoldgico. Este hallazgo también
fue encontrado por Hailu et al® en LV causada por L.
donovani. La inversién de la relacion CD4/CD8 también
se asocia a un aumento de marcadores de senescencia
y de agotamiento celular en infecciones como HIV'™C. En
concordancia, encontramos un perfil altamente diferen-
ciado, preferentemente analizando linfocitos T CD8* y
enfermedad activa. Recientemente demostramos que los
pacientes con leishmaniasis mucosa, forma grave de la
leishmaniasis tegumentaria, presentan un perfil altamen-
te diferenciado de células T, fenotipo que también se
asocio6 a infecciones virales y parasiticas cronicas, como
consecuencia de la activacion inmune persistente por el
antigeno” 8. En el presente caso, con menor cronicidad,
sugerimos que el antigeno es capaz de gatillar una rapida
activacion inmune. Por consiguiente, otros factores como
la carga parasitaria y caracteristicas de la cepa infectante
podrian modular también el grado de diferenciacion de
células T. La recuperacion clinica se acompafié por un
claro aumento de células T CD4+ y CD8* de memoria
central. El aumento de esta subpoblaciéon luego de la
terapia fue descrito en la infeccion por L. donovan? y la
presencia de células T de memoria central se correlacioné
con cargas virales disminuidas en la infeccion por HIV'.

Los linfocitos B también sufren algunos cambios du-
rante la infeccion por L. (L.) infantum, como la expansion
de células B doble negativas CD27-IgD- en la etapa clinica
critica. La poblacién de memoria CD27- fue observada
asociada a signos de agotamiento celular en malaria e
infeccion por HIV'™ '3; en nuestro trabajo, se requeriria
realizar un estudio méas exhaustivo de dicha subpoblacion
B para definir que se trate de células de memoria y para
determinar una posible asociacion con signos de agota-
miento. Ademas, en consonancia con el estudio de Goto
etal, relativo a LV causada por L. donovani, encontramos
una concentracion plasmatica de BAFF marcadamente
elevada, junto con aumento de IgG, parametros que se
normalizaron luego de la recuperacion clinica. BAFF es
un regulador critico de seleccion y sobrevida de células
B periféricas, que se encuentra muy aumentado en enfer-
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medades autoinmunes y fue asociado también a gravedad
y actividad clinica en malaria™®.

Documentamos el compromiso global de parametros
inmunoldgicos en la etapa grave de la infeccién por L. (L.)
infantum en un paciente adulto. Determinamos un profundo
efecto del antigeno sobre el compartimiento de células T
periféricas junto con cambios sutiles en subpoblaciones
B de memoria, parametros que tienden a revertir luego
de la recuperacion clinica, sugiriendo posibles signos
de reconstitucion inmune. Nuestros resultados permiten
conjeturar que los parametros evaluados podrian ser utiles
como indicadores asociados a la evolucion clinica de la LV.
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To read, write, and converse in due proportions, is, therefore, the business of a man
of letters. For all these there is not often equal opportunity; excellence, therefore, is not
often attainable; and most men fail in one or other of the ends proposed, and are full
without readiness, or without exactness. Some deficiency must be forgiven all, because
all are men; and more must be allowed to pass uncensured in the greater part of the
world, because none can confer upon himself abilities, and few have the choice of situ-
ations proper for the improvement of those which nature has bestowed: it is, however,
reasonable to have perfection in our eye; that we may always advance towards it, though
we know it never can be reached.

Leer, escribir, conversar en las debidas proporciones, es, por lo tanto, incumbencia
del hombre de letras. Para todo esto a menudo no hay igual oportunidad; la excelencia,
por lo tanto, no siempre se obtiene, y la mayoria de los hombres falla en uno u otro de los
fines propuestos, y estan terminados sin disposicion o sin exactitud. Alguna deficiencia
debemos perdonarles a todos, porque todos son hombres; y mas debemos dejar pasar
sin censura en la mayor parte del mundo, porque nadie se puede conferir a si mismo
habilidades, y pocos pueden elegir situaciones apropiadas para mejorar aquellas que
dota la naturaleza: es, sin embargo, razonable tener la perfeccion como nuestra meta;
siempre debemos avanzar hacia ella, aunque sepamos que nunca se puede alcanzar.

Samuel Johnson (1709-1784)

No. 85. Study, composition, and converse equally necessary to intellectual accom-
plishment. The Adventurer, August 28, 1753. En: http://www.johnsonessays.com/the-
adventurer/no-85-study-composition-and-converse-equally-necessary-to-intellectual-

accomplishment/; consultado 23/4/2020.



