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RESUMO

GONZALEZ, R. P. Diferenciacao de células mononucleares do sangue
periférico humano em células dendriticas: vias de sinalizacdo e efeitos da
melatonina sobre o fenétipo e funcao de células geradas in vitro. 2014. 131 f.
Tese (Doutorado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
de Séo Paulo, Sdo Paulo, 2014.

A melatonina (MLT) é um horménio responsavel pela regulagdo dos ritmos
circadianos, que exibe outros efeitos como a modulagdo de células do sistema
imunolégico em diferentes espécies, incluindo os seres humanos. Ela estimula a
ativacdo de mondécitos, aumenta a capacidade de apresentacdo de antigenos, a
proliferacdo de linfocitos, a producdo de anticorpos e de citocinas. Este estudo
pretendeu avaliar os efeitos da MLT sobre mondcitos durante o processo de
obtencdo de células dendriticas (DCs), um fendmeno com diversas aplicacoes
biotecnoldgicas. Para tanto, a MLT foi adicionada em diferentes concentragdes, por
duas horas, a monécitos em etapa de adesao, antes da adi¢ao das citocinas, IL-4 e
GM-CSF, indutoras da diferenciacdo dos mondcitos em DCs. A MLT provocou
aumento de moléculas do MHC de classe Il (HLA-DR), CD11¢c, CD86, CD83, CD209
e dos receptores para citocinas GM-CSF, IL-4 e TNF-a nos mondcitos tratados.
Nestas células a MLT provocou, também, aumento de ERK-1 e -2 e STAT-5
fosforiladas, mas ndo de STAT-6. Ja as DCs geradas sob acdo da MLT, nédo
apresentaram mudanca em ERK-1 e -2 fosforiladas, tiveram reducdo de STAT-5
fosforilada, mas elevacao de STAT-6 fosforilada, além de aumento de expresséo de
CD80, CD40 e CD83. Em sobrenadantes de DCs imaturas geradas sob acao da
MLT detectou-se mais IL-6, IL-8 e IL-10, e IL-6, IL-8 e TNF-a nos de DCs maduras.
A MLT aumentou a capacidade de estimulacdo linfocitaria das DCs e, nos
sobrenadantes de co-culturas de linfécitos e DCs maduras, houve aumento das
concentragdes de IL-4, IL-10 e IFN-y e diminuigdo de IL-2, IL-6 e TNF-a. A fim de
avaliar se o aumento de receptor de IL-4 em mondécitos, provocado pela MLT,
poderia permitir o uso de menores concentracdes desta citocina e, assim, economia
na geracao in vitro de DCs, concentracbes reduzidas de IL-4 foram utilizadas em
ensaios para geragao destas células. Observou-se que, sob acao da MLT, ja 3,125
ng/ml de IL-4 foram capazes de induzir a diferenciacdo de DCs com fendtipo
equivalente ao obtido com o uso da concentracao-padrao, de 50 ng/ml, de IL-4
(avaliado pela expressédo de CD11c, HLA-DR, CD209, CD80, CD86, CD40, CD83 e
CD274). Alem do mais, estas DCs mantiveram tendéncia a provocar aumento do
indice de proliferacao de linfocitos T CD4+ e CD8+. Entre os linfécitos CD4+ notou-
se, também, aumento de células CD279+. Populacbes duplo positivas CD4 e CD25
também se mantiveram elevadas, mas houve reducdo de células
CD4+CD25+FoxP3+ quando comparadas as células estimuladas por DCs geradas
com a concentracdo padrao de IL-4. Ainda, houve elevacao da populacdo CD4+
Tbet+, indicativo de padréo Th-1, e diminuicdo da populacdo CD4+ Gata-3+ (Th-2).
Concomitantemente, houve deteccao de IFN-y e acentuada queda na concentracao
de IL-4, citocinas tipicas dos padrées Th-1 e Th-2, respectivamente. O uso do
inibidor de MLT (Luzindol) inibiu parcialmente alguns dos efeitos induzidos pela MLT,
mas, paradoxalmente, potencializou outros.

Palavras-chave: Células dendriticas. Melatonina. Mondcitos.  Citocinas.
Diferenciacao. Ativacao.



ABSTRACT

GONZALEZ, R. P. Differentiation of human peripheral blood mononuclear cells
into dendritic cells: signaling pathways and melatonina effects on phenotype
and function of in vitro generated cells. 2014. 131 p. Ph. D. thesis (Biotechnology)
— Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2014.

Melatonin (MLT) is a hormone responsible for the circadian rhythm regulation, and
presents other effects, such as modulation of immune system cells, in different
species, including human beings. It stimulates monocytes activation, enhances
antigen presentation, lymphocyte proliferation, antibodies and cytokines production.
This study intended to evaluate the effects of MLT over the monocytes differentiation
into dendritic cells (DCs), a phenomenon with various biotechnological applications.
For that, MLT was added, at different concentrations, during two hours, to monocytes
in the adhesion stage, before the IL-4 and GM-CSF cytokine supplementation. MLT
caused enhanced expression of class Il MHC molecules (HLA-DR), CD11c, CD86,
CD83, CD209 and of the IL-4, GM-CSF and TNF-a cytokine receptors, by the treated
monocytes. In these cells, MLT induced, also, increases of p-ERK-1 and -2 and of p-
STAT-5, but not found of p-STAT-6. On the other hand, on DCs generated under
MLT, there were no changes in p-ERK-1 -2, reduction of p-STAT-5, but an increase
of p-STAT-6, besides the enhanced expression of CD80, CD40 and CD83. In culture
supernatants of immature DCS generated under MLT, higher levels of IL-6, IL-8 and
IL-10 were detected, while in mature DCs’ supernantant, we detected more IL-6, IL-8
and TNF-a. MLT increased the ability of DCs to stimulate lymphocytes proliferation
and, in the supernatants of mature DCs and lymphocytes co-cultures there were
increases in the IL-4, IL-10 and IFN-y and decreases in IL-2, IL-6 and TNF-a. In order
to investigate if the enhanced presence of IL-4 receptors by MLT-treated monocytes
would allow the use of reduced doses of this cytokine, and thus, economy in the in
vitro generation of these cells, lower concentrations of IL-4 were evaluated in DC
generation assays. Indeed, already 3.125 ng/ml were able to induce the
differentiation of DCs with an equivalent phenotype to that obtained with the standard
IL-4 concentration, 50 ng/ml (as evaluated by the expression of CD11c, HLA-DR,
CD209, CD80, CD86, CD40, CD83 and CD274). Furthermore, these DCs maintained
the tendency to enhance the lymphocyte proliferation rate of both CD4+ and CD8+ T
cells. Among CD4+ cells an increase in CD279+ cells was also noted. Double
positive cells for CD4 and CD25 were also enhanced, but CD4+CD25+FoxP3+ cells
were reduced when compared to the response induced by DCs generated by the
standard IL-4 concentration. There was an increase of CD4+ Tbet+ cells (Th1
pattern), and a diminished CD4+ Gata-3+ population (Th2 pattern). In parallel, IFN-y
was detected, as was an expressive diminution of IL-4, cytokines related to Th1 and
Th2 lymphocytes, respectively. The use of a MLT inhibitor (Luzindol) inhibited some
of the MLT effects but, paradoxically, enhanced others.

Keywords: Dendritic cells. Melatonin. Monocytes. Cytokines. Differentiation.
Activation.



1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

Em 1973 um artigo intitulado Identification of a novel cell type in peripheral
lymphoid organs of mice publicado no periddico Journal of Experimental Medicine,
iniciava a descricdo das Células Dendriticas (DCs) por meio da morfologia,
quantificacao e localizacao destas nos tecidos linféides (STEINMAN; COHN, 1973).

A este artigo inicial seguiram outros quatro que descreviam as caracteristicas
funcionais in vitro das DCs (STEINMAN; COHN, 1974), in vivo (STEINMAN;
LUSTIG; COHN, 1974) sua caracterizacao e distribuicdo no baco dos animais
(STEINMAN; ADAMS; COHN, 1975) e, por fim, a separacdo, manutencdo da
viabilidade em cultura e a presenca de moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) (STEINMAN et al., 1979).

Cerca de 40 anos se passaram € a estes trabalhos iniciais foram somados
diversos outros estudos enfocando diferentes aspectos da imunobiologia das DCs,
que vao desde descricbes da funcdo que as qualificam como as mais importantes
células apresentadoras de antigenos (APCs), descrevendo-as como de elevada
eficiéncia em ativar linfécitos (Ly) T naive (BANCHEREAU et al., 2000; BOOG et al.,
1985; FONG; ENGLEMAN, 2000), assim como sua importancia na regulacao da
atividade imunoldgica (revisto por GALLO; GALLUCCI, 2013).

Estas células vém sendo alvo de iniUmeros estudos para a utilizacdo em
protocolos de imunoterapia de estados fisiopatolégicos como asma (KUIPERS;
LAMBRECHT, 2005), diabetes (LO; CLARE-SALZLER, 2006), infeccao por HIV
(ANDRIEU; LU, 2006), tumores (BARBUTO et al., 2004; MACKENSEN et al., 2000;
MORSE et al., 1997; NESTLE et al.,, 1998), e também estudos relacionados a
imunologia dos transplantes de érgaos e tratamento de doencas auto-imunes (LU;
THOMSON, 2002). Estes estudos ilustram a variedade de papéis fisioldgicos e a
ampla possibilidade de uso das DC, estimulando ou regulando a fungao imune do
organismo.

Monécitos do sangue periférico humano, tratados com o fator estimulador de
colénias de granulécitos e macréfagos (GM-CSF), interleucina 4 (IL-4) e o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), ddo origem a DC mieldides, muito utilizadas em
protocolos de vacinacéo, inclusive pelo grupo do Professor Barbuto (BARBUTO et
al., 2004; NEVES et al.,, 2005). Entretanto, as DCs constituem uma populagéo
heterogénea e com grande plasticidade, mesmo in vitro, e, dependendo das



condicdes de cultura, obtém-se diferentes tipos de DC, tanto a partir de mondcitos
do sangue periférico quanto a partir de outros precursores, como as células-tronco
hematopoiéticas CD34", por exemplo (STRUNK et al., 1996; ZHOU; TEDDER,
1996). De modo geral e incompleto, pode-se falar de DCs mielbides, caracterizadas
pelo fenétipo CD11¢c*'CD123° (CRAVENS et al., 2007), DCs plasmacitéides,
geralmente caracterizadas pelo fenétipo CD11¢'CD123" (SUMMERS et al., 2001) e
de células de Langerhans (LC), que apresentam os marcadores CD1a, langerina e
os granulos de Birbeck (ITO et al., 1999). Pode-se, ainda, acrescentar alguns tipos
celulares derivados de precursores mieldides, que apresentam morfologia e
funcionalidade semelhantes as DC, quando tratadas com P-selectina, fator
estimulador de colénias de macréfagos (M-CSF) e IL-4, sem, no entanto, serem
classificadas como tal, recebendo a denominagdo de células semelhantes a
dendriticas (Dendritic Like Cells — DLC), que a despeito da morfologia e
funcionalidade semelhante as DC, tém predominancia dos marcadores de superficie
CD14 e CD16, caracteristicos de macrofagos (LI et al., 2003).

Com a possibilidade de se obter DCs a partir de células mononucleares do
sangue periférico, principalmente por meio de aférese do sangue de doadores
saudaveis (SVENSSON et al., 2005; THURNER et al., 1999), estas vém sendo muito
estudadas em protocolos terapéuticos para os mais variados tipos de tumores
(BARBUTO et al., 2004; HOMMA et al., 2006; MATSUMOTO et al., 2007; MORSE et
al., 1997; THOMAS-KASKEL et al., 2007; WESTERS; OSSENKIPPELE;
LOOSDRECHT, 2007).

No nosso laboratério sdo geradas DCs para utilizagdo em imunoterapia de
tumores (BARBUTO et al., 2004). Por outro lado, a melatonina (MLT) tem mostrado
efeito antitumoral tanto em trabalhos in vitro (COS; FERNANDEZ; SANCHEZ-
BARCELO, 1996) quanto in vivo (LISSONI et al., 2003; LISSONI, 2007). Isto
despertou interesse em estudar os possiveis efeitos desta substéncia sobre as
células dendriticas, usando-se como modelo seu efeito sobre a diferenciacdo de
células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) humano.

A MLT é um hormbnio ligado a regulacdo dos ritmos circadianos,
principalmente em mamiferos (BINKLEY, 1988) e apresenta participacao
fundamental em diversos aspectos do sistema imune como revisto em varios
trabalhos (GUERRERO; REITER, 2002; MAESTRONI, 1999; MILLER et al., 2006).
Mais especificamente, ja foi descrita a sua participagdo na ativacdo de mondécitos,



com secregao de IL-1, IL-6 e TNF-a (BARJAVEL et al., 1998), produgédo de IL-12
(GARCIA-MAURINO et al., 1999), inibicao da circulagéo leucocitaria (LOTUFO et al.,
2001), aumento da apresentacao de antigenos e de moléculas de MHC de classe |l
com amplificagao da proliferacao de linfocitos T (PIOLI et al., 1993), além de seu ja
bastante citado efeito citostatico sobre células tumorais (CHEN et al., 1995; HILL;
BLASK, 1988). Intrigantemente, a MLT também apresentou efeito redutor da taxa de
rejeicado de alotransplantes cardiacos em ratos, com aumento na sobrevivéncia do
orgao transplantado (JUNG et al., 2004). Esta ultima observagao é condizente com a
hipétese paradoxal em vista dos varios efeitos acima citados da MLT, de um papel
“tolerogénico” deste hormdnio sobre as DC.

A MLT liga-se a trés receptores especificos, dois de membrana (MT1 e MT2)
e um nuclear (RORa1) (LANOIX; OUELLETTE; VAILLANCOURT, 2006). Tanto MT1
quanto MT2 sao receptores pertencentes a familia das proteinas G, com sete
dominios a-hélice transmembrana e sequéncias pouco conservadas em relagdo a
outros receptores acoplados a proteinas G (GPCR) encontrados (revisto por
BARRET; CONWAY; MORGAN, 2003), os quais, de modo geral, sdo controladores
chave em processos fisioldégicos, tais como transmissdo neuronal, metabolismo
celular, secrecao de substancias, diferenciacdo e crescimento celular (DAULAT et
al., 2007).

Os receptores MT1 e MT2 podem estar presentes como homo ou
heterodimeros nas células de mamiferos (AYOUB et al., 2002). Pozo et al. (2004) ja
relataram a presenca do receptor de membrana MT1 bem como de mRNA para o
receptor nuclear em diferentes células humanas do sistema imune, como PBMCs,
células CD4+, CD8+, CD19+, CD14+ e CD56+. A expressao do receptor MT2, por
outro lado, foi descrita para adipdcitos e células arteriais humanas (BRYDON et al.,
2001; EKMEKCIOGLU et al., 2003). Assim, embora o receptor MT1 parega o melhor
candidato a mediar a agdo da MLT sobre a diferenciagao de PBMC in vitro, ndo se
pode excluir a participacao dos outros dois receptores neste fenébmeno.

Como ja mencionado anteriormente, a adi¢cdo de citocinas, como IL-4 e GM-
CSF, favorece a diferenciacao de monécitos em células dendriticas imaturas, in vitro.
A via de sinalizacdo, no caso da IL-4, inicia-se com a participacédo do receptor para
IL-4 e parece contar com a participacao de proteinas como as JAK-1 e -3 que levam
a ativacdo da STAT-6 (JIANG; HARRIS; ROTHMAN, 2000) ou através da

fosforilacdo da via Ras/MAPK (Proteina ligadora/proteina quinase ativadora de



mitdbgeno) que resultara na ativagdo das proteinas quinase MEK e, na sequéncia da
cascata, ERK-1 e ERK-2 que no nucleo ativam a expressao de genes como c-fos
(NELMS et al., 1999) e fatores de transcricao como fator nuclear (NF)-k-B (INOUE et
al., 2004).

Para a citocina GM-CSF, a ligagdo com o receptor também pode ativar a
proteina JAK-2 que ativa, neste caso, STAT-5 (SAKURAI; ARAI; WATANABE, 2000)
ou, como também ocorre com a IL-4, a sinalizagdo pode ocorrer através da via
Ras/MAPK via receptor para GM-CSF, culminando também com a ativacdo na
cascata de proteinas como MEK e ERK (LIU et al., 1999). Na verdade, tem-se
descrito a via Raf/MEK/ERK como muito relevante para a diferenciacdo e
sobrevivéncia de DC imaturas derivadas de PBMCs (XIE et al., 2005).

Por outro lado, para a ativagcdo das DCs, desempenham papel relevante
fatores de transcricdo como, por exemplo, o NF-k-B e a proteina ativadora (AP)-1
(JANSSENS et al., 2003), além de fatores reguladores de interferon (IRF) (GORIELY
et al., 2006), envolvidos com a producao de citocinas pelas mesmas (GAUTIER et
al., 2005). Estao também envolvidas a via p-38 MAPK (ARDESHNA et al., 2000) e a
via da quinase da porcdo N-terminal de c-Jun (JNK) (NAKAHARA et al., 2004),
ambas regulando a expressao de moléculas como CD80, CD83 e CD86, e a familia
das proteinas quinase (PK) C (LIN et al., 2007), relacionadas com a diferenciacao de
monocitos em DCs.

Ja foi descrita a ativagdo da via das MAPK/MEK de modo MLT-dependente
na agregacao de pigmento em melanéforos de ras da espécie Xenopus laevis
(ANDERSSON; SVENSSON; KARLSSON, 2003), da mesma forma que em células
da linhagem tumoral de mama MCF-7 (CHAN et al., 2002). Nestas células tumorais,
mostrou-se que a MLT é capaz de ativar a JNK, o que pode indicar um mecanismo
de acédo da MLT na diferenciacdo de DCs, uma vez que esta mesma quinase esta
relacionada com o aumento das moléculas de superficie CD80, CD83, CD86 e CD54
durante a ativacdo de DCs pelo lipopolissacarideo bacteriano (LPS) (NAKAHARA et
al., 2004). E relevante notar que esta mesma via (MEK/ERK-1 e -2) pode ser ativada
também pelo receptor MT2, ao menos em osteoblastos humanos (RADIO;
DOCTOR; WITT-ENDERBY, 2006), abrindo-se assim, mais uma possivel via de
influéncia da MLT sobre a geragao de DCs. E, mais recentemente, outro trabalho
relatou o envolvimento da MLT sobre a via Jak/STAT, mais especificamente a

Jak2/STAT-3, cuja ativagéo pela MLT reduz o dano oxidativo mitocondrial atenuando



a injuria miocardica por isquemia/reperfusdao (YANG et al., 2013), e também o dano
por estresse oxidativo em células Huvec (DUAN et al., 2013).

Retornando ao papel do fator de transcricao NF-k-B nas DCs, ha relatos de
que a inibicdo do componente RelB, impede sua translocagédo para o nucleo, o que
diminui levemente a expressdo de CD80 e, intensamente, a expressao de CD40,
diminuindo a capacidade das DCs estimularem a proliferacdo e ativar Lys T
(HERNANDEZ et al., 2007). Sabe-se, por outro lado, que a inibicdo do fator de
transcricado NF-k-B pela MLT & um fator de inibicdo do crescimento in vitro de células
de glioma (MARTIN et al., 2006). Em modelo animal de trauma de crénio, a MLT
atenuou a ativacao dos fatores NF-k-B e AP-1, protegendo neurbnios da oxidacao
(BENI et al., 2004). Esta acdo da MLT sobre estes fatores de transcricdo também
indica mais uma via potencial de acao desta substancia sobre a biologia das DCs,
visto que o equilibrio entre NF-k-B e JNK/AP-1 ja foi descrito como necessario a
sobrevivéncia deste tipo celular (KRIEHUBER et al., 2005), acées que apontam para
uma tendéncia reguladora da substancia, talvez relacionada com a homeostase.

A diferenciagcdo de PBMC em DC pelo uso de GM-CSF e IL-4 é indicada pela
diminuicdo da expressdao de moléculas CD14 e aumento da expressdo de CD1a
(PEREIRA et al., 2005), gerando células em cachos, semi-aderentes, apresentando
dendritos, com aumentada expressédo de moléculas do MHC de classe Il (HLA-DR),
DC-SIGN (CD209), o receptor para manose homologo ao de macréfagos (DEC-205),
bem como elevada capacidade endocitica, mesmo frente a baixas concentracoes de
antigenos (AHN; AGRAWAL, 2005). Com a adicdo de TNF-a, para a maturacao,
ocorre a diminuigdo de moléculas de membrana CD1a e expressdo de moléculas
CD83 (ZHOU; TEDDER, 1996), bem como aumento na expressao de moléculas
CD80, CD86 e acentuada diminuicao da taxa de endocitose (PEREIRA et al., 2005),
além da expressao do receptor de quimiocinas, CCR7 (DIEU-NOSJEAN et al.,
1999).

Em estudo anterior, verificou-se que a MLT induz, em PBMCs de doadores
sadios, modificagdes fenotipicas que sdo compativeis com uma diferenciacao para
DCs, mas, ao mesmo tempo que DC diferenciadas sob acdo da MLT apresentam
maior produgédo de IL-10 (GONZALEZ, 2006). No entanto, a simples diferenciagéo
nao fornece informagdes precisas e detalhadas do funcionamento destas células.
Um detalhamento mais amplo do fenétipo destas células por meio de uma analise
mais apurada das moléculas de membrana que indiquem a diferenciacao das PBMC



em DCs, bem como a avaliacdo da melhor concentragdo de MLT a ser utilizada nas
culturas foram, entdo, as etapas iniciais de desenvolvimento do presente trabalho.
Além do efeito direto da MLT ainda consideramos os efeitos indiretos da mesma, na
inducdo de um aumento de sensibilidade das PBMCs a citocinas presentes no meio
e capazes de leva-las a diferenciagcdo em DCs (receptores para as citocinas GM-
CSF, IL-4 e TNF-a). Também o estado de “maturacdo” das DCs foi investigado, nao
s6 pelo fendtipo de membrana das células, mas também pela avaliagdo da funcao
linfo-estimuladora das mesmas e pelo perfil das citocinas produzidas pelas DCs ou
em co-culturas das mesmas com Linfécitos T. Dada a possibilidade de um
comportamento tolerogénico das DCs sob acdo da MLT, buscamos também
identificar a presenca de linfécitos T reguladores (CD4+ CD25+ FoxP3+),
relacionados com a immunorregulagao e supressao (LEHNER, 2008; RAMOS et al.,
2012).

Ainda com relacao ao tipo de linfocitos sujeitos a acao das DCs e que podem
proliferar sob estimulo destas, embora haja sugestdo de um comportamento
tolerogénico, ndo se pode deixar de lado o aspecto de polarizacdo destes linfocitos
quanto a outros subtipos como os ja conhecidos linfécitos Th1 e Th2, e que além
das citocinas que os caracterizam (IFN-y e IL-4, respectivamente), também contam
com fatores de transcricdo associados como Tbet para linfécitos Th1 e Gata-3 para
Th2 (revisto por AMSEN; SPILIANAKIS; FLAVELL, 2009)

Além do estudo do fenétipo e funcao, buscou-se esclarecer o mecanismo pelo
qual a MLT age. Ja foi relatado que a via de transducgédo de sinal da MLT partilha
com as vias da IL-4 e GM-CSF moléculas em comum, como ERK-1 e ERK-2,
estabelecendo assim um elo de ligacédo entre MLT e citocinas utilizadas no processo
de diferenciagéao e ativacao. Assim, avaliou-se a presenca das moléculas STAT-6 e
STAT-5, relacionadas as citocinas IL-4 e GM-CSF, respectivamente.

Em conclusao, portanto, o presente trabalho objetivou investigar o papel da
MLT na diferenciacdo in vitro de PBMC, analisando o fen6tipo de membrana e o
papel funcional das células, ao mesmo tempo em que procurou acrescentar algum
conhecimento sobre as vias de sinalizacdo envolvidas nesta diferenciacdo sob acao
da MLT.



1.1 Objetivos

Investigar a acao da MLT no processo de obtengdo de DCs derivadas de
PBMCs.

1.2 Objetivos especificos
Caracterizar o feno6tipo de membrana das células obtidas, caracteristicas

funcionais destas, potenciais vias de sinalizacdo envolvidas, e o padrdo de citocinas
produzidas no processo.



5 CONCLUSAO

A MLT mostrou-se capaz de afetar a diferenciagao in vitro de monécitos em
DCs, e, quando adicionada a mondcitos antes do estimulo destas células pelas
citocinas IL-4 e GM-CSF, permitiu o uso de concentracdes reduzidas de IL-4, para
obtencado de DCs com fenétipo equivalente ao obtido com as concentragdes padrao
da citocina. Esta atividade da MLT pode ter aplicacéo biotecnoldgica na geracédo de
DCs para uso clinico.
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