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PAPEL DAS MOLÉCULAS CO-ESTIMULATÓRIAS NA IMUNOMODULAÇAO DA 

LEISHMANIOSE TEGUMENTAR HUMANA. CECILIA BEATRIZ FlUZA FAVALI. 

A leishmaniose humana apresenta um ampio espectro de manifestações clínicas 

que variam desde a forma cutánea localizada até a forma com comprometimento 

visceral. O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o papel de 

moléculas co-estimulatórias na leishmaniose humana. Assim, verificou-se o efeito 

destas moléculas na produção de citocinas ( TNF-a, IFN^ e IL-10) e 

caracterização fenotlpica por citometria de fluxo de células de pacientes com a 

fonna tegumentar da doença. Pacientes da área endémica de Jequié - BA foram 

avaliados por exame clínico, Teste de Montenegro (DTH) e histopatologia. Células 

mononucleares de sangue periférico (CMSP) foram obtidas e plaqueadas numa 

concentração de 5x10®/ml para coleta de sobrenadante e a dosagem de citocinas 

foi realizada pela técnica de ELISA. A análise fenotípica dos linfócitos T foi 

realizada por citometria de fluxo, coletando-se as células e marcando-as com 

anticorpos conjugados a fiuorocromos (CD4, CD8, CD25 e CTLA4). As células de 

pacientes com leishmaniose tegumentar foram estimuladas com antígeno solúvel 

de Leishmania (SLA 10 ng/ml) com ou sem a adição de CTLA4 solúvel (para 

bloquear a interação CD28-B7) ou anti-CD40L (para bloquear a interação CD40- 

CD40L). Os resultados encontrados demonstram que o bloqueio da interação 

CD28-B7, vía CTLA4 solúvel inibe a produção das citocinas IFN^ , IL-10, IL-12 e 

TNF-a. Este efeito é mais pronunciado nos pacientes que apresentam duração da 

lesão inferior a sessenta dias. Por outro lado, a interação CD40-CD40L parece 

não ser essencial na imunomodulação da leishmaniose tegumentar humana, já 

que não foram observadas alterações significativas na produção de citocinas 

quando se utilizou o anticorpo anti-CD40L. Não se verificou alteração significativa 

no padrão fenotípico de células CD4* e CDS'" quanto aos marcadores de ativação 

recente (CD 25) nem quanto à expressão de CTLA4.

Palavras Chave: Leishmaniose Cutânea. Citocinas. Imunomodulação

R E S U M O
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ROLE OF COSTIMULATORY MOLECULES ON IMMUNOMODULATION OF 

HUMAN TEGUMENTARY LEISHMANIASIS CECILIA BEATRIZ FlUZA FAVALL 

Human leishmaniasis has a wide spectrum of clinical manifestations with 

tegumentary or visceral commitment. The objective of the present work is to 

evaluate the effect of co stimulatory molecules on cytokine production and T 

lymphocyte phenotype from peripheral bkDod mononuclear cells (PBMC) from 

cutaneous leishmaniasis patients. Tegumentary leishmaniasis patients from 

endemic area (Jequié-Bahia) were evaluated by clinic characteristics, 

histopathology and delayed type hypersensitivity (Montenegro test). PBMC were 

obtained from passage over a Ficoll- Hypaque gradient and plated (5x10®/ml) in 

complete medium. The cells were stimulated with soluble Leishmania antigen (SLA 

lO^g/ml) in the presence or absence of soluble CTLA4 to block CD28-B7 

interaction and anti human CD40L to block CD40-CD40L interaction. Supernatants 

were harvested at 24, 48 and 96 hours after culture for TNF-a, IL-10 and IFN-y 

ELI^A measurement, respectively. Cells were harvested (48 hours), stained with 

antibodies conjugated to fluorochromes (CD4, CD8 , CD25 and CTLA4) and 

analyzed by flow cytometry. The results show the blockade of CD28-B7 

downmodulate IFN-y, IL-10, lL-12 and TNF-a secretion by PBMC from tegumentary 

leishmaniasis. This effect is evident in patients with less than sixty-day lesions. On 

the other hand, CD40-CD40L interaction seems not to be essencial on human 

tegumentary leishmaniasis imunomodulation. No alterations on cytokine production 

were observed when anti-CD40L bbcked the interaction CD40-CD40L. T cells 

CD4^ and CD8  ̂ phenotipk: pattem was not altered conceming CTLA4 and CD25 

expression when both costimulatory interactions were blocked.

Key-words; Tegumentary leishmaniasis, cytokines, imunomodulation

A B S T R A C T
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CMSP - Células mononucleares do sangue periférico

SLA - Antígeno solúvel de Leishmania

TNF-a - Fator de necrose tumoral alfa

IL-1 - Interleucina 1

IL-2 - interleucina 2

IL-4 - Interleucina 4

IL-6 - Interleucina 6

IL-10- Interleucina 10

IL-12- Interleucina 12

IFN-y - Interferon gama

TGF-p - Fator transformador do crescimento beta

GM CSF- Fator estimulador de colonia de granulócitos e monócitos

L IS T A  D E  A B R E V I A T U R A S

P E -

FITC-

Cy-

LTA-

LC -

LCM-

LCD-

LD-

Thl -

Th2-

N O -

D X H -

TC R -

A PC-

iNOS-

NK-

ELISA -

Ficoeritrina

Isotiocianato de fluoresceina 

Cychrome

Leishmaniose tegumentar americana 

Leishmaniose cutânea 

Leishmaniose cutâneo mucosa 

Leishmaniose cutâneo difusa 

Leishmaniose disseminada 

T helper 1 

T helper 2 

Óxido nítrico

Hipersensibilidade tipo tardia 

Receptor da célula T 

Célula apresentadora de antígenos 

Óxido nítrico sintetase induzível 

Célula Natural Killer 

Ensaio imunoenzimático 

Toxóide tetânico
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L IS T A  D E  F I G U R A S

Figura 1- Produção de TNF-a por CMSP de pacientes com leishmaniose cutânea 

localizada, estimuladas com SLA (10jxg/ml) na presença de anti-CD40L 

(10nQ/ml)

Figura 2- Produção de TNF-a por CMSP de pacientes com menos de sessenta 

dias de lesão (A, B) com mais de sessenta dias de lesão (C, D), 

estimuladas com SLA (10^ig/ml) na presença de anti-CD40L (10^g/ml)

Figura 3- Produção de IL-10 por CMSP de pacientes com leishmaniose cutânea 

localizada, estimuladas com SLA (lOjig/ml) na presença de anti-CD40L 

(lO^ig/ml)

Figura 4- Produção de IL-10 por CMSP de pacientes com menos de sessenta dias 

de lesão (A, B) com mais de sessenta dias de lesão (C, D), estimuladas 

com SLA (10^g/ml) na presença de anti-CD40L (10|xg/ml)

Figura 5- Produção de IFN-7 por CMSP de pacientes com leishmaniose cutânea 

localizada, estimuladas com SLA (10jag/ml) na presença de anti-CD40L 

(10 x̂g/ml)

Figura 6- Produção de IFN-y por CMSP de pacientes com menos de sessenta dias 

de lesão (A, B) com mais de sessenta dias de lesão (C, D), estimuladas 

com SLA (10|ig/ml) na presença de anti-CD40L (lO^g/ml)

Figura 7- Produção de TNF-a por CMSP de pacientes com leishmaniose cutânea 

localizada, estimuladas com SLA (10^ig/mí) na presença de CTLA4 Ig 

(5|xg/ml)
12



Figura 8- Produção de TNF-a por CMSP de pacientes com menos de sessenta 

dias de lesão (A, B) com mais de sessenta dias de lesão (C, D), 

estimuladas com SLA (10pg/ml) na presença de CTLA4 Ig (5jig/ml)

Figura 9- Produção de IL-10 por CMSP de pacientes com leishmaniose cutânea 

localizada, estimuladas com SLA {10jig/ml) na presença de CTLA4 Ig 

(5iig/ml)

Figura 10- Produção de IL-10 por CMSP de pacientes com menos de sessenta 

dias de lesão (A, B) com mais de sessenta dias de lesão (C, D), 

estimuladas com SLA (10/ig/ml) na presença de CTLA4 Ig (5jig/ml)

Figura 11- Produção de IFN^por CMSP de pacientes com leishmaniose cutânea 

localizada, estimuladas com SLA (lO^g/ml) na presença de CTLA4 Ig 

( 5ng/ml)

Figura 12- Produção de IFN-y por CMSP de pacientes menos de sessenta dias de 

lesão (A, B) com mais de sessenta dias de lesão (C, D), estimuladas 

com SLA (lO^g/ml) na presença de CTLA4 Ig (5fig/ml)

Figura 13- Con-elação positiva entre a porcentagem de redução de IFN-y e 

porcentagem de redução de TNF-a quando a interação CD28-B7 foi 

bloqueada via CTLA4 Ig (5|ig/ml)

Figura 14- Produção de IL-12por CMSP de pacientes com leishmaniose cutânea 

localizada, estimuladas com SLA (lO^g/ml) na presença de CTLA4 Ig 

(S îg/ml)
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Figura 15 - Produção de IFN^ por CMSP de doadores reestimuladas in vitro com 

5 LF/ml de toxóíde tetánico

Figura 16- Produção de IL-10 por CMSP de doadores reestimuladas in vitro com 

5 LF/ml de toxóíde tetánico

Figura 17- Produção de TNF- a  por CMSP de doadores reestimuladas in vitro com 

5 LF/ml de toxóíde tetánico

Figura 18 -  “Dot plof representativo gerado por citometria de fluxo.(A) População 

de células T Qanela R1), mostrando dupla marcação para CD4"^CD25‘" 

e (B) População de células T ( janela R2), mostrando dupla marcação 

para CD8+CD25

Figura 19 - Análise por citometria de fluxo da população celular gerada após 

reestimulação in vitro de CMSP de pacientes com SLA (10fig/ml), na 

presença de CTLA4lg (S îg/ml) e de anti-CD40L (lO^tg/ml)
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1.1 DADOS EPIDEMIOLÓGICOS

A leishmaniose é uma doença com ampla distribuição no Velho Mundo e 

Novo Mundo. É uma doença que compromete pele e mucosas (fonna cutânea) e 

vísceras (forma visceral). O curso da infecção por Leishmania apresenta 

características clínicas variadas que dependem de fatores do parasito e da 

capacidade de resposta imune do hospedeiro (GRIMALDI, 1982).

A leishmaniose representa um Importante problema de saúde pública e está 

incluída entre as seis mais importantes endemias do mundo. É endêmica em 

oitenta e oito países da América Latina, África, índia, Europa e Ásia. A 

Organização Mundial de Saúde (OMS) estima que em todo o mundo cerca de 12 

milhões de indivíduos estão infectados e que 1 em cada 19 habitantes do mundo 

estão sob o risco de se infectar (World Health Organization, Leishmaniasis 

Control ) Disponível em: http://www.who.int/emc/diseases/leish/ . Acesso em 

10/12/2002.

No Brasil, os relatórios epidemiológicos, apesar de incompletos, mostram 

que a incidência de leishmaniose vem aumentando. Em 1995, foram registrados 

35583 casos, sendo que o maior índice foi verificado nas regiões Norte-Nordeste 

com 36.6% e 38% , respectivamente. No Estado da Bahia a Fundação Nacional 

de Saúde registrou um total de 2877 casos em 1989 e de 4105 casos em 1994.

Nos últimos vinte anos, a leishmaniose tegumentar americana (LTA) vem 

apresentando franco crescimento, tanto em magnitude como em expansão 

geográfica, observando-se surtos epidêmicos nas regiões Sul, Sudeste, Centro 

Oeste, Nordeste e, mais recentemente, na região Norte (Amazonas), relacionado 

ao processo predatório de colonização.

No Nordeste, houve um aumento gradativo no número de municípios 

atingidos pela LTA no período entre 1994 a 1998. Nos estados do Maranhão, 

Bahia, Ceará e Pemambuco, o coeficiente de detecção foi alto, sendo que no 

Estado da Bahia foram detectados 3.342 casos, o qual representa um coeficiente

1 .  I N T R O D U Ç Ã O
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de detecção de 25.72/100.000 hab. Disponível em: httD://www.funasa.qov.br 

Acesso em 10/12/2002

1.2  O PARASITO

O agente etiológico da leishmaniose é um protozoário da ordem 

Kinetoplastidae, da família Trypanosomatidae, do gênero Leishmania. As espécies 

de Leishmania são parasitos digenéticos ou dimórficos, que se multiplicam em 

fornias amastigotas (intracelulares) no interior de macrófagos, e em formas 

promastigotas (extracelulares) no interior do trato digestivo dos vetores 

flebotomíneos, os quais realizam a transmissão do parasito para os hospedeiros 

vertebrados (LAINSON etal, 1987).

A transmissão do parasito ocorre quando o flebotomíneo fêmea infectado, 

ao picar o homem ou outros animais (domésticos e selvagens), injeta junto com a 

saliva as fomnas promastigotas (flageladas) infectantes, denominadas 

metacíclicas. As promastigotas são fagocitadas por macrófagos residentes na 

derme via receptores e ligantes específicos. As leishmanias se instalam no 

compartimento fagolisossomial dos macrófagos (vacúolo parasitóforo) e se 

diferenciam em amastigotas, sobrevivendo e multiplicando-se por divisão binária. 

A habilidade para sobreviver no interior das células do hospedeiro reflete a 

adaptação evolutiva desses parasitos para evadir-se e resistir aos mecanismos 

efetores imunes do hospedeiro (HOWARD etal, 1980;MOSSER, 1994).

Inicialmente os critérios para identificação e classificação das espécies 

tinham como base as manifestações clínicas por elas produzidas aliadas às suas 

características epidemiológicas, geográficas e biológicas. Com o desenvolvimento 

de novos métodos bioquímicos e genéticos foi possível agrupar mais 

precisamente as diferentes espécies de Leishmania (GRIMALDI et al, 1989).

Antigos conceitos têm sido revistos, demonstrando que uma mesma 

espécie de parasito pode causar mais de um tipo de doença com considerável 

sobreposição de espécies de Leishmania (SILVEIRA et al, 1991).

1 7
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1 .3  FORMAS CLÍNICAS E AGENTES ETIOLÓGICOS

Existem duas formas clínicas básicas: tegumentar e visceral, sendo que a 

forma tegumentar apresenta um espectro ampio de manifestações clínicas e 

patológicas (BRYCESON. 1969).

Os parasitos que causam leishmaniose cutânea (LC) e leishmaniose 

cutânea mucosa (LCM) no Novo Mundo estão agrupados no complexo L  

brazHiensis e L mexicana. Parasitos do complexo L. braziliensis geralmente 

causam LC e LCM. enquanto que aqueles que compõe o complexo L  mexicana 

geralmente não estão envolvidos com manifestações mucosas, causando apenas 

lesões cutâneas restritas e autolimitadas. L amazonensis, a qual previamente 

considerava-se causar apenas lesões cutâneas localizadas (SILVEIRA et al, 

1991), é agora associada com alguns casos de LCM e leishmaniose visceral (LV) 

(BARRALetal, 1991).

O pólo responsivo é representado pela leishmaniose cutânea focalizada 

(LCL) e leishmaniose cutânea mucosa (LCM). Neste caso, os pacientes 

apresentam uma forte reação de hipersensibilidade do tipo tardia ao antígeno de 

Leishmania (intensa imunidade mediada por células) e produção de níveis 

elevados de interferon y (IFN-y), em resposta aos antígenos parasitários quando 

testados in vitro. Por outro lado a imunidade humoral específica é menos 

exacerbada, com baixa produção de anticorpos (CARVALHO et al, 1985; CASTES 

etal, 1983).

A leishmaniose cutâneo-difusa (LCD), representa o pólo não responsivo ou 

anérgico. Os pacientes apresentam imunidade humoral exacerbada e ausência de 

resposta mediada por células (CONVIT et al, 1972). A resposta linfoproliferativa é 

deficiente e estes linfócitos não secretam IFN^ quando estimulados com antígeno 

de Leishmania, mas produzem esta citocina quando desafiados com mitógenos ou 

antígenos não relacionados (MURRAYetal, 1984).

1 8



A leishmaniose cutânea localizada tem como principal característica uma 

lesão ulcerada, que se desenvolve, geralmente, nos membros inferiores, no local 

de inoculação do parasito pelo inseto vetor. A úlcera, de bordos elevados e fundo 

plano é geralmente auto limitada. A leishmaniose cutânea disseminada (LD) e a 

leishmaniose recidiva cutis são também formas localizadas de leishmaniose e 

causam ulcerações cutâneas múltiplas (CASTES et al, 1983; SARAVIA et al, 

1989).

As lesões podem ter uma variedade de aspectos como pápulas, nódulos, 

úlceras, tubérculos ou placas infiltradas. A forma de LD pode ser observada em 

cerca de 1% dos casos e alguns pacientes apresentam mais de 700 lesões, 

certamente causado por disseminação hematogênica do parasito. Esta forma 

pode ser causada por L. braziliensis e L  amazonensis (COSTA et al, 

1986;CARVALHO et al, 1994). Existe, também, a forma linfática da leishmaniose 

cutânea que é caracterizada por uma seqüência de nódulos ao longo da rota 

linfática, podendo ser causada por L. braziliensis, L. panamensis e L guyanensis 

(WALTON etal, 1977).

Linfadenopatia regional com rápida resolução é comum na LC do Novo 

Mundo, especialmente na doença causada por L. braziliensis, e por vezes precede 

o aparecimento das lesões cutâneas (BARRAL et al, 1992; BARRAL et al, 1995b).

A leishmaniose recidiva cutis ou lupóide é caracterizada pela aparência de 

lesões ativas em volta das escaras ou por difusão periférica da lesão com cura 

central. No Brasil, a leishmaniose recidiva cutis tem sido causada tanto por L. 

braz///ens/squanto L. amazonensis (BITTENCOURTetal, 1993).

No Novo Mundo, o agente que causa a fomna clínica mais grave é a L  

braziliensis . Cerca de 1% dos casos de LC por L  amazonensis podem disseminar 

apresentando múltiplas lesões, com aspecto de pápulas e úlceras pequenas 

(BARRAL etal, 1991).

1 .3 .1  L e i s h m a n i o s e  C u t â n e a  L o c a l i z a d a  (L C L )
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1.3.2 Leishmaniose Cutânea Mucosa ( LCM)

No Novo Mundo, aproximadannente 3% dos pacientes infectados com L  

braziliensis são acometidos por LCM, menos freqüentemente está associada à 

infecção por L. amazonensis (BARRAL et ai, 1991).

Provavelmente, o envolvimento da mucosa se desenvolve a partir da lesão 

primária por disseminação hematogênica do parasito para a mucosa nasal, palato, 

úvula, faringe e lábio superior. As lesões ocorrem num período que varia em 

algumas semanas a vários anos depois da infecção. Em uma área endêmica da 

Bahia (Brasil) 46% dos pacientes com LC desenvolveram lesões mucosas após 

dois anos da infecção cutânea (MARSDEN, 1986). O desenvolvimento da lesão 

mucosa aparece concomitantemente com lesões ativas de pele em 14%-28% dos 

pacientes ou surge depois de cura espontânea ou induzida por tratamento. Por 

outro lado, a doença mucosa ocorre sem uma lesão cutânea prévia em 16% dos 

casos. As lesões mucosas são infiltradas, com ulcerações que podem causar 

extensiva destruição do septo nasal. Perfuração septal é observada em 42% dos 

pacientes com LCM (MARSDEN, 1986).

1.3.3 Leishmaniose Cutânea Difusa (LCD)

A LCD é uma forma rara de leishmaniose reportada na América Central, 

América do Sul (especialmente no Brasil), República Dominicana e Venezuela. Os 

agentes são L. aetiopica, L. mexicana e L. amazonensis (GUENOUN etal, 1990).

A lesão inicial assennelha-se à lesão observada na LCL, sem ulceração, 

sendo que a disseminação hematogênica ocorre após meses ou anos 

(BRYCESON, 1969).

O infiltrado difuso‘ no rosto confere um aspecto similar à hanseníase 

Virchoviana. As lesões são geralmente não ulceradas, a menos que a área tenha 

sofrido algum trauma (BITTENCOURt et al, 1968). A LD é completamente 

diferente da LC difusa, na qual multas lesões também são observadas, mas são 

nodulares e não ulceradas (CARVALHO et al, 1994).
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As lesões podem evoluir, estendendo-se pelo corpo, com aspecto 

eritematoso ou com aparência de nódulos. As lesões nâo ulceram e a cicatrização 

espontânea de algumas lesões é acompanhada pelo aparecimento de outras. A 

disseminação ocorre pelos sistemas linfáticos, permanecendo na derme, não 

havendo visceralização (BARRAL-NETTO etal, 1995; MAUEL etal, 1981).

Na LCD nâo há resposta imune do tipo tardia ao antígeno do parasito in 

vivo (DTH ou reação de Montenegro negativa) nem in vitro (resposta 

linfoproliferativa) (CASTES et al, 1983; CASTES et al, 1984).

1 .4  L E IS H M A N IA  E IMUNIDADE

As citocinas parecem ter um papel importante na imunorregulação da 

infecção por Leishmania. Dois tipos de linfócitos T, T helper 1 (Th1) e Th2, 

apresentam diferentes perfis de secreção de citocinas. Na leishmaniose murina 

experimental já é bem estabelecido modelo de resistência e susceptibilidade em 

diferentes linhagens de camundongos. Um produção inicial de IL-4 no 

camundongo susceptível (BALB/c) está associada com uma resposta Th2, 

enquanto nas linhagens resistentes (C57/BL6, CBA e C3H) há desenvolvimento 

de resposta Th1 dependente de IL-12 na qual células T CD4"̂  produzem IFN-^e 

levam à eliminação dos parasitas nos macrófagos ( REINER et al, 1995). Também 

tem-se demonstrado que o TNF-a, citocina produzida por macrófagos, linfócitos T 

e outros tipos celulares, desempenha papel importante na proteção na 

leishmaniose murina experimental (THEODOS et al, 1991; TITUS et al, 1989).

Estudos de leishmaniose experimental indicam que estágios precoces da 

infecção são semelhantes tanto em animais susceptíveis quanto em resistentes, 

com uma marcada predominância de neutrófilos, muitos deles contendo parasitos. 

Macrófagos e eosinófilos estão presentes em menor número. Este aspecto é 

gradualmente substituído na linhagem susceptível por um aspecto monomórfico 

constituído predominantemente por macrófagos vacuolados cheios de 

amastigotas, enquanto em camundongos naturalmente resistentes é observado 

um infiltrado de linfócitos e plasmócitos e uma reação granulomatosa (ANDRADE
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et al, 1984; BARRAL-NETTO et al, 1987). Este estágio é também caracterizado 

por sinals ultraestruturals de ativação de macrófagos nos animals imunizados 

(POMPEU et al, 1992). Precocemente na infecção experimental, os neutrófilos têm 

um papel parasiticida importante pela fagocitose, causando uma grande redução 

no número de parasitos (POMPEU et al, 1991).

Apesar da liberação destas substâncias, muitos parasitos permanecem 

intactos dentro dos macrófagos. Isto pode ser devido a presença de outras 

substâncias que contrabalançam a ação do IFN-^, como IL-4 e IL-10 ou TGF-p, o 

qual tem sido demonstrado predominar em animais suscetíveis (BARRAL-NETTO 

et al, 1992). Observou-se que em modelos murinos, a adição de TGF-p em 

culturas de macrófagos aumentava a replicação de L  braziliensis, enquanto que o 

anticorpo neutralizante anti-TGF-p diminuía a infecção. O tratamento com TGF- 

p in vivo fez com que parasitos avirulentos se tornassem virulentos e causou 

reativação da infecção latente por L braziliensis (BARRAL et al, 1993). Ainda 

quanto à modulação da leishmaniose murina, camundongos deficientes em IL-10, 

apresentavam maior resistência a L. donovani por aumento na produção de IFN^ 

e lL-12. Verificou-se também que não era a ausência de IFN-y e sim a presença 

de IL-10 que levava à forma ativa da doença (MURPHY et al, 2001).

É possível, então que o equilíbrio entre Th1 e Th2 bastante evidenciado nos 

modelos murinos de leishmaniose, também esteja implicado no variado espectro 

de fornias clínicas da leishmaniose humana. Os macrófagos podem ser ativados 

por citocinas autócrinas (como o TNF-a) ou por citocinas produzidas pelas células 

T, incluindo o IFN-y (MURRAY et al, 1983) e GM-CSF (WEISER et al, 1987), 

assim adquirindo capacidade antimicrobiana intracelular.

As promastigotas inoculadas na pele se transfomnam em amastigotas 

dentro dos macrófagos e se replicam dentro do vacúolo parasitóforo. São vários 

os fatores que influenciam sua sobrevivência. A resistência natural ocon-e por 

mecanismos de defesa constitutivos, que são ativados em minutos ou segundos. 

Um exemplo é a fagocitose por macrófagos ou neutrófilos, a liberação de enzimas 

hidrolíticas ou intemiediários reativos do oxigênio (oxidative burst). Outros
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mecanismos requerem indução transcripcional ou síntese “de novo” de proteínas e 

não são funcionais no início da infecção. Exemplos são a produção de óxido 

nítrico (NO) pela NO sintase induzida ou tipo II (iNOS ou N0S2) entre outros 

(NATHAN, 1992).

Este processo é induzido por IFN-7 , uma citocina característica de células 

do tipo Th1 mas também liberada por células NK. Embora estas células sejam 

componentes da imunidade inata e potenciais indutores da NOS2, a sua expressão 

e função foi raramente analisada e demonstrada na fase precoce da doença 

(JONES-CARSON et al, 1995; YU et al. 1998; DIEFENBACH et al, 1998, 

YOSHIMOTO etal, 1998).

Pacientes com lesões cutâneas crônicas expressam uma grande 

quantidade de citocinas pró inflamatórias como o TNF-a (MELBY et aí, 1994). 

Quando CMSPs de pacientes com leistimaníose cutânea e mucosa são 

estimulados com L. amazonensis, ocorre um aumento de IFN-7 e TNF-a no 

sobrenadante da cultura. O IFN-y é essencial para a ativação macrofágica 

necesssária à destruição do parasito, por outro lado, IFN-7 também estaria 

envolvido na patogênese da doença por levar a um aumento do TNF-a (RIBEIRO- 

DE-JESUS et al, 1998).

No homem, altos níveis séricos de TNF-a não estão associados à proteção 

ou à prognóstico favorável (BIRKLAND et al, 1992; PISA et al, 1990). Embora 

teníia-se sugerido que aítos níveis séricos de TNF-a possam participar de 

mecanismos patogênicos, estudos in situ sobre produção de TNF-a na 

leishmaniose tegumentar, não demonstram diferenças na expressão de RNAm 

para TNF-a na leishmaniose cutânea localizada (LCL) e leishmaniose cutânea 

mucosa (LCM) (DUJARDIN et al, 1993; PIRMEZ et al, 1993). Porém, verificou-se 

que os níveis séricos de TNF-a eram significativamente mais elevados nos 

pacientes com leishmaniose mucosa do que naqueles pacientes com a forma 

localizada.( DA-CRUZ et al, 1996) e também foi demonstrado que pacientes com a 

forma mucosa secretavam mais TNF-a e IFN-ye menos IL-10 do que pacientes
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com a forma localizada da doença quando CMSP eram estimuladas com SLA. 

( BACELLAR at al, 2002).

Quanto à modulação da resposta Th1, demonstrou-se que o TGF-p 

endógeno aumenta a susceptibilidade de macrófagos humanos à infecção com 

diferentes espécies de Leishmania e é detectado no sítio das lesões, na fase 

inicial da leishmaniose cutânea, e em casos de doença cutâneo-mucosa ativa. A 

adição de TGF-p exógeno nas culturas de macrófagos humanos aumentava o 

número de parasitos em tomo de 50% (BARRAL et al, 1995c).

Outro ponto que diz respeito à regulação por citocinas, uma possível 

explicação para a patogênese da LCM ou casos de LCL com evolução 

desfavorável seria a presença de citocinas inibidoras de resposta tipo Th1 na fase 

inicial da infecção. Meiby et al, (1996) demonstraram que IFN^ e IL-12 estão 

aumentados nas lesões mais antigas da LCM, podendo, portanto ter um papel 

importante na patogênese desta doença.(MELBY et al, 1996). Confinnando estes 

dados, Rocha et al. (1999) observaram que pacientes com uma doença mais 

recente ( menos de 60 dias de lesão) produziam menos IFN-ye tinham um índice 

de estimulação menor ao antígeno de Leishmania do que aqueles pacientes com 

maior tempo de doença ( mais de 60 dias). Por outro lado, a produção de IL-10 

pelos CMSPs dos pacientes com lesão recente era maior do que em pacientes 

com lesão tardia. Este fato demonstra uma diminuição transitória na resposta Th1 

dos pacientes com lesão recente, permitindo a sobrevivência e multiplicação do 

parasito com conseqüente desenvolvimento da doença. Comparando lesões de 

pacientes com LCM e LCL, Pimnez et al, (1993) encontraram maior quantidade de 

RNAm para IL-4 nas lesões de LCM, enquanto que IFN-y e IL-12 tinham 

distribuições semelhantes. (PIRMEZetal, 1993).

Em contraste a estes dados, Ajdary et al, (2000) estudando diferenças 

entre CMSPs de pacientes com leishmaniose cutânea recente e aqueles que não 

curavam, verificou que não havia produção de IL-10 detectável no sobrenadante 

destas culturas estimuladas com antígeno bruto de Leishmania. (AJDARY et al, 

2000).
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Em todas as formas de leishmaniose humana, a recuperação e a 

resistência à doença sâo dependentes de respostas efetivas de células T, com 

pouca participação de anticoipos específicos.

O teste cutâneo em leishmaniose tem sido de grande valor clínico e 

epidemiológico. A maioria dos pacientes com LC ou LCM ativas tem resposta 

positiva ao teste de hipersensibilidade tardia (DTH) ao antígeno de Leishmania. 

(BADARO et al, 1986). Resposta positiva ao DTH está diretamente relacionada 

com resistência à infecção futura.

Na LCM ativa a resposta é muHo intensa, no que diz respeito ao teste 

intradérmico e à linfoproliferação, e os linfócitos destes pacientes produzem IFN-^, 

0 qual inibe a replicaçâo intracelular de Leishmania. (CARVALHO et al, 1985), 

( BACELLAR et al, 2002)

Pacientes com LCD tem uma completa anergia ao antígeno de Leishmania. 

DTH é negativo e seus linfócitos não respondem ao antígeno de Leishmania, não 

ocorrendo linfoproliferação nem produção de citocinas (CASTES et al, 1983). 

Durante a fase ativa da doença, IFN-y é indetectável enquanto que há RNAm para 

IL-10, IL-4 e lL-2. Com o tratamento, o IFNi' passa a ser produzido enquanto que 

a produção de IL-10 diminui (BOMFIM et al, 1996)

Diferenças entre LC e LCD podem ser devidas pelo menos em parte a 

variações na composição antigênica do parasito. Antígenos preparados de 

parasitos isolados de casos humanos de LC estimularam maiores produções de 

IL-2 e IFN^, por linfócitos de pacientes com LC e LCD do que antígenos obtidos 

de isolados de LCM (AKUFFO et al, 1987).Com base nestes estudos foi postulado 

que parasitos isolados de LCD contém antígenos específicos que inibem a 

produção de IL-2 e IFN-y. Estudando respostas murinas, Scott et al, (1988) 

demonstraram a presença de frações supressivas e protetoras. É possível que 

diferentes frações predominem em parasitos obtidos de pacientes com LCD e em 

parasitos que causam LC. Por outro lado, a manutenção da imunossupressão em 

humanos, parece ser dependente de fatores do hospedeiro (AKUFFO et al, 1987). 

É possível que diferentes frações antigênicas estimulem preferencialmente células 

Th1 ou Th2.
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1 .5  MOLÉCULAS CO-ESTIMULATÓRIAS

O mecanismo da resposta imune requer dois sinais para uma ativação 

efetiva dos linfócitos T. O reconhecimento antigênico dos línfócitos T, pelo seu 

receptor de células T (TCR) na superfície das células apresentadoras de antígeno 

(APC) provê o primeiro sinal. O segundo sinal é dado pela interação das 

moléculas co estimulatórias presentes na superfície das APCs e linfócitos T. As 

células T que recebem apenas o primeiro sinal entram num estado de ausência de 

resposta à estimulação.

Este conceito de co-estimulação levou a vários estudos que se concentram 

na identificação de moléculas acessórias de superfície capazes de fornecer sinais 

coestimulatórios às células T. Várias moléculas têm sido identificadas, desde 

aquelas que simplesmente aumentam a adesão àquelas que enviam sinais 

bioquímicos essenciais para a total ativação da célula T.

Como a co-estimulação das células T por células apresentadoras de 

antígeno tem mostrado influenciar na ativação das células T, seu papel vem sendo 

explorado em diversas infecções, dentre elas, a leishmaniose.

1.5.1 Avia CD28-B7

A importância da via CD28-B7 tomou-se bastante clara nos últimos dez 

anos. Em 1988, Gaspari e colaboradores demonstraram que clones Th1 ao 

encontrarem o complexo antígeno-MHC na ausência de co-estimulação tornavam- 

se funcionalmente inativos. Quando restimulados estes clones não proliferavam e 

também não produziam citocinas, principalmente lL-2. O estado anérgico era 

revertido pela adição de lL-2 exógena ou pela ligação do CD28 de superfície com 

anti CD28 mAbs ou seus ligantes, B71(CD8Ò) e 372 (CD86). (GASPARI et al, 

1988)

A molécula de CD28 é uma glícoproteína de superfície expressa 

predominantemente em células T e timócitos em desenvolvimento (JUNE et al, 

1994; GROSS et al, 1992). Em condições normais, 50% das células T CD8* e 

todas as células CD4^, assim como as células T murinas, expressam CD28. Uma
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comparação entre as seqüências de aminoácidos das fomnas do CD28 em 

humanos, roedores, bovinos e aves demonstram uma significativa homologia 

(67% entre camundongos e humanos). Este alto nível de conservação confirma 

um papel evolucionário importante para o CD28 na função das células T. 

(PARSONS et al, 1996). Embora o CD28 seja expresso constitutivamente na 

maioria das células T, sua expressão é dinâmica. A expressão do CD28 aumenta 

transitoriamente após ativação da célula T e reduz após sua ligação com B7. Esta 

redução da expressão resulta numa diminuição na capacidade da célula em 

mobilizar estoques intracelulares de cálcio, um componente crítico para efetivar a 

sinalização intracelular da célula T (LINSLEY etal, 1994).

No que diz respeito ao papel da via CD28-B7 em modelos murinos de 

leishmaniose, camundongos deficientes em CD28 mantinham seus fenótipos de 

resistência e susceptibilidade no curso na infecção, porém, quando os 

camundongos susceptíveis infectados com L. major eram tratados com CTLA4 -Ig  

(bloqueio da interação CD28-B7), desenvolviam respostas protetoras (CORRY et 

al, 1994), sugerindo que a co-estimulação por 87 é essencial para a 

susceptibilidade. Veriftcou-se também que a co-estimulação via 87 é muito 

importante nas respostas iniciais após infecção por L. major tanto na linhagem 

murina resistente quanto na susceptível. Neste caso, a molécula de B7-2 é a que 

mais contribui por ser expressa constitutivamente nos macrófagos (ELLOSO E 

SCOTT, 1999).

1.5.2 Antígeno 4 de Linfócito T Citotóxico (CTLA4)

O Antígeno 4 de Linfócito T Citotóxico ( Cytotoxic T Lymphocyte Antigen -  4 

, CTLA4), um homólogo estrutural do CD28 (30% homólogo) foi descoberto numa 

biblioteca de DNA complementar de genes de células T induzidos por ativação 

(BRUNET et al, 1987). CTLA4 é expresso em células T CD4+ e CD8+ em níveis 

10-100 vezes menores que CD28, porém liga-se a 87-1 e 87-2 com uma 

constante de dissociação 20 a 50 vezes maior em relação ao CD28 (LINSLEY et 

al, 1991; WALUNAS et al, 1994; LINDSTEN et al, 1993; HARPER et al, 1991;
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LINSLEY et al, 1994). O gene para o CTLA4 é muito relacionado ao CD28 e têm a 

mesma organização exon/intron com um domínio ig “like”, uma região 

transmembrana e um domínio citoplasmático (LINDSTEN et al, 1993; HARPER et 

al, 1991;DARIAVACH et al, 1988).

Existem outras diferenças funcionais entre CD28 e CTLA4. Embora o CD28 

seja constitutivamente expresso na maioria de células T humanas e murinas em 

repouso, CTLA4 é expresso apenas após ativação das células, com um pico de 

ativação após 48- 72 horas (LINSLEY et al, 1991; LINDSTEN et al, 1993). O 

CTLA4 é expresso na superfície de células T CD4 e CD8 ativadas,porém, a 

maioria da proteína permanece intracelular (SHIRATORI et al, 1997; ALEGRE et 

al, 1996). Esta localização intracelular do CTLA4 é uma conseqüência direta da 

presença de um motivo de localização íntema que causa rápida endocitose 

(SHIRATORI et al, 1997). A ligação da molécula do CD28 é essencial para uma 

expressão máxima de CTLA4. Células T deficientes em CD28 não aumentam 

eficientemente a expressão de RNA mensageiro para CTLA4 após a ativação, a 

não ser que IL-2 exógena seja adicionada (ALEGRE et al, 1996). A estimulação 

direta de CD28 via anti- CD28 acelera o acúmulo de RNA mensageiro para o 

CTLA4 em linfócitos de sangue periférico humanos, enquanto o aumento de 

CTLA4 em resposta ao antígeno é bloqueado por antagonistas do CD28 

(WALUNAS et al, 1996).

As evidências fisiológicas do papel regulador negativo do CTLA4 surgiram 

com a utilização de camundongos deficientes em CTLA4. Estes camundongos 

desenvolveram uma doença linfoproliferativa espontânea com infiltrado em 

diversos órgãos e morriam por volta da quarta semana (WATERHOUSE et al, 

1995). O tratamento de camundongos CTLA4-/- com CTLA4 Ig evitou a 

linfoproliferação e a lesão tecidual, além de inibir a proliferação celular in vitro. 

Desta forma, verificou-se que a sinalização via B7-CD28 era necessária para o 

desenvolvimento da doença linfoproliferativa (GREENFIELD et al, 1997). No 

modelo murino de leishmaniose visceral, o bloqueio de CTLA4 aumentava a 

resistência do hospedeiro à infecção por L  donovani (MURPHY et al, 1998) e 

tomava a imunidade celular mais eficiente por aumento de IFN-y e restauração da
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resposta linfoproliferativa no calazar murino crônico (GOMES et al, 1998). Na 

malária experimental, entretanto, verificou-se que o CTLA4 era mais expresso em 

células T durante a fase a fase sangüínea e que o bloqueio de CTLA4 in vivo 

levou ao desenvolvimento da forma cerebral da doença diminuindo o tempo de 

vida dos animais. Isto demonstra a importância desta molécula na prevenção da 

imunopatologia da fase sangüínea da malária (JACOBS et al, 2002).

1.5.3 CD40 -CD40L

CD40 faz parte da superfamília do TNF-R, nâo possuindo os domínios 

intracelulares que promovem as vias efetoras da morte celular, e então levam a 

um aumento da sobrevivência celular, progressão do ciclo celular e regulação do 

desenvolvimento Th1/Th2 (FOY et al. 1996; ROMAGNANI, 1995).

As interações CD40-CD40L estão primariamente envolvidas nas respostas 

primária e secundária de anticorpos e células B de memória. A ligação do CD40 

em linfócitos B aumenta a agregação homotípica, proliferação, secreção e 

mudança de classe de imunoglobulina. A ligação CD40-CD40L durante as 

interações das células T CD4 e monócitos promove produção de INOS , IL-1, IL-6 

e GM-CSF pelos monócitos. A interação CD40- CD40L em macrófagos e células 

dendríticas induzem IL-12  e aumentam a eliminação de patógenos intracelulares 

(FOY et aí, 1996). CD40 é uma proteína integral de membrana de 40 -  45kDa 

predominantemente expressa em células B imaturas e maturas, células 

dendríticas foliculares e derivadas da medula óssea, células endoteliais e 

macrófagos ativados (KEHRY, 1996).

O ligante do CD40 (CD40L ou glicoproteína gp 39) é expresso em células T 

CD4 e algumas células CD8 ativadas, monócitos, células. NK, mastócitos e 

basófilos (FOY et al, 1996). CD40L é rapidamente induzido nas células T CD4 e 

em sub grupos de células CDB, de 4 a 6 horas após a ativação, com picos de 

expressão em 24 horas, e decai com o tempo.

Levando em consideração estas propriedades do CD40, estudos têm sido 

realizados demonstrando seu papel na infecção por patógenos íntraceluíares.

2 9



Dados da literatura demonstraram que camundongos resistentes .infectados com 

Leishmania e deficientes em CD40 ou CD40L não produziam iFN-7 e IL-12 

(CAMPBELL et al, 1996). Em camundongos susceptíveis infectados com L  major, 

o bloqueio da interação CD40-CD40L com antFCD40L levou a uma proteção por 

aumento de IL-12 ou IFN-y (FERLIN et al, 1998). Partindo destes modelos 

murinos, Brodskyn et al, (2001), mostraram que CD40 e CD86 tinham papel 

essencial no início da ativação de linfócitos T anti -  Leishmania in vitro pois o 

bloqueio de CD40 e CD86 diminuía significantemente a produção de IFN-y, IL-12 e 

IL-5 após estímulo por macrófagos autótogos infectados com L  major

2 JUSTIFICATIVA

Dados anteriormente expostos demonstram que as moléculas 

coestimulatórias têm papel essencial no padrão de resistência ou susceptibilidade 

no modelo murino de leishmaniose e que vários destes achados correlaciona-se 

com resultados obtidos usando células mononucleares de sangue periférico 

humano infectadas experimentalmente com Leishmania. Desta forma, torna-se 

relevante o estudo do bloqueio / estímulo de duas destas vias (CD40-CD40L e 

CD28/CTLA4-B7), utilizando células mononucleares do sangue periférico de 

pacientes com leishmaniose cutânea localizada em diferentes fases da doença, 

avaliando o padrão de produção de citocinas e a caracterização fenotípica de 

linfócitos T após cultura, visando um melhor entendimento da patogênese da 

doença no que diz respeito a imunorregulação.

3 HIPÓTESE

A  i n t e r a ç ã o  d a s  m o l é c u l a s  C D 2 8 - B 7  e  C D 4 0 - C D 4 0 L  e s t á  e n v o l v i d a  n a

r e s p o s t a  i m u n e  d e  p a c i e n t e s  c o m  l e i s h m a n i o s e  c u t â n e a  l o c a l i z a d a  i n t e r f e r in d o  n a

p r o d u ç ã o  d e  c i t o c i n a s .
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4 .1GERAL

Estudar o papel das moléculas co-estimulatórlas na imunomodulação da 

leishmaniose humana utilizando células mononucleares do sangue periférico 

(CMSP) de pacientes da área endémica de Jequié -BA.

4 .2  ESPECÍFICOS

1. Avaliar o efeito do bloqueio da interação CD28-B7, utilizando CTLA4 

Ig, vía produção de citocinas por células de pacientes com 

leishmaniose tegumentar estimuladas com antígeno solúvel de 

Leishmania (SLA).

2. Avaliar o efeito do bloqueio da interação CD40-CD40L, utilizando 

anti-CD40L, via produção de citocinas por células de pacientes com 

leishmaniose tegumentar estimuladas com antígeno solúvel de 

Leishmania (SLA).

3. Avaliar o perfil fenotípico das células dos pacientes com 

leishmaniose tegumentar estimuladas com SLA na presença ou 

ausência de CTLA4 Ig ou anti-CD40L.

4  O B J E T I V O S
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5 ABORDAGEM EXPERIMENTAL
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5.1  LOCAL DOS ESTUDOS DE CAMPO

Os estudos de campo fofBm realizados no município de Jequié, na Bahia, 

onde as leishmanioses são endêmicas. Jequié situa-se no sudoeste do estado (a 

13°52’ de latitude sul e 40°4' de longitude oeste), distando cerca de 100km do 

Oceano Atlântico e 380km de Salvador. O município apresenta uma área de 3.113 

km ,̂ com clima semi-árido, temperatura média de 24°C e índkie pluviométrico de 

500mm^/ano. Embora a caatinga seja a vegetação predominante, existem áreas 

de floresta tropical úmida ou mata secundária. Jequié é um centro urbano com 

economias agropecuária e industrial e conta com um Centro de Referência em 

Doenças Endêmicas (PIEJ), o qual atende a população local e proveniente das 

adjacências (Contendas do Sincorá, Itagi e Jiquiriçá).

5 .2  PERÍODO DE COLETA DOS DADOS POPULACIONAIS

O período de coleta de dados populacionais e realização dos experimentos 

foi entre Março de 2001 e Dezembro de 2002.

5 .3  PACIENTES

A população de leishmanbse tegumentar estudada constituiu de casos 

ativos de leishmanbse tegumentar (LT) diagnosticados na área de Jequté e 

regiões adjacentes. Os pacientes foram examinados no PIEJ por médicos 

especializados e submetidos a testes no laboratório, visando o diagnóstico da 

doença.

Foram realizadas coletas de sangue periférico após assinatura do tenno de 

consentimento pelos pacientes e biópsia das lesões para diagnóstico 

histopatológico.
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5 .4  CRITÉRIOS DE INCLUSÃO

Foram determinados como critérios de inclusão exame clínico detectando 

lesão compatível com diagnóstico de leishmaniose cutânea localizada, 

intradennorreação de Montenegro positiva, visualização de formas amastigotas na 

análise histopatológica da lesão e resposta ao tratamento com Glucantime® , 

20mg Sb^®/ kg/ dia durante 20 dias. O tempo de cura foi considerado o intervalo 

em dias compreendido entre a observação da lesão e cicatrização total desta. 

Para fazer parte do grupo de estudo o paciente apresentou no mínimo dois dos 

critérios de inclusão anteriormente descritos.

5 .5  CÉLULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFÉRICO

Células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram obtidas por 

separação em gradiente de Ficoll (Histopaque 1077 Sigma). O sangue diluído 

(1:2) foi adicionado lentamente de modo que a camada de Ficoll ficasse abaixo da 

camada de sangue. Centrifugou-se a 1500 qjm durante trinta minutos a 

temperatura ambiente. O plasma foi retirado e a camada de CMSP coletada. Esta 

foi lavada três vezes com solução salina estéril, a 4°C para retirada do Ficoll 

residual. As células foram ressuspendidas em solução salina ou meio de cultura e 

realizou-se a contagem de células. Diluiu-se em solução de Turk para células 

frescas e em Trypan Blue para verificar a viabilidade. Realizou-se a contagem em 

câmara de Neubauer.
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5 .6  CULTURA DE CÉLULAS PARA PRODUÇÃO DE CITOCINAS

Após a contagem das células, ajustou-se a sua concentração para

5 X 10®/mi e ressuspendeu-se em meló RPMI 1640 (GIbco, Grand Island, NY) 

suplementado com penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100^g/ml) e L-glutamina 

(2mM) (Gibco, Grand Island, NY) ,10% de soro AB humano (Sigma), denominado 

meio completo, e as condições experimentais foram realizadas em triplicata. As 

células foram reestimuladas in vitro com 10 ^g/ml de antigeno solúvel de 

L. amazonensis (MHOM/BR/86/BA125). Os sobrenadantes foram coletados 24, 

48 e 96 horas após o início da cultura e conservados a -20°c até o momento do 

uso.

5 .7  CONCENTRAÇÃO DOS ANTICORPOS

Nas culturas de CMSPs de pacientes com leishmaniose tegumentar , o 

CTLA4 Ig, que é uma proteína dímérica de ftisão de llOkd, compreendida por um 

domínio extracelular do CTLA4 de 125 aminoácidos e a porção Fc murina da 

lgG2 a, foi utilizado na concentração de 5 ng/ml (0.5 mg/ml G D I52 Ig purificado - 

Ancell) para bloquear a interação CD28-B7. O anticorpo anti-CD40L humano (0.5 

mg/ml anti G D I54 humano purificado monoclonal, Pharmingen) constituído de 

uma IgGI, foi utilizado na concentração de 10 ^g/ml para bloqueio da interação 

GD40-CD40L (BRODSKYN et al, 2001). Anticorpos com isotipo igual aos daqueles 

utilizados nas condições experimentais, não relacionados, foram utilizados como 

controles nas mesmas concentrações. Para-o controle de anti-GD40L utilizou-se 

uma IgGI de camundongo (Pharmingen). No caso do CTLA4, utilizou-se uma 

lgG2a (Phanningen), pois esta se constitui de parte da proteína de fusão GTLA4

Ig-
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5 .8  DOSAGEM DE CITOCINAS

As citocinas foram dosadas nos sobrenadantes por ensaio imuno 

enzimático (ELISA) de acordo com as instruções do fabricante (Pharmingen, San 

Diego, CA). A placa (Nunc-lmmuno Plate MaxiSorp surface, Nalgene Nunc Int, 

Roskilde, Dinamarca ) foi sensibilizada com o anticorpo de captura anti citocina 

humana durante a noite a 4°C. O anticorpo de captura foi removido e a placa foi 

bloqueada com PBS/albumina bovina 0,01% e soro bovino fetal 10% por duas 

horas a temperatura ambiente. As placas foram lavadas três vezes com PBS / 

Tv/een 0,05% e em seguida adicionou-se padrões e amostras que são incubados 

à temperatura ambiente por duas horas. A placa foi lavada novamente três vezes 

e adicionou-se o anticorpo anti citocina humana biotinilado. Após incubar uma 

hora a temperatura ambiente e lavar a placa quatro vezes o conjugado foi 

adicionado e a placa foi incubada por trinta minutos a temperatura ambiente. Após 

lavar a placa cinco vezes, adicionou-se o substrato (3, 3', 5, 5'-tetrametilbenzidina 

+ H2O2 + dimetilsuifóxido) e a placa foi incubada a temperatura ambiente para 

desenvolvimento de cor. A reação foi parada por adição de H2SO4 (8N). A 

densidade ótica foi lida no comprimento de onda 450nm e os valores foram 

convertidos em pg/ml baseando-se na curva padrão (Soft Max Pro 3.0 Molecular 

Devices Coiporation Sunnyvale, CA).

5 .9  EXPERIMENTO CONTROLE COM TOXÓIDE TETÂNICO

Células mononucleares do sangue periférico de doadores sadios 

imunizados foram reestimuladas in vitro com toxóide tetânico (5 LF/ml). A cultura 

foi realizada nas mesmas condições experimentais descritas para as células dos 

pacientes, na presença de CTLA4 Ig. O sobrenadante foi coletado para posterior 

dosagem de citocinas por ELISA, como descrito anteriormente.
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No segundo dia de cultura (48h) as células não aderentes (linfócitos) foram 

coletadas para caracterização fenotípica por citometria de fluxo. Analisaram-se as 

populações CD4^ e CD8"̂  quanto a dois marcadores de ativação, CD25 e CTLA4. 

Após lavagens consecutivas com salina, as células foram bloqueadas com PBS 

1% albumina bovina, azida 0.1% e soro bovino fetal a 20%. Em seguida foi 

realizada a marcação tripla com anticorpos específicos marcados com 

fluorocromos;

1. Antí-CD8 -  FITC (isotiocianato de fluoresceína), anti-CTLA4- PE 

(ficoeritrina) e anti CD4 -  Cy (cychrome), (Pharmingen)

2. Anti-CD25- FITC (isotiocianato de fluoresceína), anti-CDB PE 

(ficoeritrina) e anti CD4 Cy (cychrome) (Pharmingen)

Após uma hora de incubação, as amostras foram adquiridas utilizando o 

aparelho FACSort (Becton Dickinson Imunocytometry Systems, San Jose, CA, 

EUA). Após aquisição, os resultados foram analisados utilizando o programa Cell 

Quest (Becton Dickinson Imunocytometry Systems, San Jose, CA, EUA).

5 . 1 0  A N Á L I S E  F E N O T Í P I C A

5 .11  ANÁLISE ESTATÍSTICA

Os dados foram analisados utilizando o programa Graphpad-Prism 3.0 

(GraphPad Software, San Diego, CA-USA). Os vatores obtidos na dosagem de 

citocinas e as freqüências celulares obtidas por citometria de fluxo foram 

comparados utilizando o teste não paramétrico e pareado de Wilcoxon. Os valores 

com p< 0,05 foram considerados significativos. Nos resultados estarão 

representados os valores das medianas obtidas em cada condição experimental.
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6.1 CARACTERÍSTICAS DO GRUPO DE ESTUDO

Os pacientes que fizeram parte do grupo de estudo apresentaram, no 

mínimo dois dos critérios de inclusão estabelecidos.

O grupo de estudo está constituido de um total de 35 pacientes, 

apresentando uma idade média de 27 anos (27 ±18) variando de um mínimo de 5 

e um máximo de 61 anos, sendo que 19 tinham idade maior ou igual há 20 anos 

(54,3%) e 16 tinham idade menor que 20 anos (45,7%). O grupo é constituído de 

21 pacientes do sexo masculino (60%) e 14 pacientes do sexo feminino (40%).

Quanto às características clínicas dos pacientes, observou-se que 

31(88,5%) apresentaram teste cutâneo de Montenegro positivo, enquanto que 

apenas 1 paciente (2,8%) apresentou o teste negativo. O teste não foi realizado 

em 8 pacientes (22,8%). No que diz respeito a linfadenopatia regional, 18 (34,3%) 

relataram não ter ocorrido, enquanto que 21 (60%) relataram linfadenopatia. Do 

total de pacientes, 2 (5,7%) não souberam informar se houve linfadenopatia. 

Quanto a duração da lesão no momento do atendimento, a média foi de 55 dias 

(55 ± 38,6) apresentando um mínimo de 15 e um máximo de 150 dias. Ainda 

referente à duração da lesão, 19 (54,3%) apresentaram duração da lesão menor 

que 60 dias enquanto que 16 (45,7%) apresentaram duração da lesão maior ou 

igual a 60 dias. O diâmetro médio da lesão apresentada peb grupo foi de 3,3 cm 

(3,3 ± 2,2), com um mínimo de Imm e máximo de 10 mm. Do total de pacientes, 

nove (25,7%) não retornaram ao ambulatório após o tratamento. Dentre aqueles 

que retomaram, todos apresentaram cura com cicatrização da lesão, tendo um 

tempo de cura médio de 74 dias (74 ± 40,7), com um mínimo de 20 e um máximo 

de 180 dias. A histopatologia das lesões foi realizada em 30 pacientes, em 13 

(38,2%) foram visualizadas amastigotas na análise histopatológica, enquanto que 

em 16 (47%) não se visualizou amastigotas nas biópsias das lesões. Cinco 

pacientes (14,8%) não tiveram biópsia realizada.

6  R E S U L T A D O S
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TABELA I - Características clínicas dos pacientes com leishmaniose cutânea 

localizada

Característica Valores

Idade (anos) 27±18

Mínima - máxima 5-61

Sexo feminino 14(40%)

Sexo masculino 21 (60%)

Idade da lesão no momento do atendimento (dias) 55 ± 38,6

> 60 dias 19(54,3%)

< 60 dias 16(45,7%)

Tamanho da lesão (cm) 3,3 ±2,2

Mínimo e máximo 1 -10

Linfadenopatia regional

Sim 21 (60%)

Não 18 (34,3%)

Não soube informar 2 (5,7%)

Teste de Montenegro

Positivo 31(88,5%)

Negativo 1 (2,8%)

Não realizado 8 (22,8%)

Diagnóstico histopatológico de leishmaniose cutânea

Positivo 13(38,2%)

Negativo 16(47%)

Não realizado- 5 (14,8%)

Tempo de cura (dias) 74 ±40,7

Mínimo e máximo 20-180
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6.2.1 Bloqueio da interação CD40-CD40L

As CMSP de pacientes com leishmaniose tegumentar localizada foram 

estimuladas com 10 pig/ml de SLA e a interação CD40-CD40L foi bloqueada pelo 

uso de anti-CD40L (10 |xg/ml ). Verificou-se não haver alteração significativa na 

produção de TNF-a, IL-10 e IFN-y nos sobrenadantes de CMSP de pacientes 

quando adicionou-se anti-CD40L (10 ^g/ml) às culturas estimuldas com antlgeno 

de Leishmania.

Quando avaliamos a produção de TNF-a por CMSP de pacientes com 

leishmaniose tegumentar, o valor obtido nos sobrenadantes das culturas foi de

239,3 pg/ml quando as células foram estimuladas apenas com SLA e 120,6 pg/ml 

quando utilizou-se concomitantemente SLA e anti-CD40L nas culturas, sendo esta 

diferença não estatisticamente significativa ( p= 0,3344).FIGURA 1 A e B

Em alguns casos, a produção de IL-10 nos sobrenadantes das culturas 

estimuladas com SLA ficou abaixo do nível de detecção mínimo do teste (15 

pg/ml). Por este motivo os dados foram representados e analisados excluindo-se 

estes que ficam baixo dos níveis de detecção do teste.

Os resultados com anticorpos isotipos controle também não apresentaram 

diferenças significativas na produção das citocinas estudadas.

6 . 2  P R O D U Ç Ã O  D E  C I T O C I N A S
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Figura 1 - Produção de TNFa por CMSP de pacientes com leishmaniose cutânea 

localizada, estimuladas com SLA (10|j.g/ml) na presença de anti-CD40L (10ng/ml)
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o  bloqueio da via CD40-CD40L não surtiu efeito significativo mesmo 

quando se dividia o gmpo entre pacientes com mais e menos de sessenta dias de 

lesão. No grupo com lesão mais recente ( menos de sessenta dias) a produção de 

TNF-a frente ao estímulo com SLA foi de 232,5 pg/ml e na presença de anti- 

CD40L de 163,5 pg/ml (p= 0,4268). FIGURA 2 (A e B)

Por sua vez, o grupo de pacientes com lesão mais tardia ( mais de 

sessenta dias de lesão) apresentou uma dosagem de TNF-<x de 386,4 pg/ml 

quando estimuladas com SLA e de 102,3 pg/ml na presença de anti-CD40L 

(p= 0,3894). FIGURA 2 (C e D)
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F i g u r a  2  -  P r o d u ç ã o  d e  T N F ^ a  p o r  C M S P  d e  p a c i e n t e s  c o m  m e n o s  d e  s e s s e n t a

d i a s  d e  l e s ã o  ( A , B )  c o m  m a i s  d e  s e s s e n t a  d i a s  d e  l e s ã o  ( C ,  D ) e s t i m u l a d a s  c o m

S L A  ( 1 0 n g / m l )  n a  p r e s e n ç a  d e  a n t i - C D 4 0 L  ( 1 0 ^ ig /m l)
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Quanto à produção de IL-10 nos sobrenadantes das culturas, observou-se 

que o estímulo com SLA resultou em concentrações indetectáveis de ÍL-10 nos 

sobrenadantes das culturas de CMSP em nove pacientes, (abaixo do limite de 

mínimo de detecção do teste). Dentre aqueles com IL-10 detectável, a produção 

foi de 62,48 pg/ml quando estimuladas apenas com SLA e 38,06 pg/ml na 

presença de anti-CD40L ( p= 0,4131) FIGURA 3 (A, B)

Figura 3 - Produção de IL-10 por CMSP de pacientes com leishmaniose cutânea 

localizada, estimuladas com SLA (lO^ig/ml) na presença de anti-CD40L (10ng/ml)
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Estudando a resposta quando à produção de IL-10 em pacientes com lesão 

recente e tardia, não se verifica uma diferença significativa pelo bloqueio da via 

CD40-CD40L. No grupo com menos de sessenta dias de lesão a produção foi de

62,08 pg/ml frente ao estímulo com SLA, enquanto na presença de anfi-CD40L a 

produção foi de 45,19 pg/ml (p=0,8125). FIGURA 4 (A, B)

Já no grupo com mais de sessenta dias de lesão a produção de IL-10 foi de 

64,61 pg/ml e na presença de anfi-CD40L a produção foi de 19,03 pg/ml, sendo 

esta diferença não significativa. (p= 0,2500) FIGURA 4 (C, D)
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F i g u r a  4  -  P r o d u ç ã o  d e  lL - 1 0  p o r  C M S P  d e  p a c i e n t e s  c o m  m e n o s  d e  s e s s e n t a

d i a s  d e  l e s ã o  (A , B )  c o m  m a i s  d e  s e s s e n t a  d i a s  d e  l e s ã o  ( C ,  D )  e s t i m u l a d a s  c o m

S L A  ( 1 0 ia g /m l)  n a  p r e s e n ç a  d e  a n t i - C D 4 0 L  ( 1 0 j ig /m l )
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D a n d o  c o n t in u id a d e  a o  e s t u d o  d a  p r o d u ç ã o  d e  c i to c in a s ,  v e r i f i c o u - s e  o  e f e i to  

d o  b lo q u e io  d a  v ia  C D 4 0 -C D 4 0 L  n a  p r o d u ç ã o  d e  I F N - ^ . Q u a n d o  a s  c é l u l a s  d o s  

p a c i e n t e s  f o r a m  r e e s t i m u l a d a s  s o m e n t e  c o m  S L A  a  p r o d u ç ã o  fo i d e  1 9 8 6  p g /m l e  

n a  p r e s e n ç a  d e  a n t i -C D 4 0 L  1 8 2 5  p g /m l (p =  0 ,0 8 4 2 )

F IG U R A  5  (A , B )

F i g u r a  5  -  P r o d u ç ã o  d e  I F N ^  p o r  C M S P  d e  p a c i e n t e s  c o m  l e i s h m a n i o s e  c u t â n e a

lo c a l i z a d a ,  e s t i m u l a d a s  c o m  S L A  ( lO jig /m l)  n a  p r e s e n ç a  d e  a n t i -C D 4 0 L  ( 1 0 ^ g /m l)
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A in d a  q u a n t o  à  p r o d u ç ã o  d e  IF N -7 , o s  g r u p o s  fo r a m  n o v a m e n t e  s e p a r a d o s  e  

a v a l i a d o s .  O  g r u p o  d e  p a c i e n t e s  c o m  l e s ã o  m a is  r e c e n t e  a p r e s e n t o u  u m a  

p r o d u ç ã o  d e  1 5 4 6  p g /m l q u a n d o  e s t i m u l a d a s  c o m  S L A  e  1 2 7 0  p g /m l n a  p r e s e n ç a  

d e  a n t i -C D 4 0 L  ( p = 0 ,8 2 0 3 ) .  F IG U R A  6  (A , B )

O  g r u p o  d e  p a c i e n t e s  c o m  d o e n ç a  m a is  t a r d ia  a p r e s e n t o u  u m a  p r o d u ç ã o  d e  

2 1 8 0  p g /m l q u a n d o  e s t i m u l a d a s  s o m e n t e  c o m  S L A  e  d e  2 0 2 3  p g /m l n a  p r e s e n ç a  

d e  a n t i -C D 4 0 L  (p =  0 ,1 1 8 9 ) .  F IG U R A  6 (C , D )
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B

F i g u r a  6 -  P r o d u ç ã o  d e  IF N -y  p o r  C M S P  d e  p a c i e n t e s  c o m  m e n o s  d e  s e s s e n t a  

d í a s  d e  l e s ã o  (A , B ) c o m  m a is  d e  s e s s e n t a  d i a s  d e  l e s ã o  ( C , D ) e s t i m u l a d a s  c o m  

S L A  (1 0 fx g /m l) n a  p r e s e n ç a  d e  a n t i -C D 4 0 L  ( 1 0 n g /m l)
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A s  C M S P  d e  p a c i e n t e s  c o m  l e i s h m a n i o s e  t e g u m e n t a r  e s t i m u l a d a s  c o m  S L A  

t a m b é m  f o r a m  s u b m e t i d a s  a o  b lo q u e to  d e  i n t e r a ç ã o  C D 2 8 -B 7  v ia  C T L A 4  Ig. A  

p r o d u ç ã o  d e  c i t o c i n a s  n ã o  fo i a l t e r a d a  p e lo  u s o  d o  a n t i c o r p o  is o tip o  c o n tr o le  

u t i l iz a d o  n a  m e s m a  c o n c e n t r a ç ã o .  D e n t r e  o  to ta l  d e  s o b r e n a d a n t e s  a v a l i a d o s ,  d o is  

a p r e s e n t a r a m  q u a n t i d a d e  d e  T N F - a  in fe r io r  a o  n ív e l  d e  d e t e c ç ã o  d o  t e s t e  

( a b a i x o  d e  1 5  p g /m l)  e  f o r a m  e x c l u í d o s  d a  a n á l i s e .Q u a n t o  a o  T N F - a ,  v e r i f ic o u - s e  

u m a  d im in u iç ã o  s ig n if ic a t iv a  n a  s e c r e ç ã o  d e s t a  c i to c in a  a v a l i a d a  n o  s o b r e n a d a n t e  

d a s  c u l tu r a s  d e  C M S P  d e  p a c i e n t e s  c o m  l e i s h m a n i o s e  t e g u m e n t a r  d e  2 7 1 ,8  p g /m l 

p a r a  3 7  p g /m l  q u a n d o  C T L A 4  Ig fo i u t i l iz a d o  p a r a  b lo q u e a r  a  in t e r a ç ã o  C D 2 8 -B 7  

(p =  0 ,0 0 0 3 ) .

F IG U R A  7  (A , B )

6.2.2 Bloqueio da interação CD28-B7
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F i g u r a  7  -  P r o d u ç ã o  d e  T N F - a  p o r  C M S P  d e  p a c i e n t e s  c o m  l e i s h m a n io s e  c u t â n e a  

lo c a l iz a d a ,  e s t i m u l a d a s  c o m  S L A  ( lO ^ g /m l )  n a  p r e s e n ç a  d e  C T L A 4  Ig (S iig /m l)
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A o  s e p a r a r e m - s e  o s  d o is  g r u p o s  d e  p a c i e n t e s ,  p e r c e b e - s e  q u e  a  d im in u iç ã o  

é  s ig n i f ic a t iv a  s o m e n t e  n o  g r u p o  d e  p a c i e n t e s  c o m  m e n o s  d e  s e s s e n t a  d i a s  d e  

l e s ã o .  N e s t e  g r u p o  a  p r o d u ç ã o  d e  T N F - a  d im in u iu  d e  2 3 1 ,2  p g /m l p a r a  2 7 ,9  p g /m l 

s e n d o  e s t a t i s t i c a m e n t e  s ig n if ic a t iv a  ( p = 0 ,0 0 1 5 ) .  F IG U R A  8 (A , B )

P o r  o u t r o  la d o , o  g r u p o  d e  p a c i e n t e s  c o m  l e s ã o  m a is  ta r d ia  a p r e s e n t o u  u m a  

p r o d u ç ã o  d e  5 7 5 ,5  p g /m l e  n a  p r e s e n ç a  d e  C T L A 4  Ig fo i d e  3 2 1 ,8  p g /m l, s e n d o  

e s t a  d i f e r e n ç a  n ã o  s g n i f i c a t i v a  ( p = 0 ,1 2 5 ) .  F IG U R A  8 (C , D )
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F i g u r a  8  -  P r o d u ç ã o  d e  T N F - a p o r  C M S P  d e  p a c i e n t e s  c o m  c o m  m e n o s  d e  

s e s s e n t a  d i a s  d e  l e s ã o  (A , B )  c o m  m a is  d e  s e s s e n t a  d i a s  d e  l e s ã o  ( C ,  D ), 

e s t i m u l a d a s  c o m  S1_A (1 0 [ ig /m l)  n a  p r e s e n ç a  d e  C T L A 4  Ig (5 ^ g /m l)
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o  b lo q u e io  d a  i n t e r a ç ã o  C D 2 8 - B 7  v ia  C T L A 4  Ig t a m b é m  r e s u l to u  e m  

r e d u ç ã o  s ig n if ic a t iv a  d a  p r o d u ç ã o  d e  IL -1 0  p o r  C M S P  d e  p a c i e n t e s  c o m  

l e i s h m a n i o s e  t e g u m e n t a r  d e  7 5 ,2 4  p g /m l p a r a  9 ,1 1  p g /m l a v a l i a n d o - s e  t o d o s  o s  

p a c i e n t e s  d e  f o m w  c o n ju n ta .  V a le  r e s s a l t a r  q u e  e m  n o v e  p a c i e n t e s ,  o s  v a lo r e s  d e  

IL -1 0  n o s  s o b r e n a d a n t e s  d a s  c u l tu r a s  e s t i m u l a d a s  c o m  S L A  e n c o n t r a r a m - s e  

a b a ix o  d o  lim ite  m ín im o  d e  d e t e c ç ã o  d o  t e s t e  u t i l iz a d o  (1 5  p g /m l)  e  f o r a m  

e x c lu íd o s  d a  a n á l i s e .  A  f ig u ra  a b a ix o  m o s t r a  o s  r e s u l t a d o s  d e  lL -1 0  q u a n d o  

a p l i c a m o s  o s  t e s t e s  e s t a t í s t i c o s ,  n a q u e l e s  c u j o s  v a l o r e s  o b t id o s  f r e n t e  a o  e s t ím u lo  

c o m  S L A  fo r a m  a c im a  d o  n ív e l  d e  d e t e c ç ã o  d o  t e s t e .  F IG U R A  9  (A , B )

F i g u r a  9  -  P r o d u ç ã o  d e  IL -1 0  p o r  C M S P  d e  p a c i e n t e s  c o m  l e i s h m a n i o s e  c u t â n e a  

lo c a l i z a d a ,  e s t i m u l a d a s  c o m  S L A  ( lO ^ ig /m l) n a  p r e s e n ç a  d e  C T L A 4  Ig (5^ ig /m l)
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P a r t i n d o - s e  p a r a  a  a v a l i a ç ã o  d o s  g r u p o s  q u a n t o  a o  t e m p o  d e  l e s ã o ,  v e r í f íc a -  

s e  q u e  a  d im in u iç ã o  fo i s ig n if ic a t iv a  a p e n a s  n o  g r u p o  d e  p a c i e n t e s  c o m  t e m p o  d e  

l e s ã o  in fe r io r  a  s e s s e n t a  d i a s  o n d e  a  p r o d u ç ã o  d e  IL -1 0  d im in u iu  d e  68,66  p g /m l 

p a r a  6 ,4  p g /m l  (p =  0 ,0 3 1 3 ) .  F IG U R A  1 0  (A , B )

P o r  o u tr o  la d o , o  g r u p o  c o m  l e s ã o  t a r d ia  n ã o  a p r e s e n t o u  d i f e r e n ç a s  

s ig n i f ic a t iv a s ,  s e n d o  a  p r o d u ç ã o  d e  IL -1 0  4 4 ,2  p g /m l f r e n te  a o  e s t ím u lo  c o m  S L A  e  

d e  3 4 ,8 5  p g /m l n a  p r e s e n ç a  d e  C T L A 4  Ig ( p = 0 ,2 5 0 0 ) .  F IG U R A  1 0  (C , D )
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F i g u r a  1 0  -  P r o d u ç ã o  d e  IL -1 0  p o r  C M S P  d e  p a c i e n t e s  c o m  c o m  m e n o s  d e  

s e s s e n t a  d i a s  d e  l e s ã o  (A , B )  c o m  m a is  d e  s e s s e n t a  d i a s  d e  l e s ã o  ( C , D ), 

e s t i m u l a d a s  c o m  S L A  ( 1 0 ^ g /m l)  n a  p r e s e n ç a  d e  C T 1-A 4 Ig (5 ix g /m l)
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A  p r o d u ç ã o  d e  IF N -7 a p r e s e n t o u  d im in u iç ã o  e m  s e u s  n ív e is  q u a n d o  a s  

C M S P  d e  p a c i e n t e s  c o m  l e i s h m a n io s e  t e g u m e n t a r  f o r a m  r e e s t i m u l a d a s  in  v i tr o  . A  

a v a l i a ç ã o  d e  t o d o s  o s  p a c i e n t e s  o b t e v e  u m a  p r o d u ç ã o  d e  IFN -y  d e  1 9 6 6  p g /m l 

q u a n d o  e s t i m u l a d a s  c o m  S L A  e  d e  1 2 6 2  p g /m l n a  p r e s e n ç a  d e  C T L A 4  Ig ( 

p = 0 ,0 0 2 3 ) .  F IG U R A  11  (A , B )

F i g u r a  1 1  -  P r o d u ç ã o  d e  IF N -y  p o r  C M S P  d e  p a c i e n t e s  c o m  l e i s h m a n i o s e  c u t â n e a

lo c a l i z a d a ,  e s t i m u l a d a s  c o m  S L A  ( lO n g /m l)  n a  p r e s e n ç a  d e  C TI_A 4 Ig (5 p ,g /m l)
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E s t e  e f e i to  t a m b é m  o c o r r e u  n o  g r u p o  d e  p a c i e n t e s  c o m  m e n o s  d e  s e s s e n t a  

d i a s  d e  l e s ã o .  N e s t e  g r u p o  o b s e r v o u - s e  u m a  d im in u iç ã o  d e  1 7 3 8  p g /m l q u a n d o  

C M S P  f o r a m  e s t i m u l a d a s  c o m  S L A  p a r a  8 7 4 ,2  p g /m l c o m  o  u s o  d e  C T L A 4  Ig. 

F IG U R A  1 2  (A , B )

N o  g r u p o  d e  p a c i e n t e s  c o m  m a is  d e  s e s s e n t a  d i a s  d e  l e s ã o ,  a  p r o d u ç ã o  

f r e n te  a o  e s t ím u lo  c o m  S L A  fo i d e  2 0 6 1  p g /m l e  n a  p r e s e n ç a  d e  C T L A 4  foi d e  

1 7 1 6  p g /m l  ( p = 0 ,0 6 2 5 ) .  A p e s a r  d a  d im in u iç ã o ,  e s t a  n ã o  fo i e s t a t i s t i c a m e n t e  

s ig n if ic a t iv a .

F IG U R A  1 2  (C . D )
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F i g u r a  1 2  -  P r o d u ç ã o  d e  IF N -^  p o r  C M S P  d e  p a c i e n t e s  c o m  c o m  m e n o s  d e  

s e s s e n t a  d i a s  d e  l e s ã o  (A , B ) c o m  m a i s  d e  s e s s e n t a  d i a s  d e  l e s ã o  ( C ,  D ), 

e s t i m u l a d a s  c o m  S L A  (1 0 n g /m l)  n a  p r e s e n ç a  d e  C T L A 4  Ig  (5 ( ig /m l) .
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6 .2 .3  C o r r e l a ç ã o  e n t r e  r e d u ç ã o  d a  p r o d u ç ã o  d e  I F N ^  e  d e  T N F - a  p e lo  b lo q u e io  d e  

C D 2 8 -B 7 .

Q u a n d o  o  C T L A 4  Ig fo i u t i l iz a d o  p a r a  b lo q u e a r  a  i n t e r a ç ã o  C D 2 8 -B 7  v e r i f ic o u - s e  

q u e  a s  r e d u ç õ e s  d e  I F N - y e  T N F - a  e r a m  c o n c o m i t a n t e s .  A q u e le s  p a c i e n t e s  e m  

q u e  s e  o b s e r v a v a  u m a  d im in u iç ã o  n a  p r o d u ç ã o  d e  IF N -y  t a m b é m  a p r e s e n t a v a m  

u m a  r e d u ç ã o  d e  T N F - a  n o s  s o b r e n a d a n t e s .  E s t e  r e s u l t a d o  é  d e m o n s t r a d o  p o r  

u m a  c o r r e l a ç ã o  p o s i t iv a  e n t r e  a  p o r c e n t a g e m  d a  r e d u ç ã o  d o  IF N -y  e  d o  T N F - a .

F i g u r a  1 3  -  C o n - e la ç ã o  p o s i t iv a  e n t r e  a  p o r c e n t a g e m  d e  r e d u ç ã o  d e  I F N ^  e  

p o r c e n t a g e m  d e  r e d u ç ã o  d e  T N F - a  q u a n d o  a  i n t e r a ç ã o  C D 2 8 -B 7  fo i b l o q u e a d a  

v ia  C T L A 4  Ig (S ^ g /m l)
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J á  q u e  a  p r o d u ç ã o  d e  IFN -y p a r e c e  e s t a r  r e l a c io n a d a  c o m  a  p r o d u ç ã o  d e  

IL -1 2 , v e r i f i c o u - s e  a  p r o d u ç ã o  d e s t a  c i to c in a  n o s  s o b r e n a d a n t e s  d a s  c u l tu r a s .  A o  

b l o q u e a r  a  v ia  C D 2 8 - B 7  p e la  u t i l i z a ç ã o  d a  m o lé c u la  d e  C T L A 4  Ig, h o u v e  t a m b é m  

u m a  d im in u iç ã o  n a  p r o d u ç ã o  d e s t a  c i to c in a  n a q u e l e s  s o b r e n a d a n t e s  c o m  IL -12  

d e t e c t á v e l .  Q u a n d o  a s  C M S P  f o r a m  e s t i m u l a d a s  a p e n a s  c o m  S L A , a  p r o d u ç ã o  d e  

IL -1 2  fo i d e  4 0 ,2 1  p g /m l e  e s t a  p r o d u ç ã o  c a iu  p a r a  1 6 ,4 4  p g /m l p o r  u t i l i z a ç ã o  d e  

C T L A 4  Ig , p o r é m ,  e s t a  d i f e r e n ç a  n ã o  fo i e s t a t i s t i c a m e n t e  s ig n if ic a t iv a . F IG U R A  1 4  

(A , B )

D e  u m  to ta l  d e  v in te  e  u m  p a c i e n t e s  q u e  t iv e r a m  lL -1 2  t e s t a d a  n o s  

s o b r e n a d a n t e s ,  a p e n a s  s e t e  a p r e s e n t a r a m  e s t a  c i to c in a  d e t e c t á v e l .  D e s t e ,  q u a t r o  

( 5 7 % )  a p r e s e n t a v a m  m e n o s  d e  s e s s e n t a  d i a s  d e  l e s ã o  e  t r ê s  (4 3 % )  a p r e s e n t a v a m  

s e s s e n t a  d i a s  o u  m a is  d e  l e s ã o .

6.2.4 Produção de IL-12

F i g u r a  1 4  -  P r o d u ç ã o  d e  IL -1 2  p o r  C M S P  d e  p a c i e n t e s  c o m  l e i s h m a n i o s e  c u t â n e a  

l o c a l i z a d a ,  e s t i m u l a d a s  c o m  S L A  (1 0 ^ ig /m l)  n a  p r e s e n ç a  d e  C T L A 4  Ig (õ ^ g /m l)
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6 .2 .5  P r o d u ç ã o  d e  T G F -p

A p ó s  v e r i f ic a r - s e  u m a  d im in u iç ã o  d a s  c i t o c in a s  IF N -^ , IL -1 0  e  T N F - a ,  a v a l io u - s e  a  

p o s s ib i l id a d e  d o  e n v o lv im e n to  d o  T G F - p  n e s t a  m o d u l a ç ã o  g e n e r a l i z a d a  q u a n d o  a  

i n t e r a ç ã o  C D 2 8 - B 7  fo i b l o q u e a d a  v ía  C T L A 4  Ig . D e  1 2  s o b r e n a d a n t e s  t e s t a d o s ,  

T G F -p  fo i d e t e c t á v e l  e m  a p e n a s  q u a t r o .  Q u a n d o  a s  C M S P  d e  p a c i e n t e s  e r a m  

e s t i m u l a d a s  s o m e n t e  c o m  1 0 ) ig /m l d e  S L A  a  p r o d u ç ã o  d e  T G F - p  e r a  m u ito  b a ix a ,  

g e r a n d o  u m a  m e d i a n a  d e  2 ,3  p g /m l. P o r  o u t r o  la d o ,  q u a n d o  s e  u t i l iz a v a  o  C T L A 4  

Ig 5 f ig /m l s o lú v e l ,  e s t a  p r o d u ç ã o  a u m e n t a v a  p a r a  2 1 ,3  p g /m l.
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T e n d o  c o m o  o b je t iv o  a  c o n f im ia ç ã o  d e  q u e  o s  r e s u l t a d o s  e n c o n t r a d o s  p e lo  

b lo q u e io  d e  C D 2 8 -B 7 , v ia  u t i l i z a ç ã o  d e  C T I .A 4  Ig , s ã o  e s p e c í f i c o s  a o  a n t í g e n o  

s o lú v e l  d e  L e i s h m a n i a ,  fo i r e a l i z a d o  u m  t e s t e  c o m  to x ó id e  t e t á n i c o  (T T ). C M S P  

d e  q u a t r o  d o a d o r e s  im u n iz a d o s  f o r a m  o b t i d a s  p o r  g r a d i e n t e  d e  F ico ll, 

r e e s t i m u l a d a s  in  v i tro  c o m  5  L F /m l e  o s  s o b r e n a d a n t e s  fo r a m  c o l e t a d o s  a p ó s  

2 4 ,  4 8  e  9 6  h o r a s  d e  c u l tu r a  p a r a  d o s a g e m  d e  T N F - a ,  IL -1 0  e  

IF N -y , r e s p e c t i v a m e n t e ,  p o r  E L IS A . O s  r e s u l t a d o s  o b t id o s  d e m o n s t r a r a m  q u e  a  

u t i l i z a ç ã o  d e  C T L A 4  Ig n ã o  le v o u  a  u m a  d im in u iç ã o  s ig n if ic a t iv a  d a s  c i to c in a s  

m e n c i o n a d a s .  A  p r o d u ç ã o  d e  IF N -y  fo i d e  7 9 5  p g /m l  q u a n d o  e s t i m u l a d a s  

a p e n a s  c o m  T T  e  d e  6 2 3 ,5  p g /m l n a  p r e s e n ç a  d e  C T L A 4  Ig. ( p = 0 ,1 2 5 )  

F I G U R A I S

6.2.6 Teste com toxóide tetânico

Figura 15 Produção de IFN-y por CMSP de doadores reestimuladas in vitro  com 5
LF/ml de toxóide tetânico.
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Q u a n t o  à  p r o d u ç ã o  d e  IL -1 0 , o  e s t ím u lo  c o m  T T  le v o u  a  u m a  p r o d u ç ã o  d e

4 4 1 , 5  p g /m l e n q u a n t o  q u e  a  p r e s e n ç a  d e  C T L A 4  Ig le v o u  a  u m a  p r o d u ç ã o  d e  

4 1 9  p g /m l ( p = 0 ,8 7 5 0 )

F IG U R A  1 6

Figura 16 Produção de IL-10 por CMSP de doadores reestimuladas in vitro  com
5 LF/mi de toxóide tetânico.
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Q u a n t o  à  p r o d u ç ã o  d e  T N F - a , f r e n te  a o  e s t ím u lo  s o m e n t e  d o  T T  a  p r o d u ç ã o  

fo i d e  6 4 3 ,5  p g /m l  e  n a  p r e s e n ç a  d e  C T L A  Ig d e  4 7 2 ,5  p g /m l ( p = 0 ,1 2 5 0 )

F IG U R A  1 7

Figura 17 Produção de TNF-a por CMSP de doadores reestimuladas in vitro com
5 LF/ml de toxóide tetânico
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A s  C M S P  d e  u m  to ta l  d e  d e z  p a c i e n t e s ,  e s c o l h i d o s  a l e a t o r i a m e n t e  ( c in c o  

c o m  l e s ã o  r e c e n t e  e  c in c o  c o m  l e s ã o  ta r d ia ) ,  a p ó s  r e e s t i m u l a ç ã o  in  v i tro  f o r a m  

a n a l i s a d a s  f e n o t ip ic a m e n te  a p ó s  4 8  h o r a s  d e  c u l tu r a .  A n a l i s a r a m - s e  a s  

p o p u l a ç õ e s  C D 4 ^  e  C D 8 "̂  q u a n t o  a  d o is  m a r c a d o r e s  d e  a t i v a ç ã o ,  C D 2 5  e  C T L A 4 . 

A  f ig u ra  1 8  d e m o n s t r a  u m  g rá f ic o  “d o t  p lo t” g e r a d o  n o  c i tô m e t r o  d e  f lu x o . A p ó s  

m a r c a ç ã o  tr ip la , o  q u a d r a n t e  s u p e r i o r  d ire i to  fo i a n a l i s a d o ,  r e p r e s e n t a n d o  a  

p o p u l a ç ã o  c o m  d u p la  m a r c a ç ã o ,  q u e  é  a  p o p u l a ç ã o  d e  i n t e r e s s e .  A  f ig u ra  1 8  (A ) 

d e m o n s t r a  n o  q u a d r a n t e  s u p e r io r  d ire i to , a  p o p u l a ç ã o  d e  c é l u l a s  T  G a n e la  R 1 )  c o m  

d u p la  m a r c a ç ã o  p a r a  C D 4 ^ C D 2 5 ^  to ta l i z a n d o  1 3 ,7 5 %  e  e m  (B ) a  p o p u l a ç ã o  d e  

c é l u l a s  T  0 'a n e la  R 2 )  c o m  d u p la  m a r c a ç ã o  p a r a  C D 8 * C D 2 5 *  to ta l i z a n d o  0 ,5 3 % .

6.3 Análise fenotípica por citometria de fluxo
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F i g u r a  1 8  -  “D o t p lo t” r e p r e s e n t a t i v o  g e r a d o  p o r  c i to m e tr ia  d e  f lu x o .(A ) P o p u la ç ã o  

d e  c é lu l a s  T  ( ja n e la  R 1 ) , m o s t r a n d o  d u p la  n n a r c a ç ã o  p a r a  C D 4 ^ C D 2 5 ^  e  (B ) 

P o p u l a ç ã o  d e  c é lu l a s  T  ( ja n e la  R 2 ) , m o s t r a n d o  d u p la  m a r c a ç ã o  p a r a  C D 8 ^ C D 2 5 ^
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A s  p o p u l a ç õ e s  d e  c é lu l a s  T  C D 4 *  e  T  C D 8* n á o  d e m o n s t r a r a m  a l t e r a ç ã o  

s ig n if ic a t iv a  n a  e x p r e s s ã o  d e  C T L A 4  d e  s u p e r f i c i e  n e m  n a  e x p r e s s ã o  d e  C D 2 5  

q u a n d o  a  v ia  C D 2 8 -B 7  fo i b l o q u e a d a  p e l a  u t i l iz a ç ã o  d o  C T L A 4  Ig . O  m e s m o  

r e s u l t a d o  fo i e n c o n t r a d o  q u a n d o  a  v ia  C D 4 0 -C D 4 0 L  fo l b l o q u e a d a  p e b  u s o  d e  

a n t i -C D 4 0 L .

F i g u r a  1 9  -  A n á l i s e  p o r  c i to m e tr ia  d e  f lu x o  d a  p o p u l a ç ã o  c e lu l a r  g e r a d a  a p ó s  

r e e s t i m u l a ç ã o  in  v i tr o  d e  C M S P  d e  p a c i e n t e s  c o m  S L A  (1 0 |x g /m l) , n a  p r e s e n ç a  d e  

C T L A 4 lg  (S ^ ig /m l) e  a n t i  C D 4 0 L  (lO ^ ig /m l)
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O  p r e s e n t e  e s t u d o  t e v e  c o m o  o b je t iv o  v e r i f ic a r  a  c o n t r ib u iç ã o  d e  m o lé c u la s  

c o e s t i m u l a t ó r i a s  n a  im u n o m o d u la ç ã o  d a  l e i s h m a n io s e  c u t â n e a  lo c a l iz a d a .

A s  c é l u l a s  T  t ê m  p a p e l  e s s e n c i a l  n o  in íc io  e  n a  r e g u l a ç ã o  d a  r e s p o s t a  

im u n e  a  a n t í g e n o .  J á  e s t á  b e m  e s t a b e l e c i d o  q u e  a lé m  d o  p r im e iro  s in a l ,  o  

r e c o n h e c i m e n t o  d o  a n t í g e n o  a s s o c i a d o  à  m o lé c u la  d o  M H C , u m  s e g u n d o  s in a l  é  

n e c e s s á r i o  p a r a  o  d e s e n v o l v i m e n t o  d e  u m a  r e s p o s t a  im u n e  e f ic ie n te .  E s t e  

s e g u n d o  s i n a l  é  g e r a d o  p e l a s  m o lé c u la s  c o e s t im u la tó r i a s  p r e s e n t e s  n a  s u p e r f íc ie  

d a s  c é l u l a s  a p r e s e n t a d o r a s  d e  a n t í g e n o .  Q u a n d o  a s  c é lu la s  T  r e c o n h e c e m  o  

a n t í g e n o  n a  a u s ê n c i a  d e  c o - e s t i m u l a ç ã o ,  n ã o  s e  to r n a m  c o m p le t a m e n te  a t i v a d a s ,  

p r o l i f e r a n d o  p o u c o  e  t e n d o  s u a  c a p a c i d a d e  d e  s e c r e t a r  c i to c in a s  r e d u z id a .  A  

a u s ê n c i a  d e  c o - e s t i m u l a ç ã o  n o  m o m e n to  d a  a p r e s e n t a ç ã o  d o  a n t íg e n o  p o d e  

in d u z ir  u m  e s t a d o  n ã o  r e s p o n s i v o  d e n o m i n a d o  d e  a n e r g i a .  A  e x p r e s s ã o  d e s t a s  

m o l é c u l a s  o c o r r e  d e  f o r m a  r e g u l a d a  p r o m o v e n d o  u m a  a t i v a ç ã o  a p r o p r ia d a  d a s  

c é l u l a s  T .

A  v ia  C D 2 8 - B 7  r e p r e s e n t a  a  m a i s  im p o r ta n te  d e n t r e  a s  d iv e r s a s  v ia s  c o 

e s t i m u l a t ó r i a s .  A o  la d o  d e  C D 2 8 -B 7 , a  v ia  C D 4 0 -C D 4 0 L  t a m b é m  d e s e m p e n h a  

p a p e l  r e l e v a n t e  n a  a t i v a ç ã o  a p r o p r i a d a  d e  c é lu l a s  T . D a d o s  n a  li te ra tu ra  a p o n ta m  

r e l e v â n c i a  d e s t a s  m o l é c u l a s  e m  m o d e lo s  e x p e r im e n ta i s  d e  l e i s h m a n io s e ,  a lé m  d e  

o u t r a s  d o e n ç a s .  P o r t a n t o ,  o s  o b je t iv o s  d e s t e  t r a b a lh o  c o n s i s t e m  e m  v e r if ic a r  s e  o  

b lo q u e io  d e s t a s  v i a s  im p lic a r ia  e m  a l t e r a ç õ e s  n o  p e rfil d a  r e s p o s t a  im u n e  d e  

p a c i e n t e s  c o m  l e i s h m a n i o s e  c u t â n e a  lo c a l iz a d a .

P a r a  d e s e n v o l v e r  o  o b je t iv o  p r o p o s to ,  u t i l iz o u - s e  u m a  a b o r d a g e m  

e x p e r i m e n t a l  b a s e a d a  n o  e s t u d o  in  v i tr o  d e  c é lu l a s  m o n o n u c le a r e s  d o  s a n g u e  

p e r i f é r ic o  ( C M S P )  d e  p a c i e n t e s  c o m  a  fo r m a  c u t â n e a  lo c a l iz a d a  d a  d o e n ç a .  E s t a s  

c é l u l a s  f o r a m  e s t i m u l a d a s  c o m  a n t í g e n o  s o lú v e l  d e  L e i s h m a n i a  (S L A ) n a  p r e s e n ç a  

d e  C T L A 4  Ig ( p a r a  b lo q u e io  d a  v ia  C D 2 8 -B 7 )  o u  d e  a n t i -C D 4 0 L  ( p a r a  b lo q u e io  d a  

Via C D 4 0 - C D 4 0 L ) .  E s t u d o u - s e  o  p a d r ã o  d e  p r o d u ç ã o  d e  c i to c in a s  b e m  c o m o  o  

p a d r ã o  f e n o t íp i c o  c e lu l a r  g e r a d o  a p ó s  e s t ím u lo  in  v i tr o  e  o s  r e s p e c t iv o s  b lo q u e io s  

a n t e r i o m i e n t e  c i t a d o s .

7  D IS C U S S Ã O
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O s  r e s u l t a d o s  e n c o n t r a d o s  d e m o n s t r a m  q u e  a  i n t e r a ç ã o  C D 4 0 - C D 4 0 L  n â o  

fo i e s s e n c i a l  n a  im u n o m o d u la ç ã o  d a s  c i t o c in a s  T N F - a ,  IL -1 0  e  IF N -7 d e n t r o  d a  

a b o r d a g e m  e x p e r im e n ta l  in  v i tr o  u t i l iz a n d o  C M S P  d e  p a c i e n t e s  c o m  l e i s h m a n i o s e  

c u t â n e a  lo c a l iz a d a .  P o r  o u t r o  la d o , q u a n d o  a  i n t e r a ç ã o  C D 2 8 -B 7  fo i b l o q u e a d a  

p e l a  u t i l i z a ç ã o  d a  m o lé c u la  C T L A 4  Ig, v e r i f i c o u - s e  u m a  d im in u iç ã o  s ig n if ic a t iv a  d a s  

c i t o c in a s  T N F - a ,  IL -1 0  e  I F N ^ .  V is a n d o  u m  m e lh o r  e s c l a r e c i m e n t o ,  d e c id iu - s e  

• v e r i f ic a r  o u t r a s  c i to c in a s  q u e  p o d e r ia m  e s t a r  e n v o lv id a s  t a m b é m  n e s t a  

im u n o m o d u la ç ã o .  P a r a  t a n to ,  v e r i f ic o u - s e  t a m b é m  o  q u e  e s t a r i a  a c o n t e c e n d o  

c o m  a  p r o d u ç ã o  d e  IL -1 2  e  T G F -p . A v a l ia n d o  o s  s o b r e n a d a n t e s ,  a p e n a s  s e i s  

p a c i e n t e s  a p r e s e n t a r a m  c é lu l a s  s e c r e t a n d o  lL -1 2  d e t e c t á v e l ,  e  n e s t e s  o  b lo q u e io  

d a  v ia  C D 2 8 - B 7  le v o u  a  u m a  d im in u iç ã o  n ã o  s ig n if ic a t iv a  d a  p r o d u ç ã o  d e  lL -1 2 . 

V e r i f ic o u - s e  u m a  a u m e n t o  n a  p r o d u ç ã o  d e  T G F - p  a t iv o  e m  a l g u n s  d o s  

s o b r e n a d a n t e s ,  c u ja  p r o d u ç ã o  d a s  c i t o c in a s  IL -1 0 , IL -1 2 , T N F - a  e  

IFN  -7 fo i d im in u íd a  p e lo  b lo q u e io  d e  C D 2 8 -B 7 .

D a d o s  n a  l i te r a tu ra  d e m o n s t r a m  a  im p o r tâ n c ia  d a  c o - e s t i m u l a ç ã o  e m  

d i v e r s o s  m o d e lo s  e x p e r im e n ta i s .  Z h o u  & S e d e r  ( 1 9 9 8 )  u t i l iz a n d o  u m  m o d e lo  

m u r in o  d e  in f e c ç ã o  p o r  H i s t o p l a s m a  c a p s u l a t u m ,  v e r i f ic a r a m  q u e  c a m u n d o n g o s  

d e f i c i e n t e s  e m  C D 4 0 L  n ã o  a p r e s e n t a v a m  a u m e n t o  d e  m o r ta l id a d e  o u  c a r g a  

f ú n g ic a .  A lé m  d i s s o ,  a  e x p r e s s ã o  d e  R N A m  p a r a  lL -1 2 , IF N -y , T N F - a  e  N O  e r a m  

s im i la r e s  e n t r e  c a m u n d o n g o s  d e f i c i e n t e s  e m  C D 4 0 L  e  c a m u n d o n g o s  s e l v a g e n s .  

Q u a n d o  o s  c a m u n d o n g o s  d e f i c ie n te s  e r a m  t r a t a d o s  c o m  a n t i -  IF N -y , h a v ia  

a u m e n t o  d a  m o r ta l id a d e  e  c a r g a  f ú n g ic a ,  d e m o n s t r a n d o  q u e  h a v ia  u m a  v ia  

i n d e p e n d e n t e  d e  C D 4 0 L  p a r a  p r o d u ç ã o  d e  I F N ^ .  E s t e  d a d o  é  b a s t a n t e  

i n t e r e s s a n t e  p o r  s e  t r a t a r  d e  u m  m o d e lo  d e  d o e n ç a  s e m e l h a n t e  à  l e i s h m a n i o s e ,  n o  

q u a l  a  r e s p o s t a  p r o te to r a  é  T h l ,  g e r a d a  p e la  p r o d u ç ã o  d e  IF N -7 m e d i a d a  p o r  IL- 

12.

J á  n o  m o d e lo  m u r in o  d e  lú p u s  e r i t e m a t o s o  s i s t ê m ic o ,  n o  q u a l  a  r e s p o s t a  

T h 2  é  p r o te to r a ,  u m a  t e r a p i a  c o m b in a d a  d e  C T L A 41g  a  a n t i  C D 4 0  r e s u l to u  n u m a  

d i s f u n ç ã o  r e n a l  m a is  ta r d ia ,  d im in u iç ã o  n a  f r e q ü ê n c ia  d e  c é lu l a s  8  p r o d u to r a s  d e  

a n t i c o r p o s  a n ti-D N A , u m a  in ib iç ã o  p a r c ia l  d e  m u d a n ç a  d e  c l a s s e  d e  is o t ip o  e
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in ib iç ã o  d a  a t i v a ç ã o  d e  c é l u l a s  T , d e m o n s t r a n d o  a  im p o r tâ n c ia  d e s t a s  d u a s  v i a s  n a  

i m u n o p a t o g ê n e s e  d o  lú p u s  (W A N G  e t  a l, 2 0 0 2 ) .  A s s im , p a r e c e  q u e  o  b lo q u e io  d a  

i n t e r a ç ã o  C D 4 0 - C D 4 0 L  in te r f e r e  c o m  r e s p o s t a s  d o  tip o  T h 1  e  T h 2 .

V i l le g a s  e t  a l , ( 2 0 0 0 )  v e r i f ic a r a m  q u e  c a m u n d o n g o s  d e f ic i e n te s  e m  IL -1 0  

i n f e c t a d o s  c o m  T o x o p l a s m a  g o n d i i  n ã o  a p r e s e n t a v a m  a l t e r a ç õ e s  n a  e x p r e s s ã o  d e  

B 7  e  C D 4 0  e m  A P C .  P o r  o u t r o  la d o , o  b lo q u e io  s im u l tâ n e o  d e s t a s  m o lé c u la s  

p r o t e g i a  o s  c a m u n d o n g o s  p o r  d im in u ir  a  p r o d u ç ã o  d e  IF N -7 e  ¡N O S , m in im iz a n d o  a  

i n f l a m a ç ã o  e  p e r m i t in d o  a o s  c a m u n d o n g o s  s o b r e v iv e r e m  à  f a s e  a g u d a  d a  

d o e n ç a .  O  m e s m o  g m p o  (W IL L E  e t  a l , 2 0 0 2 )  a p r o f u n d o u  s e u s  e s t u d o s  e  v e r if ic o u  

q u e  c a m u n d o n g o s  d e f i c i e n t e s  e m  IL -1 0  t r a t a d o s  s o m e n t e  c o m  a n t i  IL -1 2  n ã o  

a p r e s e n t a v a m  d im in u iç ã o  n o s  n ív e is  s é r i c o s  d e  IFN -y. P o r é m , s e  C T L A 4  Ig f o s s e  

u t i l iz a d o  c o n c o m i t a n t e m e n t e  a  a n ti- IL -1 2 , h a v ia  u m  a u m e n t o  d a  s o b r e v iv ê n c i a  e  

u m a  d im in u iç ã o  n o  I F N ^  s i s t ê m ic o .  E s t a  r e s p o s t a  t a m b é m  foi v e r i f ic a d a  q u a n d o  

a s  c é l u l a s  f o r a m  r e e s t i m u l a d a s  in  v i tr o .  P o r ta n to ,  n a  a u s ê n c i a  d e  IL -10 , lL -1 2  n ã o  

é  n e c e s s á r i a  p a r a  o  p r o d u ç ã o  d e  IFN -y. P o r  o u t r o  la d o , q u a n d o  a  i n t e r a ç ã o  C D 4 0 -  

C D 4 0 L  e r a  b l o q u e a d a  c o m  a n t i -C D 4 0 L , o  e f e i to  n e s t e  m o d e lo  e r a  d i f e r e n te .  O s  

c a m u n d o n g o s  d e f i c i e n t e s  e m  IL -1 0  n ã o  a p r e s e n t a v a m  a l t e r a ç õ e s  n a  p r o d u ç ã o  d e  

I F N ^ ,  m e s m o  q u a n d o  u t i l i z a v a - s e  s i m u l t a n e a m e n t e  a n t i  IL -12  e  a n t i -C D 4 0 L  p o r  

v o l ta  d o  s é t im o  d i a  p ó s  in f e c ç ã o .  P o r ta n to ,  a  p r o d u ç ã o  d e  IF N -y  n ã o  r e q u e r  

s i n a l i z a ç ã o  v ia  C D 4 0 - C D 4 0 L  n e m  v ia  IL -12  u m a  v e z  q u e  a  r e s p o s t a  im u n e  já  

t e n h a  s i d o  in ic ia d a .  C o n c lu i - s e ,  p o r ta n to ,  q u e  n o  m o d e lo  d e s c r i to  n e s t e  t r a b a lh o ,  a  

i n t e r a ç ã o  C D 2 8 - B 7  é  s u f i c i e n t e  p a r a  m a n t e r  o s  n ív e is  d e  I F N ^ d e  fo rm a  

i n d e p e n d e n t e  d e  C D 4 0 - C D 4 0 L  e  d e  IL -12 .

O s  r e s u l t a d o s  e n c o n t r a d o s  c o m  C M S P  d e  p a c i e n t e s  c o m  l e i s h m a n i o s e  

c u t â n e a  l o c a l i z a d a ,  d e m o n s t r a m  q u e  0 b lo q u e io  d a  in t e r a ç ã o  C D 2 8 -B 7  le v o u  a  

u m a  m o d u l a ç ã o  n e g a t i v a  g e r a l ,  l e v a n d o  a  u m a  d im in u iç ã o  d a s  c i to c in a s  IL -1 0 , IL- 

1 2 , T N F - a  e  I F N ^ .  P o r é m ,  n ã o  h o u v e  a l t e r a ç õ e s  s ig n i f ic a t iv a s  q u a n d o  a  i n t e r a ç ã o  

C D 4 0 - C D 4 0 L  fo i b l o q u e a d a  p e l a  u t i l iz a ç ã o  d e  a n ti-C D 4 0 L .

P o r  o u t r o  la d o ,  v e r i f i c o u - s e  q u e  0 n ív e l  d e  e x p r e s s ã o  d e  C D 4 0  e  C D 4 0 L  e m  

l e s õ e s  d e  p a c i e n t e s  c a u s a d a s  p o r  M y c o b a c t e r i u m  l e p r a e  s e  c o n - e la c to n a v a  c o m  a
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r e s p o s t a  im u n e  m e d i a d a  p o r  c é lu l a s .  L e s õ e s  t u b e r c u ló id e s  e x p r e s s a v a m  m a is  

C D 4 0  e  C D 4 0 L  d o  q u e  l e s õ e s  l e p r o m a t o s a s .  C M S P  d e  p a c i e n t e s  c o m  a  fo rm a  

tu b e r c u l ó i d e  p r o l i f e r a v a m  m a is  e  t in i ia m  u m a  e x p r e s s ã o  d e  C D 4 0 L  a u m e n t a d a  

q u a n d o  r e e s t i m u l a d a s  in  v i tr o  c o m  a n t í g e n o  e s p e c í f i c o .  J á  C M S P  d e  p a c i e n t e s  

c o m  fo m ria  l e p r o m a t o s a  a p r e s e n t a v a m  p r o l i f e r a ç ã o  e  e x p r e s s ã o  d e  C D 4 0 L  b a ix a s .  

A  p r o d u ç ã o  d e  IL -1 2  p o r  C M S P  d e  p a c i e n t e s  c o m  a  fo rm a  tu b e r c u ló id e  e r a  

p a r c i a l m e n t e  d e p e n d e n t e  d e  C D 4 0 -C D 4 0 L , p o r é m , a  p r o d u ç ã o  d e s t a  c i to c in a  e r a  

C D 4 0 - C D 4 0 L  i n d e p e n d e n t e  e m  p a c i e n t e s  c o m  a  f o m ia  l e p r o m a t o s a  d a  d o e n ç a .  

(Y A M A U C H l e t  a l , 2 0 0 0 )

A  v ia  c o e s t im u la tó r i a  C D 4 0 -C D 4 0 L  t a m b é m  t e m  s id o  b a s t a n t e  e s t u d a d a  e m  

r e l a ç ã o  à  l e i s h m a n i o s e .  A  m a io r  p a r t e  d o s  t r a b a lh o s  fo i d e s e n v o lv id a  u t i l iz a n d o  

m o d e l o s  e x p e r i m e n t a i s  m u r in o s  d a  d o e n ç a .  U til iz a n d o  u m  m o d e lo  d e  i n f e c ç ã o  p o r  

L  m a j o r ,  F e r lin  e t  a l  ( 1 9 9 8 ) ,  o b s e r v a r a m  q u e  c a m u n d o n g o s  B A L B /c  t r a t a d o s  in  

v i v o  c o m  a n t i -C D 4 0 L  d e s e n v o lv i a m  u m a  r e s p o s t a  p r o te to r a  d e p e n d e n t e  d e  c é lu l a s  

T  e  e s t a  p r o t e ç ã o  o c o n 'ia  p o r  a u m e n t o  d e  IL -1 2  e  IFN-7 . H e in z e l  e t  a l , ( 1 9 9 8 ) ,  

u t i l i z a n d o  o  m o d e lo  m u r in o  d e  i n f e c ç ã o  p o r  L. m a j o r  c o m  a  l in h a g e m  r e s i s t e n t e  

C 5 7 /B L 6 , c o n c lu í r a m  q u e  a  i n t e r a ç ã o  C D 4 0 -C D 4 0 L  e r a  e s s e n c i a l  p a r a  a  c u r a ,  v ia  

p r o d u ç ã o  d e  IL -1 2 . O s  a u t o r e s  v e r i f ic a r a m  t a m b é m  q u e  o  t r a t a m e n t o  c o m  a n t i -  

C D 4 0 L  d im in u ía  a  p r o d u ç ã o  d e  IF N -y  d e p e n d e n t e  d e  IL -12 , t a n to  n a  l in h a g e m  

s u s c e p t í v e l  q u a n t o  n a  l in h a g e m  r e s i s t e n t e .  O  m a is  i n t e r e s s a n t e  fo i q u e  a  

f r e q ü ê n c i a  d e  c é l u l a s  CD 40"^ p r o d u to r a s  d e  lL -1 2  n o s  c a m u n d o n g o s  s u s c e p t í v e i s  

e r a  s ig n i f i c a t iv a m e n te  m e n o r .  M a is  r e c e n t e m e n t e  P a d ig e l  & F a r r e l  ( 2 0 0 3 ) ,  f i z e r a m  

u s o  d e  c a m u n d o n g o s  d e f i c ie n te s  e m  C D 4 0 L  e  o b s e r v a r a m  q u e  e s t e s  e r a m  

c a p a z e s  d e  p r o d u z i r  IL -1 2  s u f i c i e n te  p a r a  p r o m o v e r  r e s i s t ê n c i a  à  L  m a jo r ,  q u a n d o  

a  i n f e c ç ã o  e r a  f e i ta  c o m  b a ix a s  d o s e s  d e  p a r a s i t e s .  E s t a  o b s e r v a ç ã o  le v o u  à  

c o n c l u s ã o  d e  q u e  é  p o s s í v e l  s e  d e s e n v o l v e r  u m a  r e s p o s t a  p r o t e to r a  T h1  

i n d e p e n d e n t e  d a  a t i v a ç ã o  v ia  C D 4 0 . (P A D IG E L  & F A R R E L , 2 0 0 3 )

E s t e s  d a d o s  d e m o n s t r a m  q u e  a  i n t e r a ç ã o  C D 4 0 -C D 4 0 L  p o d e  n ã o  s e r  

e s s e n c i a l  p a r a  a  m o d u l a ç ã o  d a  r e s p o s t a  e m  m o d e lo s  m u r in o s  d e  l e i s h m a n io s e .  

V a le  r e s s a l t a r  q u e  e s t a  d e p e n d ê n c i a  o u  n ã o  d a  c o - e s t im u la ç ã o  C D 4 0 -C D 4 0 L  e s t á  

d i r e t a m e n t e  r e l a c i o n a d a  c o m  o  in íc io  d a  in f e c ç ã o .  E s t e  f a to  d i f e r e  d o s  r e s u l t a d o s
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a q u i  d e m o n s t r a d o s ,  p o i s  a l é m  d e  f a z e m i o s  u s o  d e  u m a  a b o r d a g e m  in  v i tro  c o m  

C M  S P  d e  p a c i e n t e s ,  a b o r d a  a  m o d u l a ç ã o  d a  r e s p o s t a  e m  u m  m o m e n to  o n d e  a  

d o e n ç a  j á  e s t á  e s t a b e l e c i d a .

O  p a d r ã o  d e  p r o d u ç ã o  d e  c i t o c in a s  p o r  C M S P  d e  p a c i e n t e s  c o m  a  fo rm a  

c l á s s i c a  d a  l e i s h m a n i o s e  c u t â n e a  lo c a l i z a d a  já  e s t á  b e m  d e s c r i to  n a  l i te ra tu ra .  

C i to c in a s  c o m o  o  I F N - ^ e  o  T N F -  a ,  s ã o  e s s e n c i a i s  p a r a  o  c o n t r o le  d a  

m u l t ip l ic a ç ã o  d o  p a r a s i t o  a t i v a n d o  m a c r ó f a g o s  d e  m a n e i r a  a u tó c r in a  ( c o m o  o  

T N F - a )  o u  d e  f o r m a  d e p e n d e n t e  d e  c é l u l a s  T , n e s t e  c a s o  o  IFN -y  (M U R R A Y  e t  

a l, 1 9 8 3 ) .  P o r  o u t r o  la d o ,  e s t a s  c i t o c in a s  t a m b é m  c o n t r ib u e m  p a r a  a  p a t o g é n e s e  

d a  l e i s h m a n i o s e  t e g u m e n t a r  q u a n d o  p r o d u z id a s  d e  fo rn ia  c r ô n ic a  o u  in t e n s a .  

C o n f i r m a n d o  e s t e  f a to ,  R i b e i r o - d e - J e s u s  e t  a l, ( 1 9 9 8 )  v e r i f ic a r a m  q u e  C M S P s  d e  

p a c i e n t e s  c o m  l e i s h m a n i o s e  c u t â n e a  m u c o s a ,  q u a n d o  e s t im u la d o s  c o m  

L  a m a z o n e n s i s ,  a p r e s e n t a m  u m  a u m e n t o  d e  IFN -y  e  T N F - a  n o  s o b r e n a d a n t e  d a  

c u l tu r a .  D e s t a  f o r m a ,  o  I F N ^  e s t a r i a  e n v o lv id o  n a  p a t o g ê n e s e  d a  d o e n ç a  p o r  le v a r  

a  u m  a u m e n t o  d o  T N F - a  . ( R I B E I R O - D E - J E S U S  e t  a l, 1 9 9 8 ) . N a  fo rm a  lo c a l iz a d a  

d a  d o e n ç a ,  s ã o  d e t e c t a d o s  a l t o s  n ív e is  d e s t a s  c i to c in a s  n o s  s o b r e n a d a n t e s  d e  

C M S P , p o r é m ,  e s t a  p r o d u ç ã o  é  a i n d a  m a io r  n o  c a s o  s e  p a c i e n t e s  c o m  

l e i s h m a n i o s e  c u t â n e o  m u c o s a .  (B A C E L L A R  e t  a l , 2 0 0 2 ) .

P o r  o u t r o  la d o ,  a p e s a r  d a  l i b e r a ç ã o  d e s t a s  c i to c in a s  p ró - in f la m a tó r ia s ,  

m u i to s  p a r a s i t o s  p e r m a n e c e m  in t a c to s  d e n t r o  d o s  m a c r ó f a g o s .  I s to  p o d e  s e r  

d e v id o  a  p r e s e n ç a  d e  o u t r a s  s u b s t â n c i a s  q u e  c o n t r a b a l a n ç a m  a  a ç ã o  d o  IFN -7 , 

c o m o  IL -4 , IL -1 0  o u  T G F - p ,  o  q u a l  t e m  s id o  d e m o n s t r a d o  p r e d o m in a r  e m  a n im a is  

s u s c e p t í v e i s  (B A R R A L -N E T T O  e t  a l , 1 9 9 2 ) .  N a  s i t u a ç ã o  a q u i  d e s c r i t a ,  a  p r o d u ç ã o  

d e  c i t o c in a s  c o m  e f e i t o s  a n t a g ô n i c o s  a o s  d o  I F N ^  e  T N F - a  , c o m o  a  lL -1 0  to r n a -  

s e  im p o r ta n te ,  p o is  e s t a  irá  e x c e r c e r  u m a  a t iv id a d e  im u n o m o d u la tó r ia ,  a t e n u a n d o  

o s  f a t o r e s  p a t o g ê n i c o s  d a  d o e n ç a  c u t â n e a .

O s  r e s u l t a d o s  o b t i d o s  d e m o n s t r a m ,  t a n t o  p o r  d o s a g e m  d e  c i to c in a s  n o  

s o b r e n a d a n t e  q u a n t o  p e l a  c a r a c t e r i z a ç ã o  f e n o t íp ic a  c e lu la r ,  q u e  a  c o - e s t im u la ç ã o  

C D 4 0 -C D 4 0 L  n ã o  é  e s s e n c i a l  p a r a  a  r e s p o s t a  à  in f e c ç ã o  p o r  L e i s h m a n i a  n e s t a  

fo m n a  c l ín ic a  d a  d o e n ç a  h u m a n a .  I s to  f ic o u  b e m  d e m o n s t r a d o  n a  c o n s t a t a ç ã o  d e
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n ã o  h a v e r  d i f e r e n ç a  s ig n i f ic a t iv a  n a  p r o d u ç ã o  d e  T N F - a ,  IL -10  e  IFN -y  q u a n d o  a  

i n t e r a ç ã o  C D 4 0 - C D 4 0 L  fo i b l o q u e a d a ,  v ia  a n ti-C D 4 0 L , n o s  s o b r e n a d a n t e s  d a s  

c u l t u r a s  d e  C M S P  e s t i m u l a d a s  c o m  S L A .

E s t e s  d a d o s  t e m  r e l a ç ã o  c o m  a q u e l e s  d e  P a d ig e l  & F a r re l l ,  ( 2 0 0 3 ) ,  q u e  

d e m o n s t r a m  q u e  e s t a  i n t e r a ç ã o  n ã o  é  e s s e n c i a l  a o  d e s e n v o lv im e n to  e  m o d u la ç ã o  

d e  u m a  r e s p o s t a  T h 1  n a  l e i s h m a n i o s e  m u r in a .  P o r  o u tro  la d o , B ro d s k y n  e t  a l , 

( 2 0 0 1 )  v e r i f i c a r a m  q u e  o  IF N -7 s o f r ia  m o d u la ç ã o  n e g a t iv a ,  i n d e p e n d e n t e  d e  IL -1 0 , 

q u a n d o  a n t í - C 0 4 0 L  e r a  u t i l iz a d o  n o  m o d e lo  d e  s e n s ib i l i z a ç ã o  in  v i tr o  d e  c é lu l a s  

h u m a n a s  p o r  L  m a jo r .  D e v e - s e  r e s s a l t a r  0 f a to  d a  L. b r a z iU e n s is  s e r  o  a g e n t e  

e t io ló g ic o  d a  l e i s h m a n i o s e  c u t â n e a  lo c a l iz a d a  n a  á r e a  e n d ê m ic a  a q u i  e s t u d a d a .  

E s t a  p o d e  s e r  a  c a u s a  d a  a p a r e n t e  c o n t r a d i ç ã o  e n t r e  o s  d a d o s  a q u i  e n c o n t r a d o s  e  

a q u e l e s  d e  B r o d s k y n  e t  a l  ( 2 0 0 1 ) .  V a le  r e s s a l t a r  q u e  o s  r e s u l t a d o s  e n c o n t r a d o s  

p o r  e s s e s  a u t o r e s  s e  r e f e r e m  a  e v e n t o s  in ic ia is  d a  in f e c ç ã o  e n q u a n t o  q u e  a  

a b o r d a g e m  a q u i  d e s c r i t a  u tiliz a  C M S P  d e  p a c i e n t e s  c o m  a  d o e n ç a  j á  e s t a b e l e c i d a .

E m  a l g u n s  c a s o s ,  o s  v a l o r e s  d e  lL -1 0  e n c o n t r a d o s  n o s  s o b r e n a d a n t e s  d a s  

c u l tu r a s  d e  C M S P  d e s t e s  p a c i e n t e s  f o ra m  m u ito  b a ix o s  ( m e n o r  q u e  1 5  p g /m l)  

d i f ic u l ta n d o  a  i n t e r p r e t a ç ã o  d o s  d a d o s .  A jd a ry  e t  a i  (2 0 0 0 )  e s t u d a n d o  p a c i e n t e s  

c o m  l e i s h m a n i o s e  t e g u m e n t a r  c a u s a d a  p o r  L  m a j o r , d e m o n s t r a r a m  n ív e is  d e  IL- 

1 0  i n d e t e c t á v e i s  n o s  s o b r e n a d a n t e s  d a s  c u l tu r a s  d e  C M S P  d e  p a c i e n t e s  c o m  

l e i s h m a n i o s e  t e g u m e n t a r .  (A JD A R Y  e t a l ,  2 0 0 0 )

Q u a n t o  à  c a r a c t e r i z a ç ã o  f e n o t íp ic a  c e lu la r  d a s  p o p u l a ç õ e s  C D 4 ^  e  C D 8* 

q u a n t o  a o s  m a r c a d o r e s  d e  a t i v a ç ã o  a v a l i a d o s  (C D 2 5  e  C T L A 4 ), e s t a  p a r e c e  

t a m b é m  n ã o  t e r  s o f r id o  m o d u l a ç ã o  p e la  v ia  C D  4 0  -  C D 4 0 L , p o is  n ã o  h o u v e  

d i f e r e n ç a  s ig n i f ic a t iv a  n a  f r e q ü ê n c ia  c e lu la r  q u a n d o  a  v ia  fo i b l o q u e a d a  c o m  a n t i -  

C D 4 0 L . A p ó s  e s t ím u lo  c o m  S L A , n a  p r e s e n ç a  d e  a n ti-C D 4 0 L , n ã o  h o u v e  

a l t e r a ç ã o  n o  m a r c a d o r  d e  a t i v a ç ã o  c e lu la r  p r e c o c e  C D 2 5  ( r e c e p to r  d e  IL -2) n e m  

n a  e x p r e s s ã o  d e  C T L A 4  n a  s u p e r f í c i e  c e lu la r ,  t a n to  e m  C D 4 *  q u a n t o  e m  C D 8*.

E l lo s o  & S c o t t  ( 1 9 9 9 ) ,  a o  t r a t a r e m  c a m u n d o n g o s  B A L B /c  e  C 3 H  in f e c ta d o s  

c o m  L  m a j o r  c o m  C T L A 4  Ig , v e r i f ic a r a m  q u e  d u r a n t e  a  r e e s t im u la ç ã o  In v i tro  

h a v ia  d im in u iç ã o  n a  p r o d u ç ã o  d e  IL -4 e  IFN -y n o  s o b r e n a d a n t e  d a s  c u l tu r a s ,

r e s p e c t i v a m e n t e .  A lé m  d i s s o ,  o b s e r v o u - s e  t a m b é m  a  d im in u iç ã o  n a
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l in f o p r o l i f e r a ç ã o  e  e s t e  e f e i to  e r a  p r e d o m i n a n t e m e n t e  c a u s a d o  p e lo  b lo q u e io  d e  

B 7 -2 . E s t e s  r e s u l t a d o s  d e m o n s t r a m  q u e  a  i n t e r a ç ã o  C D - 2 8 /  B 7 -2  é  e s s e n c i a l  p a r a  

a  r e s p o s t a  im u n e  in ic ia l à  i n f e c ç ã o  p o r  L. m a jo r ,  s e n d o  e s t a  d e p e n d e n t e  d o  n ív e l 

d e  e x p r e s s ã o  d e  B 7 -1  n a s  c é l u l a s  a p r e s e n t a d o r a s  d e  a n t í g e n o ,  B ro d s k y n  e t  a l, 

( 2 0 0 1 )  t a m b é m  r e f o r ç a m  o  f a to  d o  IF N -y  e s t a r  s o f r e n d o  m o d u l a ç ã o  n e g a t iv a  n u m  

m e c a n i s m o  i n d e p e n d e n t e  d e  IL -1 0 . U ti l iz a n d o  u m  m o d e lo  d e  s e n s ib i l i z a ç ã o  in  

v i tr o  d e  c é l u l a s  h u m a n a s  p o r  L . m a jo r ,  e s t e s  a u t o r e s  c o n c lu í r a m  q u e  a  p r e s e n ç a  

d e  C T L A 4  Ig d im in u ía  a  p r o d u ç ã o  d e  IF N -y  e  IL -5  a b a i x o  d o s  n ív e is  d e t e c t á v e i s .  

E s t u d a n d o  in d iv id u a lm e n te  B 7 -1  e  B 7 -2 , v e r i f i c o u - s e  q u e  e s t e  e f e i to  n a  d im in u iç ã o  

d o  IF N -y  fo i m a i s  p r o n u n c ia d o  q u a n d o  a  m o lé c u la  B 7 -2  e r a  b l o q u e a d a .  

N o v a m e n te ,  n ã o  h o u v e  a l t e r a ç ã o  a lg u m a  n a  p r o d u ç ã o  d e  IL -1 0  q u a n d o  a s  

i n t e r a ç õ e s  C D 2 8 /  B 7 -1  e  C D 2 8 /  B 7 -2  e r a m  b l o q u e a d a s .  P a d ig e l  & F a r re l l ,  ( 2 0 0 3 )  

a o  u t i l iz a r e m  b a ix o s  in ó c u lo s  d e  L. m a j o r  p a r a  in f e c ta r  c a m u n d o n g o s  B A L B /c  

d e f i c i e n t e s  e m  C D 2 8  c o n s t a t a r a m  q u e  e s t e s  c a m u n d o n g o s  p a s s a r a m  a  s e  t o m a r  

r e s i s t e n t e s  à  i n f e c ç ã o  e  t a m b é m  a  u m  d e s a f i o  p o s te r io r .  E s t e  p e rf il  d e  r e s i s t ê n c i a  

s e  d a v a  p o r  m e c a n i s m o  d e p e n d e n t e  d e  IF N -^  e  d e  c é l u l a s  T  C D 4 *  . N e s t e  

t r a b a lh o ,  p o r t a n to ,  e v i d e n c i o u - s e  a  im p o r tâ n c ia  d a  c o - e s t i m u i a ç ã o  v ia  C D 2 8 -B 7  a o  

d e s e n v o lv im e n to  d e  r e s p o s t a  T h 2  e m  m o d e lo  m u r in o  d e  l e i s h m a n i o s e  t e g u m e n ta r .

Q u a n d o  a  m o lé c u la  d e  C T L A 4  Ig fo i u t i l iz a d a  p a r a  b lo q u e io  d a  i n te r a ç ã o  

C D 2 8 -B 7  n a  a b o r d a g e m  in  v i tr o  u t i l iz a n d o  C M S P  d e  p a c i e n t e s ,  v e r i f ic o u - s e  

o c o r r e r  u m a  d im in u iç ã o  s ig n if ic a t iv a  t a n t o  n a  p r o d u ç ã o  d e  I F N - y , T N F - a e  IL -10 . 

F o i e n c o n t r a d a  u m a  c o r r e l a ç ã o  p o s i t iv a  q u a n t o  à  p o r c e n t a g e m  d e  r e d u ç ã o  d e  

I F N - y e  T N F - a n o s  s o b r e n a d a n t e s ,  o u  s e j a ,  a  m o d u l a ç ã o  n e g a t iv a  d e s t a s  d u a s  

c i to c in a s  e s t á  r e l a c i o n a d a .  N a  m a io r ia  d o s  s o b r e n a d a n t e s ,  n ã o  fo i p o s s ív e l  

e v id e n c i a r  p r o d u ç ã o  d e  IL -1 2 . Q u a n d o  e s t a  c i to c in a  e r a  d e t e c t á v e l ,  s o f r ia  u m a  

m o d u la ç ã o  n e g a t iv a ,  p o r é m  n ã o  s ig n if ic a t iv a  p e lo  b lo q u e io  d e  C D 2 8 -B 7  v ia  C T L A 4  

Ig . U m a  p o s s í v e l  e x p l i c a ç ã o  s e r i a  q u e  e s t a  m o d u l a ç ã o  d e  c i to c in a s  p ró  

in f la m a tó r ia s  o c o n 'a  v ia  T G F - p ,  p o is  e s t a  c i to c in a  e s t á  e n v o lv id a  c o m  r e a t iv a ç ã o  d e  

i n f e c ç ã o  l a t e n t e  p o r  L. b r a z i í i e n s i s  e m  m o d e lo s  m u r in o s  e  t a m b é m  h á  a u m e n t o  d e  

r e p l i c a ç ã o  d e  L . b r a z i í i e n s i s  q u a n d o  T G F - p  é  a d i c io n a d o  a  c u l tu r a s  d e  m a c r ó f a g o s
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(B A R R A L  e t  a l , 1 9 9 3 ) .  A  im p o r tâ n c ia  d o  T G F - p  t a m b é m  fo i b a s t a n t e  e v id e n c ia d a  

n o  c a l a z a r  m u r in o , o n d e  o  b lo q u e io  d e  C T L A 4  v ia  a n ti-C T L A 4  le v a v a  a  u m a  

d im in u iç ã o  d o  T G F - p , r e s t a u r a n d o  a  p r o d u ç ã o  d e  IFN -7 . 0  b lo q u e io  d e  C T L A 4  e  a  

n e u t r a l i z a ç ã o  d e  T G F - p  l e v a v a m  a  e l im in a ç ã o  d e  L  c h a g a s i  p o r  f a z e r  c o m  q u e  

c é lu l a s  T  CD4"^ a n t i g e n o  e s p e c í f i c a s  p r o d u z a m  IF N -Y ,q u e  p o r  s u a  v e z  a t iv a  

m a c r ó f a g o s  l e v a n d o  à  d e s t m i ç ã o  o s  p a r a s i t o s .  (G O M E S  e t  a l, 2 0 0 0 ) .  N o  q u e  

c o n c e r n e  a o s  n o s s o s  r e s u l t a d o s ,  o  T G F - p  a t iv o  fo i d o s a d o  e  d e t e c t a d o  e m  a lg u n s  

s o b r e n a d a n t e s ,  n o s  q u a i s  o  u s o  d e  C T L A 4  Ig r e s u l to u  n u m  a u m e n t o  d e s t a  

c i to c in a .  E s t e  é  u m  d a d o  i n t e r e s s a n t e  q u e  p o d e  e x p l i c a r  a  m o d u la ç ã o  n e g a t iv a  

e n c o n t r a d a  n a s  c i t o c in a s  IL -1 0 , IL -1 2 , T N F - a e  IF N -y . P o r é m  e s t e s  d a d o s  

p r e c i s a m  s e r  c o n f i r m a d o s  p e la  a m p l i a ç ã o  d o  n ú m e r o  d o s a g e n s  d e  T G F - p  n o s  

s o b r e n a d a n t e s  o u  p e l a  t e n t a t i v a  d e  r e v e r s ã o  d e s t a  r e s p o s t a  a t r a v é s  d o  b lo q u e io  

d e  T G F -p .

N o s  r e s u l t a d o s  e n c o n t r a d o s ,  t a m b é m  c h a m o u  a t e n ç ã o  0 f a to  d e  q u e  a s  

c i to c in a s  T N F - a  e  IF N -7 d im in u ía m  d e  fo r m a  m a i s  s ig n if ic a t iv a  n a q u e l e s  p a c i e n t e s  

c o m  l e s õ e s  m a is  r e c e n t e s  o u  s e j a ,  n a q u e l e s  p a c i e n t e s  q u e  r e l a t a v a m  m e n o s  d e  

s e s s e n t a  d i a s  d e  l e s ã o  n o  m o m e n to  d o  a t e n d i m e n t o ,  i s to  r e f o r ç a  0 f a to  d e  q u e  a  

m o d u la ç ã o  a q u i  e n c o n t r a d a  o c o r r e  p r in c ip a lm e n te  d u r a n t e  o  in íc io  d o  

d e s e n v o lv im e n to  d a  d o e n ç a .  R o c h a  e t  a l , ( 1 9 9 9 ) ,  c o n s t a t a r a m  d i f e r e n ç a s  n a  

r e s p o s t a  im u n e  c e lu l a r  d e  p a c i e n t e s  c o m  m e n o s  e  m a i s  d e  s e s s e n t a  d i a s  d e  l e s ã o .  

D e n t r e  e s t a s  d i f e r e n ç a s ,  C M S P  d e  p a c i e n t e s  c o m  1 5  d i a s  d e  l e s ã o  a p r e s e n t a v a m  

u m a  i m u n o s s u p r e s s ã o  t r a n s i tó r i a ,  c o m  b a ix a  p r o d u ç ã o  d e  IF N - y e  a l ta  p r o d u ç ã o  

d e  IL -1 0 . P o r  o u t r o  la d o ,  n a s  C M S P  d e  p a c i e n t e s  c o m  l e s ã o  m a is  t a r d ia  ( m a is  d e  

s e s s e n t a  d ia s ) ,  a  p r o d u ç ã o  d e  IL -1 0  d im in u ía  b a s t a n t e ,  e n q u a n t o  q u e  a  p r o d u ç ã o  

d e  IF N -y  a u m e n t a v a .  E s t e  d a d o  e s t á  d e  a c o r d o  c o m  o s  d a d o s  a q u i  d e s c r i t o s  e  

r e f o r ç a m  o  f a to  d e  q u e  a  c i to c in a  IL -1 0  t e n h a  s i d o  in d e t e c t á v e l  e m  a lg u n s  

p a c i e n t e s ,  j á  q u e  o  g r u p o  a q u i  e s t u d a d o  a p r e s e n t a  u m  t e m p o  d e  l e s ã o  m é d io  d e  

5 5  d ia s .

Q u a n d o  R o c h a  e t  a l , ( 1 9 9 9 )  r e a l i z a r a m  0  b lo q u e io  d e  IL -1 0  n a s  c é lu la s  d e  

p a c i e n t e s  c o m  1 5  d i a s  d e  l e s ã o ,  a  p r o d u ç ã o  d e  IF N -y  foi
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r e s t a u r a d a ,  d e m o n s t r a n d o  a  im p o r tâ n c ia  d a  IL -1 0  n e s t a  i m u n o s s u p r e s s á o  in ic ia l 

e n c o n t r a d a  n o s  p a c i e n t e s  c o m  LT A  p r e c o c e  .

D ia n te  d o s  d a d o s  a q u í  e n c o n t r a d o s ,  v e r i f ic o u - s e  q u e  a  i n t e r a ç ã o  C D 4 0 -  

C D 4 0 L  n ã o  é  e s s e n c i a l  p a r a  a  m o d u la ç ã o  d a  r e s p o s t a  im u n e  u t i l iz a n d o  u r n a  

a b o r d a g e m  e x p e r im e n ta l  in  v i tr o  c o m  C M S P  d e  p a c i e n t e s  c o m  a  f o m ia  t e g u m e n t a r  

l o c a l i z a d a  d a  d o e n ç a .  I s to  fo i e v id e n c i a d o  p o r  n ã o  h a v e r  a l t e r a ç ã o  n a  p r o d u ç ã o  d e  

IF N -y , IL-.10, IL -1 2  e  T N F  - a  n o s  s o b r e n a d a n t e s  d a s  c u l tu r a s .  A n a l i s a n d o - s e  o  

p a d r ã o  f e n o t íp ic o  c e lu la r ,  t a m b é m  n ã o  fo r a m  c o n s t a t a d a s  a l t e r a ç õ e s  s ig n i f ic a t iv a s  

n a s  p o p u l a ç õ e s  c e lu l a r e s  d e  l in fó c ito s  T  C D 4 ^  e  C D 8^.

P o r  o u t r o  la d o , a  i n t e r a ç ã o  C D 2 8 -B 7  p a r e c e  t e r  u m a  im p o r tâ n c ia  m a is  

p r o n u n c i a d a  n e s t a  a b o r d a g e m  in v i tr o  d a  l e i s h m a n i o s e  c u t â n e a  lo c a l i z a d a .  

Q u a n d o  e s t a  v ia  fo i b l o q u e a d a  p e la  u t i l iz a ç ã o  d e  C T L A 4  Ig  h o u v e  u m a  d im in u iç ã o  

d a s  c i to c in a s  IF N -y , IL -1 0 , IL -1 2  e  T N F - a  n o s  s o b r e n a d a n t e s  d e s t a s  c u l tu r a s .  

P a r t i n d o - s e  p a r a  a  a n á l i s e  f e n o t íp ic a  d e s t a s  c é lu l a s ,  v e r i f ic o u - s e  n ã o  h a v e r  

a l t e r a ç ã o  n o  p a d r ã o  f e n o t íp ic o  d e  c é lu l a s  T  C D 4 *  e  C D 8^. B u s c a n d o  u m a  m e lh o r  

c o m p r e e n s ã o  d e s t e  m e c a n i s m o  im u n o m o d u la tó r io  a t r ib u íd o  à  v ia  C D 2 8 -B 7 , 

v e r i f i c o u - s e  e lu c id a r  a  p r o d u ç ã o  d o  T G F - p  , j á  q u e  e s t a  c i to c in a  e s t á  e n v o lv id a  

n u m  a u m e n t o  d e  r e p l i c a ç ã o  d e  L  b r a z i l i e n s i s  e m  c u l tu r a  d e  m a c r ó f a g o s  h u m a n o s  

(B A R R A L  e t  a l , 1 9 9 5 c )  e  s u a  n e u t r a l i z a ç ã o  c a u s a  u m  a u m e n t o  d e  I F N - ^ n o  

c a l a z a r  m u r in o  ( G O M E S  e t  a l, 2 0 0 0 ) .  Q u a n d o  C T L A 4  Ig fo i u t i l iz a d o  n a s  c u l tu r a s  

d e  C M S P  d e  p a c i e n t e s ,  v e r i f ic o u - s e  u m  a u m e n t o  d a  p r o d u ç ã o  d e s t a  c i to c in a  

n a q u e l e s  s o b r e n a d a n t e s  c o m  p r o d u ç ã o  d e  T G F - p  d e t e c t á v e l .  P o r é m ,  c o m o  já  

fo i c i t a d o  a n t e r io r m e n te ,  e s t e s  d a d o s  p r e c i s a m  s e r  a m p l i a d o s  e m  n ú m e r o  p a r a  

u m a  m e lh o r  c o n s i s t ê n c i a  d o s  r e s u l t a d o s .

A  r e s p o s t a  o b s e r v a d a  e m  n o s s o  e s t u d o  s u g e r e  q u e  a  i n t e r a ç ã o  C D 2 8 - B 7  é  

e s s e n c i a l  p a r a  a  p r o d u ç ã o  d e  d i f e r e n t e s  c i to c in a s ,  p r in c ip a lm e n te  p o r  C M S P  d e  

p a c i e n t e s  c o m  l e i s h m a n io s e  t e g u m e n t a r  a p r e s e n t a n d o  l e s õ e s  c o m  d u r a ç ã o  

in fe r io r  a  s e s s e n t a  d i a s .  P o r  o u t r o  la d o , n ã o  s e  v e r if ic o u  im u n o m o d u la ç ã o  in  v i tr o  

q u a n d o  a v a l io u - s e  C M S P  d e  p a c i e n t e s  c o m  t e m p o  d e  l e s ã o  s u p e r i o r  a  s e s s e n t a  

d i a s .
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1 . A  in t e r a ç ã o  C D  4 0  -  C D 4 0 L  n ã o  t e v e  p a p e l  e s s e n c i a l  n a  m o d u l a ç ã o  d a s  

c i t o c in a s  IF N -y  , IL -1 0  e  T N F - a  p o r  C M S P  d e  p a c i e n t e s  c o m  l e i s h m a n i o s e  

c u t â n e a  lo c a l iz a d a .

2 .  A  i n t e r a ç ã o  C D 2 8 -B 7  é  im p o r ta n te  n e s t e  m o d e lo  in  v i tr o  d e  l e i s h m a n i o s e  

t e g u m e n t a r ,  t e n d o  s e u  b to q u e io  m o d u la d o  a  p r o d u ç ã o  d a s  c i t o c in a s  IF N -^ , 

T N F - a , IL -1 0  e  IL -1 2  d e  u m a  f o rm a  m a is  s ig n if ic a t iv a  n o  g r u p o  d e  p a c i e n t e s  

c o m  m e n o s  d e  s e s s e n t a  d ia s  d e  l e s ã o .

3 . N ã o  h o u v e  a l t e r a ç ã o  n a  a t i v a ç ã o  d e  c é lu l a s  CD4"^ e  C D 8 ^ q u a n d o  a s  

i n t e r a ç õ e s  C D 2 8 -B 7  e  C D 4 0 -C D 4 0 L  fo ra m  b l o q u e a d a s .

8  C O N C L U S Õ E S
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A J D A R Y , S . ;  A L IM O H A M M A D IA N , M .H .; E S L A M I, M .B .; K E M P , K .; K H A R A Z M I, A . 

C o m p a r i s o n  o f  t h e  im m u n e  p ro f ile  o f  n o n h e a l in g  c u t a n e o u s  L e i s h m a n ia s i s  p a t i e n t s  

w ith  t h o s e  w ith  a c t i v e  l e s i o n s  a n d  t h o s e  w h o  h a v e  r e c o v e r e d  f ro m  in fe c tio n . I n f e c t  

I m m u n ,  6 8 : 1 7 6 0 - 1 7 6 4 ,  2 0 0 0 .

9  R E F E R E N C IA S

A K U F F O , H .; S C H U R R , E .;  A N D E R S S O N , G .; Y A M A N E B E R H A N , T .; B R IT T O N , 

S .  R e s p o n s i v e n e s s  in d i f f u s e  v e r s u s  lo c a l  c u t a n e o u s  l e i s h m a n ia s i s  is  d u e  to  

p a r a s i t e  d i f f e r e n c e s .  S c a n d  J  I m m u n o l ,  2 6 :7 1 7 - 7 2 1 ,  1 9 8 7 .

A L E G R E , M .L .; N O E L , P . J . ;  E I S F E L D E R , B .J .;  C H U A N G , E .;  C L A R K , M .R .; 

R E IN E R , S .L .;  T H O M P S O N , C .B . R e g u la t io n  o f  s u r f a c e  a n d  in tra c e l lu la r  

e x p r e s s i o n  o f  C T L A 4  o n  m o u s e  T  c e l l s .  J  I m m u n o l ,  1 5 7 : 4 7 6 2 - 4 7 7 0 ,1 9 9 6 .

A N D R A D E , Z A . \  R E E D , S .G . ;  R O T E R S , S . B . ; S A D IG U R S K Y , M . 

I m m u n o p a th o lo g y  o f  e x p e r i m e n t a l  c u t a n e o u s  l e i s h m a n ia s i s .  A m  J  P a t h o l ,  

1 1 4 :1 3 7 - 1 4 8 ,  1 9 8 4 .

B A C E L L A R , 0 . ; L E S S A ,  H .;S C H R I E F E R , A .;M A C H A D O , P .;R IB E IR O  D E  J E S U S ,  

A .;D U T R A , W . 0 . ; G 0 L L 0 B ,  K . J .;C A R V A L H O , E . M . U p - re g u la t io n  o f  T h i - t y p e  

r e s p o n s e s  in m u c o s a l  l e i s h m a n i a s i s  p a t i e n t s .  I n f e c t  I m m u n ,  7 0 :6 7 3 4 - 4 0 ,  2 0 0 2

B A D A R O , R ; J O N E S ,  T .C . ;  C A R V A L H O , E .M .; S A M P A IO , D .; R E E D , S .G . ;  

B A R R A L , A .; T E IX E IR A , R .; J O H N S O N , W .D ., J R .  N e w  p e r s p e c t i v e s  o n  a  

s u b c l in ic a l  f o rm  o f  v i s c e r a l  l e i s h m a n ia s i s .  J  I n f e c t  D is ,  1 5 4 :1 0 0 3 - 1 0 1 1 ,1 9 8 6 .
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B A R R A L , A .; B A R R A L -N E T T O , M .; A L M E ID A , R .; D E  J E S U S ,  A .R .;  G R IM A L D I 

J U N I O R , G .;  N E T T O , E .M .; S A N T O S , I.; B A C E L L A R , O .; C A R V A L H O , E .M . 

L y m p h  a d e n o p a t h y  a s s o c i a t e d  w ith  L e i s h m a n i a  b r a z i l i e n s i s  c u t a n e o u s  In fe c tio n . 

A m  J  T r o p  M e d  H y g , 4 7 :5 8 7 - 5 9 2 ,  1 9 9 2 .

B A R R A L , A .; B A R R A L -N E T T O , M .; Y O N G , E .G .; B R O W N E L L , G .E .;  T W A R D Z IK , 

D .R .;  R E E D , S .G .  T r a n s f o r m in g  g ro w th  f a c to r  b e t a  a s  a  v ir u le n c e  m e c h a n i s m  fo r  

L e i s h m a n i a  b r a z i l i e n s i s .  P r o c  N a t l  A c a d  S c i  U S A ,  9 0 : 3 4 4 2 - 3 4 4 6 ,1 9 9 3 .

B A R R A L , A .; C O S T A , J .M .;  B IT T E N C O U R T , A .L .; B A R R A L -N E T T O , M .; 

C A R V A L H O , E .M . P o la r  a n d  s u b p o l a r  d i f fu s e  c u t a n e o u s  l e i s h m a n ia s i s  in B raz il: 

c l in ic a l  a n d  im m u n o p a th o lo g ic  a s p e c t s .  I n t  J  D e r m a to l ,  3 4 : 4 7 4 - 4 7 9 , 1 9 9 5 a .

B A R R A L , A .; G U E R R E IR O , J . ;  B O M F IM , G .; C O R R E IA , D .; B A R R A L -N E T T O , M .; 

C A R V A L H O , E .M . L y m p h a d e n o p a th y  a s  t h e  f irs t  s ig n  o f  h u m a n  c u t a n e o u s  

in fe c t io n  b y  L e i s h m a n i a  b r a z i l i e n s i s .  A m  J  T r o p  M e d  H y g , 5 3 :2 5 6 - 2 5 9 ,  1 9 9 5 b .

B A R R A L , A .; T E IX E IR A , M .; R E IS , P .; V IN H A S , V .; C O S T A , J . ;  L E S S A , H .; 

B IT T E N C O U R T , A . L .; R E E D , S . ;  C A R V A L H O . E . M .; B A R R A L -N E T T O , M. 

T r a n s f o r m in g  g r o w th  f a c t o r - b e t a  in h u m a n  c u t a n e o u s  l e i s h m a n ia s i s .  A m  J  

P a t h o l , 1 4 7 : 9 4 7 - 5 4 ,  1 9 9 5 c
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B A R R A L -N E T T O , M .; C A R V A L H O , E .M . L e i s h m a n ia s i s  in B a h ia ,  B raz il: e v id e n c e  

t h a t  L e i s h m a n i a  a m a z o n e n s i s  p r o d u c e s  a  w id e  s p e c t r u m  o f  c lin ic a l d i s e a s e .  A m  J  

T r o p  M e d  H y g , 4 4 .5 3 6 - 5 4 6 ,  1 9 9 1 .

B A R R A L -N E T T O , M .; B A R R A L , A .; B R O W N E L L , C .E .;  S K E IK Y , Y .A .; 

E L L IN G S W O R T H , L .R .; T W A R D Z IK , D .R .;  R E E D , S .G .  T r a n s f o n n in g  g ro w th  

f a c to r - b e t a  In le i s h m a n ia l  in fe c t io n ;  a  p a r a s i t e  e s c a p e  m e c h a n i s m .  S c i e n c e ,  

2 5 7 : 5 4 5 - 5 4 8 ,1 9 9 2 .

B A R R A L -N E T T O , M .; D A  S IL V A , J .S . ;  B A R R A L , A .; R E E D , S .  U p - re g u la t io n  o f  T  

h e lp e r  2  a n d  d o w n - r e g u la t io n  o f  T  h e l p e r  1 c y to k in e s  d u r in g  m u r in e  r e tro v iru s -  

in d u c e d  im m u n o d e f ic ie n c y  s y n d r o m e  e n h a n c e s  s u s c e p t ib i l i ty  o f  a  r e s i s t a n t  m o u s e  

s t r a in  to  L e i s h m a n i a  a m a z o n e n s i s .  A m  J  P a t h o l ,  1 4 6 :6 3 5 - 6 4 2 ,  1 9 9 5 .

B A R R A L -N E T T O , M .; D E  F R E IT A S , L .A .; A N D R A D E , Z .A . H is to p a th o lo g ic  

c h a n g e s  i n d u c e d  b y  v a c c in a t io n  in e x p e r i m e n t a l  c u t a n e o u s  l e i s h m a n ia s i s  o f  

B A L B /c  m ic e .  A m  J  P a t h o l ,  1 2 7 :2 7 1 - 2 7 8 ,  1 9 8 7 .

B IR K L A N D , T .P . ;  S Y P E K , J . P . ; W Y L E R , D .J .  S o lu b le  T N F  a n d  m e m b r a n e  T N F  

e x p r e s s e d  o n  C D 4 +  T  ly m p h o c y te s  d if fe r  in t h e i r  a b ility  to  a c t i v a t e  m a c r o p h a g e  

a n t i l e i s h m a n ia l  d e f e n s e .  J  L e u k o c  B io l ,  5 1 :2 9 6 - 2 9 9 ,  1 9 9 2 .

B IT T E N C O U R T , A .L .; C O S T A , J .M .;  C A R V A L H O , E .M .; B A R R A L , A . 

L e i s h m a n ia s i s  r e c id iv a  c u t i s  in A m e r ic a n  c u t a n e o u s  l e i s h m a n ia s i s .  I n t  J  D e r m a to l ,  

3 2 :8 0 2 - 8 0 5 ,  1 9 9 3 .
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B IT T E N C O U R T , A .L .; S O D R E ,  A .; A N D R A D E , Z .A . [D e te c t io n  o f  c irc u la t in g  

a n t ib o d ie s  b y  t h e  i m m u n o f l u o r e s c e n c e  m e th o d  in c u t a n e o u s  l e i s h m a n ia s i s ] .  R e v  

I n s t  M e d  T r o p  S a o  P a u l o ,  1 0 :2 4 7 - 2 5 2 ,  1 9 6 8 .

B O M F IM , G -: N A S C IM E N T O , C .;  C O S T A , J . ;  C A R V A L H O , E . M .; B A R R A L - 

N E T T O , M .; B A R R A L , A . V a r ia t io n  o f  c y to k in e  p a t t e r n s  r e l a t e d  to  t h e r a p e u t i c  

r e s p o n s e  in d i f f u s e  c u t a n e o u s  l e i s h m a n i a s i s .  E x p  P a r a s i t o l ,  8 4 :1 8 8 - 9 4 ,1 9 9 6

B R O D S K Y N , C .I .;  D E K R E Y , O .K .; T IT U S , R .G . In f lu e n c e  o f  c o s t im u la to r y  

m o le c u le s  o n  im m u n e  r e s p o n s e  to  L e i s h m a n i a  m a j o r  b y  h u m a n  c e l ls  in  v i tro . I n f e c t  

I m m u n ,  6 9 :6 6 5 - 6 7 2 ,  2 0 0 1 .

B R U N E T , J .F . ;  D E N IZ O T , F .;  L U C IA N I, M .F .;  R O U X -D O S S E T O , M .; S U Z A N , M .; 

M A T T E I, M .G .; G O L S T E IN , P .  A  n e w  m e m b e r  o f  t h e  im m u n o g lo b u l in  s u p e r f a m ily -  

C T L A ^ .  N a t u r e ,  3 2 8 : 2 6 7 - 2 7 0 ,1 9 8 7 .

B R Y C E S O N , A .D . D if fu s e  c u t a n e o u s  l e i s h m a n i a s i s  in E th io p ia .  I. T h e  c lin ic a l a n d  

h is to lo g ic a l  f e a t u r e s  o f  t h e  d i s e a s e .  T r a n s  R  S e e  T r o p  M e d  H y g , 8 3 :7 0 8 - 7 3 7 ,  

1 9 6 9 .

C A M P B E L L , K .A .; O V E N D A L E , P . J . ;  K E N N E D Y , M .K .; F A N S L O W , W .C .;  R E E D , 

S .G . ;  M A L IS Z E W S K I, C .R .  C D 4 0  l ig a n d  is  r e q u i r e d  f o r  p r o te c t iv e  c e l l - m e d ia te d  

im m u n ity  to  L e i s h m a n ia  m a jo r .  I m m u n i ty ,  4 :2 8 3 - 2 8 9 ,  1 9 9 6 .
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C A R V A L H O , E .M .; B A D A R O , R .; R E E D , S .G . ;  J O N E S ,  T .C .;  J O H N S O N , W .D ., 

J R .  A b s e n c e  o f  g a m m a  in te r f e ro n  a n d  in te r le u k in  2  p r o d u c t io n  d u r in g  a c t iv e  

v i s c e r a l  l e i s h m a n ia s i s .  J  C l in  I n v e s t ;  7 6 :2 0 6 6 - 2 0 6 9 ,  1 9 8 5 .

C A R V A L H O , E .M .; B A R R A L , A .; C O S T A , J .M .;  B IT T E N C O U R T , A .; M A R S D E N , P . 

C lin ic a l a n d  im m u n o p a th o lo g ic a l  a s p e c t s  o f  d i s s e m i n a t e d  c u t a n e o u s  l e i s h m a n ia s i s .  

A c t a T r o p ,  5 6 :3 1 5 - 3 2 5 ,  1 9 9 4 .

C A R V A L H O , E .M .; C O R R E IA  F IL H O , D .; B A C E L L A R , O .;  A L M E ID A , R .P . ;

L E S S A , H .; R O C H A , H . C h a r a c te r i z a t io n  o f  t h e  im m u n e  r e s p o n s e  in s u b j e c t s  w ith  

S E L F -H E A L IN G  C U T A N E O U S  L E IS H M A N IA S IS . A M  J  T R O P  M E D  H Y G , 5 3 :2 7 3 -  

2 7 7 ,  1 9 9 5 .

C A S T E S ,  M .; A G N E L L I, A .; R O N D O N , A .J .  M e c h a n i s m s  a s s o c i a t e d  w ith  

im m u n o r e g u la t io n  in h u m a n  A m e r ic a n  c u t a n e o u s  l e i s h m a n ia s i s .  C l in  E x p  

I m m u n o l ,  5 7 :2 7 9 - 2 8 6 ,  1 9 8 4 .

C A S T E S ,  M .; A G N E L L I, A .; V E R D E , O . ; R O N D O N , A .J .  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  

c e l lu la r  im m u n e  r e s p o n s e  in A m e r ic a n  c u t a n e o u s  l e i s h m a n ia s i s .  C l in  I m m u n o l  

I m m u n o p a t h o l ,  2 7 :1 7 6 - 1 8 6 ,  1 9 8 3 .

C O N V IT , J . ;  P IN A R D I, M .E .; R O N D O N , A .J .  D if fu s e  c u t a n e o u s  l e i s h m a n ia s i s :  a  

d i s e a s e  d u e  to  a n  im m u n o lo g ic a l  d e f e c t  o f  t h e  h o s t .  T r a n s  R  S e e  T r o p  M e d  H y g , 

6 6 :6 0 3 - 6 1 0 ,  1 9 7 2 .
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C O R R Y , D .B .; R E IN E R , S .L .;  L IN S L E Y , P .S . ;  L O C K S L E Y , R .M . D if fe re n tia l  e f f e c t s  

o f  b lo c k a d e  o f  C D 2 8 -B 7  o n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  T h 1  o r  T h 2  e f f e c to r  c e l l s  in 

e x p e r im e n ta l  l e i s h m a n ia s i s .  J  I m m u n o l ,  1 5 3 : 4 1 4 2 - 4 1 4 8 ,  1 9 9 4 .

C O S T A , J .M .;  M A R S D E N , P .D .;  L L A N O S -C U E N T A S , E .A .; N E T T O , E .M .; 

C A R V A L H O , E .M .; B A R R A L , A .; R O S A , A .C .;  C U B A , C .C .;  M A G A L H A E S , A . V . ; 

B A R R E T O , A .C . D i s s e m in a t e d  c u t a n e o u s  l e i s h m a n i a s i s  in a  f ie ld  c lin ic  in B a h ia ,  

B raz il; a  r e p o r t  o f  e ig h t  c a s e s .  J  T r o p  M e d  H y g , 8 9 : 3 1 9 - 3 2 3 , 1 9 8 6 .

D A -C R U Z , A . M .; D E  O L IV E IR A . M . P .;  D E  L U C A , P .  M .; M E N D O N C A , S .  C .; 

C O U T IN H O , S .  G . T u m o r  n e c r o s i s  f a c to r - a lp h a  in h u m a n  a m e r i c a n  t e g u m e n t a r y  

l e i s h m a n ia s i s .  M e m  I n s t O s w a l d o  C r u z ,  9 1 :2 2 5 - 2 2 9 ,  1 9 9 6 .

D A R IA V A C H , P .;  M A T T E I, M .G .; G O L S T E IN , P . ;  L E F R A N C , M .P . H u m a n  Ig 

s u p e r f a m i ly  C T L A -4  g e n e :  c h r o m o s o m a l  lo c a l iz a t io n  a n d  id e n ti ty  o f  p ro te in  

s e q u e n c e  b e t w e e n  m u r in e  a n d  h u m a n  C T L A -4  c y to p la s m ic  d o m a in s .  E u r  J  

I m m u n o l ,  1 8 : 1 9 0 1 - 1 9 0 5 ,1 9 8 8 .

D IE F E N B A C H , A .; S C H IN D L E R , H .; D O N H A U S E R , N .; L O R E N Z , E .;  L A S K A Y , T .; 

M A C M IC K IN G , J . ;  R O L L IN G H O F F , M .; G R E S S E R ,  I.; B O G D A N , C . T y p e  1 

in te r f e ro n  ( I F N a lp h a /b e ta )  a n d  ty p e  2  n itr ic  o x id e  s y n t h a s e  r e g u la t e  t h e  in n a te  

im m u n e  r e s p o n s e  to  a  p r o to z o a n  p a r a s i t e .  I m m u n i ty ,  8 : 7 7 - 8 7 ,1 9 9 8 .

D U JA R D IN , J .C . ;  L L A N O S -C U E N T A S , A .; C A C E R E S , A .; A R A N A , M .;

D U JA R D IN , J . P . ;  G U E R R IN I , F .; G O M E Z , J . ;  A R R O Y O , J . ;  D E  D O N C K E R , S .;  

J A C Q U E T , D . M o le c u la r  k a r y o ty p e  v a r ia t io n  in  L e i s h m a n i a  ( V ia n n ia )  p e r u v i a n a :
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in d ic a t io n  o f  g e o g r a p h i c a l  p o p u la t io n s  in P e r u  d is t r ib u te d  a lo n g  a  n o r th - s o u th  d i n e .  

A n n  T r o p  M e d  P a r a s i t o l ,  8 7 : 3 3 5 - 3 4 7 ,1 9 9 3 .

E L L O S O , M .M .; S C O T T , P .  E x p r e s s io n  a n d  c o n tr ib u t io n  o f  B 7 -1  (C D 8 0 )  a n d  B 7 -2  

(C D 8 6 ) in  t h e  e a r ly  in fim u n e  r e s p o n s e  to  L e is h m a n ia  m a jo r  in fe c tio n . J  I m m u n o l ,  

1 6 2 :6 7 0 8 - 6 7 1 5 ,  1 9 9 9 .

F E R L IN , W .G .;  V O N  D E R  W E ID , T .; C O T T R E Z , F .; F E R R IC K , D .A .; C O F F M A N . 

R . L . ; H O W A R D , M .C . T h e  in d u c t io n  o f  a  p r o te c t iv e  r e s p o n s e  in  L e i s h m a n i a  m a jo r -  

i n f e c t e d  B A L B /c  m ic e  w ith  a n t i - C D 4 0  m A b . E u r  J  I m m u n o l ,  2 8 : 5 2 5 - 5 3 1 ,1 9 9 8 .

F O Y , T .M .; A R U F F O , A .; B A JO R A T H , J . ;  B U H L M A N N , J .E . ;  N O E L L E , R .J .  

I m m u n e  r e g u la t io n  b y  C D 4 0  a n d  its  l ig a n d  G P 3 9 .  A n n u  R e v  I m m u n o l ,  1 4 :5 9 1 -  

6 1 7 ,  1 9 9 6 .

G A S P A R I ,  A .A .; J E N K IN S , M .K .; K A T Z , S .l .  C l a s s  II M H C -b e a r in g  k e r a t i n o c y t e s  

i n d u c e  a n t ig e n - s p e c i f i c  u n r e s p o n s i v e n e s s  in h a p te n - s p e c i f i c  T h 1  c l o n e s .  J  

I m m u n o l ,  1 4 1 :2 2 1 6 - 2 2 2 0 ,  1 9 8 8 .

G O M E S , N .A .; B A R R E T O -D E -S O U Z A , V .; W IL S O N , M .E .; D O S R E I S ,  G .A . 

U n r e s p o n s i v e  C D 4 +  T  ly m p h o c y te s  f ro m  L e i s h m a n i a  c h a g a s i - i n í e d e d  m ic e  

i n c r e a s e  c y to k in e  p r o d u c t io n  a n d  m e d ia t e  p a r a s i t e  killing a f t e r  b lo c k a d e  o f  B 7 -  

1 /C T L A -4  m o le c u la r  p a th w a y .  J  I n f e c t  D Is , 1 7 8 : 1 8 4 7 - 1 8 5 1 ,1 9 9 8 .
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G O M E S , N .A .; G A T T A S S , C .R .;  B A R R E T O -D E -S O U Z A . V .; W IL S O N , M .E . ; 

D O S R E I S ,  G .A . T G F - b e t a  m e d i a t e s  C T L A -4  s u p p r e s s i o n  o f  c e l lu la r  im m u n ity  in 

m u r in e  k a l a a z a r .  J  I m m u n o l ,  1 6 4 : 2 0 0 1 - 2 0 0 8 ,2 0 0 0 .

G R E E N F IE L D , E .A .; H O W A R D , E .;  P A R A D IS . T .;  N G U Y E N , K .; B E N A Z Z O , F .; 

M C L E A N , P . ;  H O L L S B E R G , P . ;  D A V IS , G .; H A F L E R , D .A .; S H A R P E , A .H .; 

F R E E M A N , G .J . ;  K U C H R O O , V .K . B 7 .2  e x p r e s s e d  b y  T  c e l l s  d o e s  n o t  in d u c e  

C D 2 8 - m e d ia t e d  c o s t im u la to r y  a c tiv ity  b u t  r e t a i n s  C T L A 4  b in d in g :  im p l ic a t io n s  f o r  

in d u c t io n  o f  a n t i tu m o r  im m u n ity  to  T  c e ll t u m o r s .  J  I m m u n o l ,  1 5 8 :2 0 2 5 - 2 0 3 4 ,  

1 9 9 7 .

G R IM A L D I, G . [ C u t a n e o u s  l e i s h m a n ia s i s :  c lin ic a l a n d  im m u n o p a th o to g ic a l  

a s p e c t s ] .  M e m  I n s t O s w a l d o  C r u z ,  7 7 :1 9 5 - 2 1 5 ,  1 9 8 2 .

G R IM A L D I, G .; T E S H , R .B .;  M C M A H O N -P R A T T , D . A  re v ie w  o f  t h e  g e o g r a p h i c  

d is t r ib u t io n  a n d  e p id e m io lo g y  o f  le i s h m a n ia s i s  in t h e  N e w  W o rld . A m  J  T r o p  M e d  

H y g , 4 1 : 6 8 7 - 7 2 5 . ,  1 9 8 9 .

G R O S S ,  J .A .;  C A L L A S , E .;  A L L IS O N , J . P .  Id e n tif ic a tio n  a n d  d is tr ib u tio n  o f  t h e  

c o s t im u la to r y  r e c e p t o r  C D 2 8  in t h e  m o u s e .  J  I m m u n o l ,  1 4 9 : 3 8 0 - 3 8 8 ,1 9 9 2 .

G U E N O U N , F .Z .;  D O U K A N , S .;  B O U R E E , P .;  V IE IL L E F O N D , A . [A d i f f u s e  a n d  

p e r s i s t e n t  s k in  e r u p t io n  in a n  i m m u n o s u p p r e s s e d  p a t ie n t ] .  A n n  P a t h o l ,  1 0 :3 6 5 -  

3 6 6 ,  1 9 9 0 .
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H A R P E R , K .; B A L Z A N O , C .;  R O U V IE R , E .;  M A T T E I, M .G .; L U C IA N I, M . F . ; 

G O L S T E IN , P .  C T L A -4  a n d  C D 2 8  a c t iv a t e d  ly m p h o c y te  m o le c u le s  a r e  c lo s e ly  

r e l a t e d  in  b o th  m o u s e  a n d  h u m a n  a s  to  s e q u e n c e ,  m e s s a g e  e x p r e s s io n ,  g e n e  

s t m c t u r e ,  a n d  c h r o m o s o m a l  lo c a t io n .  J  I m m u n o l ,  1 4 7 : 1 0 3 7 - 1 0 4 4 ,1 9 9 1 .

H E IN Z E L , P .P . ;  R E R K O , R .M .; H U J E R , A .M . U n d e r p r o d u c t io n  o f  in te r le u k in -1 2  in 

s u s c e p t i b l e  m ic e  d u r in g  p r o g r e s s i v e  l e i s h m a n ia s i s  is d u e  to  d e c r e a s e d  C D 4 0  

a c tiv ity . C e l l  I m m u n o l ,  1 8 4 :1 2 9 - 1 4 2 ,  1 9 9 8 .

H O W A R D , J .G . ;  H A L E , C .;  L IE W , F .Y . I m m u n o lo g ic a l  r e g u la t io n  o f  e x p e r im e n ta l  

c u t a n e o u s  l e i s h m a n ia s i s .  Ml. N a tu r e  a n d  s ig n i f i c a n c e  o f  s p e c i f ic  s u p p r e s s i o n  o f  

c e l l - m e d ia t e d  im m u n ity  in m ic e  h ig h ly  s u s c e p t i b l e  to  L e i s h m a n i a  tr o p ic a .  J  E x p  

M e d , 1 5 2 :5 9 4 - 6 0 7 ,  1 9 8 0 .

J A C O B S .  T .; G R A E F E , S .E . ;  N IK N A F S , S . ;  G A W O R S K I, I.; F L E IS C H E R , B. 

M u r in e  m a la r i a  is  e x a c e r b a t e d  b y  C T L A -4  b lo c k a d e .  J  I m m u n o l ,  1 6 9 :2 3 2 3 - 2 3 2 9 ,  

2002.

J O N E S - C A R S O N , J . ;  V A Z Q U E Z -T O R R E S , A .; V A N  D E R  H E Y D E , H .C .; 

W A R N E R , T .;  W A G N E R , R .D . ; B A L IS H , E . G a m m a  d e l t a  T  c e l l - in d u c e d  n itric  

o x id e  p r o d u c t io n  e n h a n c e s  r e s i s t a n c e  to  m u c o s a l  c a n d id ia s i s .  N a t  M e d , 1 :5 5 2 -  

5 5 7 ,  1 9 9 5 .

J U N E , C .H .;  B L U E S T O N E , J .A .;  N A D L E R , L .M .; T H O M P S O N , C .B . T h e  B 7  a n d  

C D 2 8  r e c e p t o r  f a m il ie s .  I m m u n o l  T o d a y ,  1 5 .3 2 1 - 3 3 1 ,1 9 9 4 .
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K E H R Y , M .R . C D 4 0 - m e d ia t e d  s ig n a l in g  in B  c e l ls .  B a la n c in g  c e ll  s u rv iv a l ,  g ro w th , 

a n d  d e a t h .  J  I m m u n o l ,  1 5 6 : 2 3 4 5 - 2 3 4 8 ,1 9 9 6 .

L A IN S O N , R .;  R Y A N , L ;  S H A W , J . J .  In fe c t iv e  s t a g e s  o f  L e i s h m a n i a  in t h e  s a n d f ly  

v e c t o r  a n d  s o m e  o b s e r v a t i o n s  o n  t h e  m e c h a n i s m  o f  t r a n s m is s io n .  M e m  I n s t  

O s w a l d o  C r u z ,  8 2 .4 2 1 - 4 2 4 ,  1 9 8 7 .

L IN D S T E N , T .;  L E E , K .P .;  H A R R IS , E .S . ;  P E T R Y N IA K , S .;  C R A IG H E A D , N .; 

R E Y N O L D S , P . J . ;  L O M B A R D , D .B .;  F R E E M A N , G .J . ;  N A D L E R , L .M .; G R A Y , G .S .  

C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  C T L A -4  s t r u c t u r e  a n d  e x p r e s s i o n  o n  h u m a n  T  c e lls .  J  

I m m u n o l ,  1 5 1 :3 4 8 9 - 3 4 9 9 ,  1 9 9 3 .

L IN S L E Y , P .S . ;  B R A D Y , W .;  U R N E S , M .; G R O S M A IR E , L .S .;  D A M L E , N .K .; 

L E D B E T T E R , J .A . C T L A -4  is  a  s e c o n d  r e c e p t o r  f o r  t h e  B c e ll  a c t iv a t io n  a n t ig e n  

B 7 . J  E x p  M e d , 1 7 4 :5 6 1 - 5 6 9 ,  1 9 9 1 .

L IN S L E Y , P .S . ;  G R E E N E , J .L . ;  B R A D Y , W .; B A J O R A T H , J . ;  L E D B E T T E R , J .A .;  

P E A C H , R . H u m a n  B 7 -1  ( C D 8 0 )  a n d  B 7 -2  (C D 86 ) b in d  w ith  s im ila r  a v id i t ie s  b u t  

d i s t in c t  k in e t ic s  to  C D 2 8  a n d  C T L A -4  r e c e p t o r s .  I m m u n i ty ,  1 :7 9 3 - 8 0 1 ,  1 9 9 4 .

M A R S D E N , P .D . M u c o s a l  l e i s h m a n i a s i s  ( " e s p u n d ia "  E s c o m e l ,  1 9 1 1 ) . T r a n s  R  S o c  

T r o p  M e d  H y g , 8 0 :8 5 9 - 8 7 6 ,  1 9 8 6 .
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M A U E L , J . ;  B E H IN , R .; L O U IS , J .  L e i s h m a n i a  e n r ie t t i i :  im m u n e  in d u c t io n  o f  

m a c r o p h a g e  a c t iv a t io n  in a n  e x p e r im e n ta l  m o d e l  o f  im m u n o p r o p h y la x is  in t h e  

m o u s e .  E x p  P a r a s i t o l ,  5 2 : 3 3 1 - 3 4 5 ,1 9 8 1 .

M E L B Y , P .C . ;  A N D R A D E -N A R V A E Z , F .; D A R N E L L , B .J . ;  V A L E N C IA -P A C H E C O , 

G . In s i tu  e x p r e s s i o n  o f  in te r le u k in -1 0  a n d  in te r le u k in -1 2  in a c t iv e  h u m a n  

c u t a n e o u s  l e i s h m a n ia s i s .  F E M S  I m m u n o l  M e d  M i c r o b i o l  1 5 : 1 0 1 - 1 0 7 ,1 9 9 6 .

M E L B Y , P .C .;  A N D R A D E -N A R V A E Z , F .J . ;  D A R N E L L , B .J . ;  V A L E N C IA - 

P A C H E C O , G .;  T R Y O N , V .V .; P A L O M O -C E T IN A , A . I n c r e a s e d  e x p r e s s i o n  o f  

p ro in f la m m a to r y  c y to k in e s  in c h r o n ic  l e s i o n s  o f  h u m a n  c u t a n e o u s  l e i s h m a n ia s i s .  

I n f e c t  I m m u n ,  6 2 : 8 3 7 - 8 4 2 ,1 9 9 4 .

M O S M A N N , T .R .;  C O F F M A N , R .L . T H 1  a n d  T H 2  c e l l s :  d i f f e r e n t  p a t t e m s  o f  

ly m p h o k in e  s e c r e t i o n  l e a d  to  d i f f e r e n t  f u n c t io n a l  p r o p e r t i e s .  A n n u  R e v  I m m u n o l ,  

7 :1 4 5 - 1 7 3 ,  1 9 8 9 .

M O S S E R , D .M . R e c e p t o r s  o n  p h a g o c y t ic  c e l l s  in v o lv e d  in m ic ro b ia l  r e c o g n i t io n .  

I m m u n o l  S e r ,  6 0 :  9 9 - 1 1 4 ,  1 9 9 4 .

M U R P H Y , M .L .; C O T T E R E L L , S .E . ;  G O R A K , P .M .;  E N G W E R D A , C .R .;  K A Y E , 

P .M . B lo c k a d e  o f  C T L A -4  e n h a n c e s  h o s t  r e s i s t a n c e  to  t h e  in t r a c e l lu la r  p a t h o g e n ,  

L e i s h m a n i a  d o n o v a n i .  J  I m m u n o l ,  1 6 1 : 4 1 5 3 - 4 1 6 0 ,1 9 9 8 .

89



M U R P H Y , M .L .; W IL L E , U .; V IL L E G A S , E .N .;  H U N T E R , C .A .;  F A R R E L L , J . P .  IL- 

1 0  m e d i a t e s  s u s c e p t ib i l i ty  to  L e i s h m a n i a  d o n o v a n i  in f e c t io n . E u r  J  I m m u n o l ,  

3 1 :2 8 4 8 - 2 8 5 6 ,  2 0 0 1 .

M U R R A Y , H .W .; R U B IN , B .Y .; C A R R IE R O , S .;  A C O S T A , A .M . R e v e r s ib le  d e f e c t  

in a n t ig e n - in d u c e d  ly m p h o k in e  a n d  g a m m a - in t e r f e r o n  g e n e r a t i o n  in c u t a n e o u s  

l e i s h m a n i a s i s .  J  I m m u n o l ,  1 3 3 : 2 2 5 0 - 2 2 5 4 ,1 9 8 4 .

M U R R A Y , H .W .; R U B IN . B .Y .; R O T H E R M E L , C .D . K illing o f  in tr a c e l lu la r  

L e i s h m a n i a  d o n o v a n i  b y  l y m p h o k in e - s t im u la te d  h u m a n  m o n o n u c l e a r  p h a g o c y t e s .  

E v id e n c e  t h a t  in te r f e r o n - g a m m a  is  t h e  a c t iv a t in g  ly m p h o k in e .  J  C l in  I n v e s t ;  

7 2 :1 5 0 6 - 1 5 1 0 ,  1 9 8 3 .

N A T H A N , C . N itric  o x id e  a s  a  s e c r e t o r y  p r o d u c t  o f  m a m m a l ia n  c e l l s .  F a s e b  J ,  

6 :3 0 5 1 - 3 0 6 4 ,  1 9 9 2 .

P A D IG E L , U .M .; F A R R E L L , J . P .  C D 4 0 - C D 4 0  L ig a n d  C o s t im u la t io n  Is  N o t  

R e q u i r e d  fo r  In it ia tw n  a n d  M a in t e n a n c e  o f  a  T h i - T y p e  R e s p o n s e  to  L e i s h m a n i a  

m a y o r  In fe c tio n . I n f e c t  I m m u n ,  7 1 : 1 3 8 9 - 1 3 9 5 ,  2 0 0 3 .

P A D IG E L , U . M .; P E R R IN , P .  J . ;  F A R R E L L , J .  P .  T h e  d e v e to p m e n t  o f  a  T h i - t y p e  

r e s p o n s e  a n d  r e s i s t a n c e  to  L e i s h m a n ia  m a jo r  in fe c t io n  in t h e  a b s e n c e  o f  C D 4 0 -  

C D 4 0 L  c o s t im u la t io n .  J  I m m u n o l , 1 0 :5 8 7 4 - 9 ,2 0 0 1 .

90



P A R S O N S ,  K .R .; Y O U N G , J .R . ;  C O L L IN S , B .A .; H O W A R D . C .J .  C a t t le  C T L A -4 , 

C D 2 8  a n d  c h ic k e n  C D 2 8  b in d  C D 86 : M Y P P P Y  Is n o t  c o n s e r v e d  in c a t t l e  C D 2 8 . 

I m m u n o g e n e t i c s ,  4 3 : 3 8 8 - 3 9 1 ,1 9 9 6 .

P IR M E Z , C .;  Y A M A M U R A , M .; U Y E M U R A , K.; P A E S -O L IV E IR A , M .; 

C O N C E IC A O -S IL V A , F .; M O D L IN , R .L . C y to k in e  p a t t e r n s  in t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  

h u m a n  l e i s h m a n i a s i s .  J  C l in  I n v e s t  9 1 : 1 3 9 0 - 1 3 9 5 ,1 9 9 3 .

P IS A , P . ;  G E N N E N E , M .; S O D E R , O .; O T T E N H O F F , T .; H A N S S O N , M .; 

K IE S S L IN G , R . S e r u m  tu m o r  n e c r o s i s  f a c to r  le v e ls  a n d  d i s e a s e  d i s s e m i n a t b n  in 

l e p r o s y  a n d  l e i s h m a n ia s i s .  J  I n f e c t  D Is , 1 6 1 :9 8 8 - 9 9 1 ,  1 9 9 0 .

P O M P E U , M .; F R E IT A S , A .L .; D O S R E I S , G .A .; B A R R A L -N E T T O , M . T -  

ly m p h o c y te s  in e x p e r im e n ta l  L e i s h m a n i a  a m a z o n e n s i s  in fe c tio n : c o m p a r i s o n  

b e t w e e n  im m u n iz e d  a n d  n a iv e  B A L B /c  m ic e .  P a r a s l t o l  R e s ,  7 8 : 1 6 - 2 2 ,1 9 9 2 .

P O M P E U , M .L .; F R E IT A S . L .A .; S A N T O S , M .L .; K H O U R I, M .; B A R R A L -N E T T O , 

M . G r a n u l o c y t e s  in t h e  in f la m m a to ry  p r o c e s s  o f  B A L B /c  m fc e  in f e c te d  b y  

L e i s h m a n i a  a m a z o n e n s i s .  A  q u a n t i ta t iv e  a p p r o a c h .  A c t a  T r o p ,  4 8 : 1 8 5 - 1 9 3 ,  1 9 9 1 .

R E IN E R , S .  L .;L O C K S L E Y , R . M . T h e  r e g u la t io n  o f  im m u n ity  to  L e i s h m a n ia  m a jo r  

A n n u  R e v  I m m u n o l ,  1 3 :1 5 1 - 7 7 ,  1 9 9 5

91



R I B E I R O - D E - J E S U S , A .; A L M E ID A , R .P . ;  L E S S A , H .; B A C E L L A R , O .; 

C A R V A L H O , E .M . C y to k in e  p ro f ile  a n d  p a th o lo g y  in h u m a n  l e i s h m a n ia s i s .  B r a z  J  

M e d  B io l  R e s ,  3 1 : 1 4 3 - 1 4 8 ,1 9 9 8 .

R O C H A , P .N .;  A L M E ID A , R .P . ;  B A C E L L A R , O .;  D E  J E S U S ,  A .R .;  F IL H O , D .C .; 

F IL H O , A .C .;  B A R R A L , A .; C O F F M A N , R .L .; C A R V A L H O , E .M . D o w n - r e g u la t io n  o f  

T h i  ty p e  o f  r e s p o n s e  in e a r ly  h u m a n  A m e r ic a n  c u t a n e o u s  l e i s h m a n ia s i s .  J  I n f e c t  

D is ,  1 8 0 :1 7 3 1 - 1 7 3 4 ,  1 9 9 9 .

R O M A G N A N I, S .  R o le  fo r  C D 3 0  a n t ig e n  in h u m a n  T  h e lp e r  2 - ty p e  r e s p o n s e s .  

G ib a  F o u n d  S y m p ,  1 9 5 :5 5 - 6 2 ;  d i s c u s s io n  6 2 - 5 7 ,  1 9 9 5 .

S A R A V IA , N .G .; V A L D E R R A M A , L.; L A B R A D A , M .; H O L G U IN , A .F .;  N A V A S , C .;  

P A L M A , G .;  W E IG L E , K .A . T h e  r e la t io n s h ip  o f  L e i s h m a n i a  b r a z i l i e n s i s  s u b s p e c i e s  

a n d  im m u n e  r e s p o n s e  to  d i s e a s e  e x p r e s s i o n  in N e w  W o r ld  l e i s h m a n ia s i s .  J  I n f e c t  

D is ,  1 5 9 :7 2 5 - 7 3 5 ,  1 9 8 9 .

S C O T T , P .;  N A T O V IT Z , P .;  C O F F M A N , R .L .; P E A R C E , E .; S H E R , A . 

I m m u n o r e g u la t io n  o f  c u t a n e o u s  l e i s h m a n ia s i s .  T  c e l l  l in e s  t h a t  t r a n s f e r  p r o te c t iv e  

im m u n ity  o r  e x a c e r b a t i o n  b e lo n g  to  d if f e r e n t  T  h e l p e r  s u b s e t s  a n d  r e s p o n d  to  

d i s t in c t  p a r a s i t e  a n t i g e n s .  J  E x p  M e d , 1 6 8 : 1 6 7 5 - 1 6 8 4 ,1 9 8 8 .

S H IR A T O R I, T .; M IY A T A K E , S . ;  O H N O , H .; N A K A S E K O , C .;  IS O N O , K .; 

B O N IF A C IN O , J .S . ;  S A IT O , T . T y r o s in e  p h o s p h o r y la t io n  c o n t r o ls  in te m a l iz a t io n  o f  

C T L A -4  b y  r e g u la t in g  its  in te r a c t io n  w ith  c l a th r in - a s s o c i a t e d  a d a p t o r  c o m p le x  A P -2 . 

I m m u n i ty ,  6 :5 8 3 - 5 8 9 ,  1 9 9 7 .

92



S IL V E IR A , F T . ;  L A IN S O N , R .; S H A W , J . J . ;  B R A G A , R .R .;  IS H IK A W A , E .E .;  

S O U Z A , A .A . [ C u t a n e o u s  l e i s h m a n ia s i s  in A m a z o n ia :  is o la t io n  o í  L e i s h m a n i a  

( V i a n n ia )  l a i n s o n i  U o m  t h e  r o d e n t  A g o u ti  p a c a  ( R o d e n t ia :  D a s y p r o c t id a e ) ,  in t h e  

s t a t e  o f  P a r a ,  B ra z il] . R e v  I n s t  M e d  T r o p  S a o  P a u l o ,  3 3 : 1 8 - 2 2 ,1 9 9 1 .

T H E O D O S , C .M .; P O V IN E L L I, L.; M O L IN A , R .; S H E R R Y , B .; T IT U S , R .G . R o le  o f  

tu m o r  n e c r o s i s  f a c to r  in m a c r o p h a g e  le i s h m a n ic id a l  a c tiv ity  in v itro  a n d  r e s i s t a n c e  

to  c u t a n e o u s  l e i s h m a n i a s i s  in  v i v o .  I n f e c t  I m m u n ,  5 9 : 2 8 3 9 - 2 8 4 2 ,1 9 9 1 .

T IT U S , R .G .;  S H E R R Y , B . ; C E R A M I, A . T u m o r  n e c r o s i s  f a c to r  p la y s  a  p r o te c t iv e  

ro le  in e x p e r i m e n t a l  m u r in e  c u t a n e o u s  le i s h m a n ia s i s .  J  E x p  M e d , 1 7 0 :2 0 9 7 - 2 1 0 4 ,  

1 9 8 9 .

V IL L E G A S , E . N .; W IL L E , U .; C R A IG , L; L IN S L E Y , P .S . ;  R E N N IC K , D .M .;P E A C H , 

R .; H U N T E R , C .A . B lo c k a d e  o f  c o s t im u la t io n  p r e v e n t s  in fe c t io n - in d u c e d  

im m u n o p a th o lo g y  in in te r le u k in - 1 0 - d e f ic ie n t  m ic e .  I n f e c t  I m m u n ,  6 8 :2 8 3 7 - 2 8 4 4 ,  

2000

W A L T O N , B .C .;  IN T E R M IL L , R .W .; H A JD U K , M .E . D if f e r e n c e s  in b io lo g ic a l  

c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h r e e  L e i s h m a n i a  i s o l a t e s  f ro m  p a t i e n t s  w ith  e s p u n d i a .  A m  J  

T r o p  M e d  H y g , 2 6 :8 5 0 - 8 5 5 ,  1 9 7 7 .

W A L U N A S , T .L .; B A K K E R , C .Y .; B L U E S T O N E , J .A . C T L A -4  lig a tio n  b lo c k s  C D 2 8 -  

d e p e n d e n t  T  c e ll  a c t iv a t io n .  J  E x p  M e d , 1 8 3 : 2 5 4 1 - 2 5 5 0 ,1 9 9 6 .

93



W A L U N A S , T .L .; L E N S C H O W , D .J .;  B A K K E R , C .Y .; L IN S L E Y , P .S . ;  F R E E M A N , 

G .J . ;  G R E E N , J .M .;  T H O M P S O N , C . B . ; B L U E S T O N E , J .A . C T L A -4  c a n  fu n c tio n  

a s  a  n e g a t i v e  r e g u la to r  o f  T  c e ll  a c t iv a t io n .  I m m u n i ty ,  1 : 4 0 5 - 4 1 3 ,1 9 9 4 .

W A N G , X .; H U A N G , W .;  M IH A R A , M .; S IN H A , J . ;  D A V ID S O N , A . M e c h a n i s m  o f  

a c t io n  o f  c o m b in e d  s h o r t - t e n n  C T L A 4 lg  a n d  a n t i - C D 4 0  l ig a n d  in m u r in e  s y s t e m ic  

l u p u s  e r y t h e m a t o s u s .  J  I m m u n o l ,  1 6 8 :2 0 4 6 - 2 0 5 3 ,  2 0 0 2 .

W A T E R H O U S E , P .;  P E N N IN G E R , J .M .;  T IM M S , E .;  W A K E H A M , A .; S H A H IN IA N , 

A .; L E E , K .P .;  T H O M P S O N , C .B .;  G R I E S S E R ,  H . ; M A K , T .W . L y m p h o p ro l i f e ra t iv e  

d i s o r d e r s  w ith  e a r l y  le th a l i ty  in m ic e  d e f ic ie n t  in  C tla -4 . S c i e n c e ,  2 7 0 :9 8 5 - 9 8 8 ,  

1 9 9 5 .

W E I S E R , W .Y .: V A N  N IE L , A .; C U \R K , S .C .;  D A V ID , J .R .  ; R E M O L D , H .G . 

R e c o m b i n a n t  h u m a n  g r a n u l o c y t e / m a c r o p h a g e  c o lo n y - s t im u la t in g  f a c to r  a c t i v a t e s  

in t r a c e l lu la r  k illing  o f  L e i s h m a n i a  d o n o v a n i  b y  h u m a n  m o n o c y te - d e r iv e d  

m a c r o p h a g e s .  J  E x p  M e d , 1 6 6 :1 4 3 6 - 1 4 4 6 ,  1 9 8 7 .

W IL L E , U .; V IL L E G A S , E .N .;  C R A IG . L.; P E A C H , R .; H U N T E R . C .A . C o n tr ib u tio n  

o f  in te r le u k in - 1 2  (IL -1 2 ) a n d  t h e  C D 2 8 -B 7  a n d  C D 4 0 /C D 4 0  lig a n d  p a th w a y s  to  t h e  

d e v e t o p m e n t  o f  a  p a th o to g ic a l  T -c e ll  r e s p o n s e  in IL -1 0 -d e f ic ie n t  m ic e .  I n f e c t  

I m m u n ,  7 0 : 6 9 4 0 - 6 9 4 7 ,  2 0 0 2 .

94



Y A M A U C H l, P .S . ;  B L E H A R S K l, J .R . ;  U Y E M U R A , K .; KIM , J . ;  S IE L IN G , P .A .;  

M IL L E R , A .; B R IG H T B IL L . H .; S C H L I E N G E R , K .; R E A , T .H .; M O D L IN , R .L . A  ro le  

f o r  C D 4 0 - C D 4 0  l ig a n d  in t e r a c t i o n s  in  t h e  g e n e r a t i o n  o f  ty p e  1 c y to k in e  r e s p o n s e s  

in h u m a n  le p r o s y .  J  I m m u n o l ,  1 6 5 : 1 5 0 6 - 1 5 1 2 ,  2 0 0 0 .

Y O S H IM O T O , T .;  T A K E D A , K .; T A N A K A , T .; O H K U S U , K .; K A S H IW A M U R A , S .;  

O K A M U R A , H .; A K IR A , S . ;  N A K A N IS H I. K . IL -1 2  u p - r e g u l a t e s  IL -18  r e c e p to r  

e x p r e s s i o n  o n  T  c e l l s ,  T h i  c e l l s ,  a n d  B c e l l s :  s y n e r g i s m  w ith  IL -1 8  fo r  IF N - g a m m a  

p r o d u c t io n .  J  I m m u n o l ,  1 6 1 : 3 4 0 0 - 3 4 0 7 ,  1 9 9 8 .

Y U , C .;  S U N , K .; T S A I, C .;  T S A I , Y .; T S A I, S . ;  H U A N G , D .; H A N . S .;  Y U . H. 

E x p r e s s io n  o f  T h 1 /T h 2  c y to k in e  m R N A  in p e r i t o n e a l  e x u d a t iv e  p o ly m o r p h o n u c le a r  

n e u t r o p h i l s  a n d  th e i r  e f f e c t s  o n  m o n o n u c l e a r  c e l l  T h 1 /T h 2  c y to k in e  p ro d u c f io n  in 

M R L -lp r /lp r  m ic e .  I m m u n o l o g y ,  9 5 : 4 8 0 - 4 8 7 ,1 9 9 8 .

Z H O U . P . ;  S E D E R .  R .A . C D 4 0  l ig a n d  is  n o t  e s s e n t i a l  fo r  in d u c tio n  o f  ty p e  1 

c y to k in e  r e s p o n s e s  o r  p r o t e c t iv e  im m u n ity  a f t e r  p r im a ry  o r  s e c o n d a r y  in fe c tio n  w ith  

H i s t o p l a s m a  c a p s u l a t u m .  J  E x p  M e d ,  1 8 7 :1 3 1 5 - 1 3 2 4 .  1 9 9 8 .

95



Anexo 1- Termo de Compromisso

T ítu lo  d o  P r o je to :  O  P a p e l  d a s  M o lé c u la s  C o - e s t im u la tó r la s  n a  I m u n o m o d u la ç ã o

d a  l e i s h m a n io s e  

R e s p o n s á v e l ;  D r a  A l d i n a  M a r ia  P r a d o  B A R R A L

C O N SEN TIM E N TO  PÓ S-INFORM AÇÃO

E u  ______________________________________________________________________________ , fui

in f o r m a d o  q u e  e s t e  e s t u d o  t e m  p o r  o b je t iv o  e s t u d a r  a s  s u b s t â n c i a s  q u e  e n t r a m  n a  

f o r m a ç ã o  d a  l e s ã o  d a  l e i s h m a n i o s e  c u t â n e a .  F o i e x p l ic a d o  q u e  e s t a  p e s q u i s a  

p o d e r á  n â o  t e r  b e n e f í c io  d i r e to  p a r a  m im , m a s  p o d e r á  t r a z e r  in f o r m a ç õ e s  

im p o r t a n t e s  q u e  v ã o  a j u d a r  n o  d i a g n ó s t i c o  e  t r a t a m e n to  d e  o u t r a s  p e s s o a s .

N e s t e  e s t u d o  s e r á  n e c e s s á r i o  r e a l i z a r  e x a m e s  q u e  in c lu e m : 1 ) r e t i r a d a  d o  

m a te r i a l  d a  í n g u a ,  u t i l iz a n d o  a g u l h a s  e  s e r i n g a s  d e s c a r t á v e i s ,  p o d e n d o  h a v e r  

d e s c o n f o r t o  n o  lo c a l  d a  p i c a d a  d a  a g u lh a ;  2 ) c o l e t a  d e  u m  p e q u e n o  p e d a ç o  d a  

l e s ã o ,  q u e  s e r á  f e i ta  c o m  a n e s t e s i a  lo c a l,  n ã o  p r o v o c a n d o  d o r .  3 )  c o le ta  d e  

s a n g u e  t a m b é m  r e a l i z a d a  c o m  s e r i n g a s  e  a g u l h a s  d e s c a r t á v e i s .  E s t e s  e x a m e s  

t a m b é m  s e r ã o  f e i to s  p a r a  d i a g n o s t i c a r  a  d o e n ç a  e  s e r ã o  r e a l i z a d o s  p o r  m é d ic o s  

e x p e r i e n t e s ,  n ã o  t r a z e n d o  p r e ju íz o  p a r a  a  m in h a  s a ú d e .

T a m b é m  fu i in f o r m a d o  q u e  t e r e i  a c o m p a n h a m e n t o  m é d ic o ,  e  q u e  r e c e b e r e i  o  

t r a t a m e n t o  in d ic a d o  c o m  o  r e m é d io  G lu c a n t im e ® , q u e  s e r á  fe ito  c o m  u m a  in je ç ã o  

p o r  d ia  d u r a n t e  p e lo  m e n o s  2 0  d i a s ,  p o d e n d o  s e r  m a is ,  a  d e p e n d e r  d a  e v o lu ç ã o  

d a  d o e n ç a .

E n t e n d o  q u e  o s  r e s u l t a d o s  d e s t e  e s t u d o  s e r ã o  p u b l i c a d o s  d e  fo rm a  c ie n t í f ic a ,  

m a s  n ã o  s e r á  f e i ta  a  id e n t i f i c a ç ã o  in d iv id u a l d o s  p a r t i c ip a n te s .  A  m in h a  

p a r t i c ip a ç ã o  é  d e  m in h a  p r ó p r ia  v o n t a d e  e  s o u  liv re  p a r a  r e c u s a r  p a r t ic ip a r  o u  m e  

r e t i r a r e m  q u a l q u e r  t e m p o ,  s e m  p r e ju d ic a r  o s  c u id a d o s  m é d ic o s  q u e  d e v o  r e c e b e r .

R e c e b i  u m a  c ó p i a  d e s t e  d o c u m e n t o  e  t iv e  o p o r tu n id a d e  d e  le r  a n t e s  d e  d e c id i r  

t o m a r  p a r t e .  O  m é d ic o  e n c a r r e g a d o  e x p l ic o u  tu d o  e  tiro u  a s  m in h a s  d ú v id a s .  S e  e u
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t iv e r  o u t r a s  p e r g u n t a s  s o b r e  o  e s t u d o ,  p o d e r e i  e n t r a r  e m  c o n t a t o  c o m  D ra . A ld in a  

B a r r a i  n o  C e n t r o  d e  P e s q u i s a s  G o n ç a io  M o n iz , L IP  ( L a b o ra tó r io  d e  

I m u n o p a r a s i to lo g ia ) ,  o u  p e lo  t e l e f o n e  (7 1 )  3 5 6 - 8 7 8 2 ,  R a m a l  2 5 9 .

P e lo  p r e s e n t e ,  d o u  m e u  c o n s e n t i m e n t o  e m  p a r t i c ip a r  d e s t e  e s t u d o .

A s s in a tu r a  d o  P a c i e n t e D a ta

A s s in a tu r a  d o  P e s q u i s a d o r D a ta

A s s in a tu r a  d a  T e s t e m u n h a D a ta
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Anexo 2 -Bloqueio da via CD40-CD40L
Valores em pg/ml. Mediana (*) p<0,05

C i t o c i n a S L A S L A  +  a n t¡ - C D 4 0 L P

T N F - a

T o ta l 2 3 9 ,3 12 0 ,6 0 ,3 3 4 4

<  6 0  d ia s 2 3 2 ,5 1 6 3 ,5 0 ,4 2 6 8

>  6 0  d i a s 3 8 6 ,4 1 0 2 ,3 0 ,3 8 9 4

IL -1 0

T o ta l 6 2 ,4 8 3 8 ,0 6 0 ,4 1 3 1

< 6 0  d i a s 6 8 ,02 4 5 ,1 9 0 ,8 1 2 5

>  6 0  d i a s 6 4 ,6 1 1 9 ,0 3 0 ,2 5 0 0

I F N - y

T o ta l 1 9 8 6 1 8 2 5 0 ,0 8 4 2

< 6 0  d i a s 1 5 4 6 1 2 7 0 0 ,8 2 0 3

>  6 0  d i a s 2 1 8 0 2 0 2 3 0 ,1 1 8 9
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Anexo 3 -Bloqueio da via CD28-B7
Vatores em pg/ml. Mediana (*) p<0,05

C i t o c i n a S L A S L A  +  C T L A 4  Ig P

T N F - a

T o ta l 2 7 1 ,8 3 7 0 ,0 0 0 3 *

<  6 0  d i a s 2 3 1 ,2 2 7 ,9 0 ,0 0 1 5 *

>  6 0  d i a s 5 7 5 3 2 1 ,8 0 ,1 2 5

IL -1 0

T o ta l 7 5 ,2 4 9 ,1 1 0 ,0 0 3 9 *

<  6 0  d ia s 68,66 6 ,4 0 ,0 3 1 3 *

>  6 0  d i a s 4 4 ,2 3 4 ,8 5 0 ,2 5 0 0

IF N - y

T o ta l 1 9 6 6 1 2 6 2 0 ,0 0 2 3 *

<  6 0  d i a s 1 7 3 8 8 7 4 ,2 0 ,0 0 9 3 *

>  6 0  d i a s 2 0 6 1 1 7 6 1 0 ,0 6 2 5
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Anexo 4 -  Características clínicas dos pacientes - Jequié

R e g i s t r o I d a d e

T e m p o  

d e  L e s ã o  

( d i a s ) B i ó p s i a

T e m p o  d e  

C u r a  

( d i a s ) L i n f a d e n o p a t i a

T a m a n h o  

d a  L e s ã o  

(m m ) D T H

2 4 8 6 3 5 1 2 0 - e v a d iu N SI 5 +

2 4 9 0 3 5 6 0 - e v a d iu N SI 3 +

2 4 9 9 4 3 1 5 0 N R 6 0 N ã o 3 +

2 5 0 2 6 N SI N R 6 0 N S I 2 +

2 5 4 3 31 3 0 + 6 0 S im 3 +

2 5 4 8 4 3 20 N R e v a d iu N ã o 2 +

2 5 5 0 2 9 9 0 - 6 0 S im 5 +

2 5 5 4 3 3 6 0 + 6 0 S im 7 +

2 5 5 6 31 1 5 + 20 S im 1 +

2 6 8 5 9 2 1 + 3 0 S im 2 -

2 6 9 4 1 2 3 0 N R e v a d iu N ã o 1 +

2 7 7 4 4 9 2 1 + 1 5 0 S im 8 +

2 8 7 0 8 6 0 - 3 0 S im 1 +

2 8 7 1 1 7 6 0 + 3 0 S im 2 N R

2 8 7 2 5 9 0 - 9 0 S im 2 +

2 8 7 3 3 7 1 2 0 N R 6 0 N ã o 10 +

2 8 7 4 8 1 5 - 6 0 S im 3 +

2 9 1 1 2 1 1 2 0 - e v a d iu S im 3 +

3 1 2 2 6 1 3 0 - 9 0 N ã o 3 N R

3 1 6 2 1 8 4 5 + 6 0 N ã o 3 +

N R - N ã o  r e a l i z a d o

N S I-  N ã o  s o u b e  in fo rm a r

E v a d iu -  N ã o  r e to m o u  a o  a m b u la tó r io
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Anexo 5- Características clínicas dos pacientes - Jiquiriçá

R e g i s t r o I d a d e

T e m p o

d e

L e s â o B i ó p s i a

T e m p o

d e

C u r a L i n f a d e n o p a t i a

T a m a n h o  

d a  L e s ã o  

(m m ) D H T

4 7 3 0 - 6 0 s im 4 +

5 6 1 6 0 + 3 0 n ã o 2 N R

6 1 1 3 0 - 9 0 s im 2 N R

8 1 2 20 - e v a d iu s im 3 +

9 5 0 6 0 - e v a d iu n ã o 3 +

1 0 6 0 1 5 0 + 6 0 s im 1 +

1 1 5 8 4 5 - 6 0 s im 4 +

2 0 2 1 3 0 + 6 0 s im 5 +

2 1 1 7 6 0 - 1 8 0 n ã o - +

2 4 1 0 3 0 - 1 8 0 s im 7 +

3 0 1 7 1 5 + 9 0 s im 1 N R

31 1 4 9 0 - 9 0 n ã o 2 e v a d iu

3 3 8 3 0 + e v a d iu s im 3 +

3 5 2 2 6 0 + - n ã o 1 e v a d iu

3 6 4 5 3 0 + 9 0 n ã o 2 N R

N R - N ã o  r e a l i z a d o

N S I-  N ã o  s o u b e  in fo rm a r

E v a d iu -  N ã o  r e to m o u  a o  a m b u la tó r io
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