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s . e a )
geracin de diaciiglicsral.

Fambors bem caracterizadn no camundongs

nbemenis. &

o hometliogo kumano ds -3 foi snoontradn rE
Romalogia a nivel de  DHA  entre L% murina & homnns £
apros imadaments  48Y, Diesuia b al., (190858 snoontvaram aw olons

de cDNA para TL-3 a partir de cdlulss auxiiiadoras " Th™ abivadas

com ool f. Um o Baze de dados ohtidos peio saprego de o8 Tals

com oA de T3, weste clorne codifics para un

trans feo

r souk RN R S S ey g e e b T e T I T
gpapt iden de 152 aninodcidos aue swibe abividadess sepsihant

do produto ode OO0 100 muring.

Com Eaesasio dn Tiphagen HEHT -3

me lanon {t o #  ofiulas epidérmicas

cwclusivamnente com Finfdoitos T st ivados {Luger ef al., {785, As

i3 L)

5 bicidgicas de [L-3 svidenciadeas ne Jiteratura sio!

“E

feeat inuin o protiferacHs das Vinhspens de mastdcilos.

yovE, mEgacsr idoitos

de neatrafiios, pacrdd

de células progenitoras  hematopoidbicas
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B mEcr o f s partiv de  celulas  dz

mashaoitos, negbrdfilos

it

medniz Sooen suspensas em suar (Schradese et oal., L1983,

Foidéncias  recentss sugersm ogus a3

-4

gribe sus  maior  hebilidsde es FormacEo  de sulticolonisns no

infoin de ds

siwverivimento cediuias progenitoras naltipotentss

{Sonoda et mal., A9EHY. Assim sendo, parece gue s IL-3 0 praoamovs

T

apEnss  poucas diviefSes oslulares  para Hiberar nsuivrafilos ou

cetultas eritvoides "Furst (RFL-EYy pelts mistaras de  fator

et tmalador  de coldnis SranuldcitosMacrdfage oun Eritropoietina

wlae progenitoras "in witen’ «  Lusas

Bk

reapect ivanents  oom of

e meorde com dados gue Sugsren GUE BE

multicolfnias s& fTornam menos sensivels L3 quando

s e fidas {Eoiks =i

@i bornan mais

& intericucina-4 fol descrits meta

s tmeirn wer o osm 1903 por Williams, Pasl & segs  colaborsdors

suatdo obhservaram aue  sobrensdantes obtidos de oculturas  de

toimems Hled watinuiadas com PMA Forasm oapns 0

crgacimentn de linddcitos B oestimaiszdos com ant

e
a8
e
i
2

caberio £ R subirenadantss, corhar ido

imento de linddoitos B OCBLGET, ers distinto de IL-E

ghe R T D Tinfooitos B satimglados ocom IgM a8 sntraram

rapidamente e Tase-® do ciclo celulsy (Howsrd gt owl., L9¥HE,
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Fate  fabtor "L-4", conheoido Sambsm oomos

N . ) , . e . - -
fator -3 gat inulador e i BHF -3 Fab o —2 A Ea]

g Fator de crescoimsnto g

simanto  de LindfSeite T

LI

mastdo it THOBF -2 (Howard b al., 2980 & umne glicoproteina  de

g molsoglar s Torno de

e
-
R
i
o
-,

Hr, conforms detsrminads pela
FittracBEn em gel  ou de 4549 KD, conforme determinado por
sletrofordss "OSDS-PAGE" . & -4 murina parificada por Tiltragso
gm gel  ewxibe dois produtos que correspondes zo P &6,4 «~ 4.4 &

Foa o FoAL Por oubtro Tado, 3 Ihe4d houmans sxibe spsnas oum prodato

s oorresponds ao PI ode 4,85 - 4,9 {Howsod st omi., 1F

At amento edae L4 Wi i £ CHN

fuuk
s

sndoglicosidase F produz um polipsptides com peso nolecular ey
P8 AR08 dultons ogue rebdm a3 mesma ab ividade bhioldgios original.

1 Ermtamento com endoalicosidase H ngo tem gfeito algum sobre @

gatruturas & 2 a atividade de -4, o sus indica gus 2s
glicosidicas en sur moldouls nEe a8o do tipo manose. Entretanto,
3 yedusio de Il-4 indus 2 perds de sus atividade, o gus sugers
g ne  pontes dizaglfeto possusn papel funcions gxtrenament s

importants ne moldouls de L4 murina {(Pagl =t al., 1987,

e mEaquéncias  nuelset idicsgs de  obDHa

g o inas codi Ficam para um pepl fden de 148 aminodcidos

g pripgiros vintes dess G Ridrofdbicos e

#1 indicativn  dn ssqguéncis  pspbidics inteirs

mesociads &8 proteinss segretadas (PFaul et al., 1987 & Yokota st
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mey  de howmologiz entre L4

aminoac idos, Fabors
grxibem atividades
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EER D

sdidis

sun, gon o [
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[REE

EmEroe

aiba af

hematopnidt ions COmRo 14

mn war isdads de

mmetdeitos  (ARFTL-2Y! =

=l ERRY e {hara o=t al.,

EBETIL R
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it

come o idlas sabyroms s

e oelulre normais  de

£ seme |

fambdm se ligs 5 um

humana

oo

M, =

possiEd &

e

tratamento  de -4 humans P

uma forms de -4 de baixo

Pl
gidues de cisteing
puctent idicas
humana €

ambas as

seng lhantes

o,

-4 g Finit ive

iolagios
inidadge,
n e
Tinhagsns og

cdlulas

deste
il-4 tanbén
meeedag T m hEe

milscislo,

Rt 3 W T
mESma
SEom G

P

. Lt ”
Wi A AT Em triEs

{Sideras gt al.,

Foi wyvidene iado  btambdm

mizr ina 2 nivel dixn Seus

interleusinas " humans @ murina

nao moebran reaf ividade  oruzadsa

.

sments um produto

ativados. Esha interlguginag

através da ligsgio com  recepbor

2 cdlulag

iton T oenm tinfdoitos B 2

FEROLBH,

R E0E

Tularss comd macrafagos i,

progenitoras mieldides {(Park st

Lowenthal s &l

receptor de alta sfinidade

em celulas nigo  hesatopeidticasz

vases, Dmoo, Time, odrsbro s

cEreheo, $foawdo, melanoms £

thanga  de T4 marina, a  IL~4

g alta afinidads, oom KD de

distribuigio tercidos.

R %A

Kiv: s

ooy M-

molecaiar (4% KDY sen alisragio



wiguma  sm osun atividaede oo afinidade pars com o reoepior.
sendo, 2 alicosilaclo de IL-4 npEo tem efeito sohire  sun

abtividade hinldgics (Park ot al., 1987,

1 setudos  de MHu L1 et wl., £4987,

mizidoyiss  da

demonstraram ouse m T4 aumesnta 3 sxprs

classe 1 de MHOC e Tinfdoitos B & produgio de IgBi = Iaf cos

FEEas  oEliulss Aapos com PSS, A T4 promoves

tambén o crescimento de 1Tinfdcites T normsis emn repo

@ omasntdritos (Sideras ot oml., 1780 8 Hu

:
f

¢l
-
KMI .
ey
o
o
i3
]
o

Pinhagsns

L et #ala, LR, Fatudos recentes {(Hupper et 2., 3 &

Slotnik &t N LRNFY, sugerem qus oa T4 mgs oomo fator ds

'3

creseinsnto de odlulas T antigeno-gespeci{ficas Junto com a IL-1 &

¥

vhnoEn do oant fgeno pelos

Fimula 2a mesmd Eempo

maorafagos derivados das medalsa

Fatudos  de  Lowenthal =t al., (4988 =

Carsdig  owb oal., (4900, demonstraram s oa IL-4
importantes  em manstenglo das celulas primordiais "Lub P LET A

FabE orgHn.

wm omoburacio dos tisdeitos de sodo gsral

e,
H

HEVIER R B <itw
Aademais, parecs  guE oz fled sets snvolvida em citobtowicidads

interieur ing tam

. . L -y
mad {adn pex o iaias. P

voiviments de Tinddoitas 7

et fmulo en

demonatrado btanto

citntdxicos "OTLY, popualacEo T omuring em repoosso, suanto inducis

de células  LAK Tlumphkoline aotivated killee’” {Trenn &t al.,

PecT s - A'E ey s o, B oy " AT LI JAIPORE S L - TR . [T S W T g oE g ey 3 wd es
1EEG, g Pescs st oal., 1988y, Fata dltims atividades & ingdsicgda

tambén  oom interigucina-2 TIL-27. Entretanto, parecs gue oz Jh4



Fd

de celulss

coras Ry B mER i OreEs T, LAK-ssms Than

™

(HK-% .4+ ; Lyt -2 &m Lall~senethantas (N4 .4+ ;

Ly —2-2,

R inicio da  décads ds  iFFH, itas

i o

cobheria da interleucinze— B S Y

Tevaram =

oy e wagd
primeira: o oeosinafilis resultante de infecctes parssiftsdrias ten
sido  demonstrada como fendmeno dependente de Tinddoitos & 2
sEgunda ; ow sobrensdentes de oflulzs esplBnicas murinas &ram

capases  de sstimglar a2 colfnia Formadors de sosindfilos (Hasten

b @i, 1976 i stoaid st al., 1974y, Este fator  de

diferenciacio de sosindfidos (E0F)Y foi isolsdo originaliments ds
sohrenadantes de culturas de Tinddoitos T de camundongos
infectados  oon Mesocgsfolides corfd, 8 estimulados com  antigeno
sepan i Fios do parasits. Domm sstudos e oromatografia de

Filtragio em gel, 5 abtividade de FDY foi separads em um produto

1

mnleouiar de 45 K, as obssrvagdes  svidsnciaram  a

grinténcia de ums linfocine distinta de TL-3 & GH-ODSF (Sanderson

w#t oal., 178343

Shimple et Ble, (L1975 p Swain =t = I
£1982y  descoresversm um Fabor de restituicko de  Tindloitos
TTREC snoontrado em sobrenadantes de Tinfacitos T aflwvados,

capay ds induzir 2 proliferagso de cdiulas B sstimuiadss  oom

Lni

snlfato  de dextran 8 promover a sintess de isunogiobulinas . &

abividads deste Fator de orsscimsnto da oglala B OTHOGFY Junto



ORI, fator indutor de Igd "Ian-

sy | mdms A

R,

g Fator estimgisdor dz colfnis de sosinddilos "O-08F° T

S

abribuids =z Tinfooing  conheo lda

cany B2 al., 1985

comn Lo {handerson &% wl.,

Haradan et oal. 19858 & Yokobs st oal., 1787,

Dados  sobre olNG6 gue coditics para L5

Piwada  comn WU

il ing s gus esba interleucinag €

palipept {den  de 48% sminndoidos contende trfs possiveis s1tios

& trds residuns de cisteina., FEstes polipesptideo

e g@dioosil
pean molscular  an redor de 12489 daltons. b

cbabdd e P paelo gso do

s produatos de

mistema de lissdo de reficualidcitos de cosltha Tin witen’ iy de

#  pro

Senopus  oocyds Tin wivo SugEre gus A L

sporetads comg um dimero com peso molsoular de A5-06 KD {(Takatsuy

wh o@l., 1F8H; Mebensie b oal., L9087 & Towminsgs =t al., 1788, &

co-injeoio de tunicanicing ¢ wmBNS de = AEnopas  aooyfs

promoyve B Fformagio de oum dimero de LB 037 KDY, o ogus sugers

e om o wiicosilasio s¥o & snvelvids ne atividade binldgics de

Tio~%.

Do measms  modo, o cDEa de oIL-% humans

codiftics paras am pept iden de 134 aminoscidos, contando apa

sequéncia hidrofdbios de 19 aminodeidos gue funcionz como 1ider

Tinfooina. O principal polipepti

a0 Bmink
paelo menos dois sitios de glicosilacBo & exibe 77w  78% de

bhomologia com oo polipepdides murinog a nivel de nucisot (deos



[
£
wd

w@minon reepeot bvamente (Arzums gt al., 1904, & semslhangs

spfniciongo, 2 IL-9 humans sintelizads oo

gda Tinfooins  de

o fmaro molecalar ao redor de A% KD 2 osxibe um alto gran

a ¢ ‘. .
cruzadn entre ae dups espdoies {Yokotas =t al.,

LRRT Y, Por

cemp o, » TL-% murins € Ry sl ias de

sosindditos  om culturass de meduls dssen humana, lise de cdlulas

i

s il

Pamorais o mediads por I SR

o

par i Fdr oo, 2 esobtimugler sosinstilos a2 fageooitar oélulags  de

i mur inn ndo esxibs

Fabretanto,

4

Twwvedura  opsonisads

atividades de BOOGF-IY sobre cdlulas-B humsnas (Sanderson et al.

S

PFresumivelnents, ] L% gueros SR

g B 243 rereptorEs

atividades bioldaices abtraves de sus ints
gcapecificns  em  cédliglae  alwve. Tal receptor de  IL-% tem sido

oy

enconbrads 2w ofialas murinas da Vinhsgesm  BOLL-BRES.

13
-

réiulas leurfpicas ipo-R sxupressam duss olasses de recepetores
g e altas afinitdade (KD = 4 ¥ 107 e My o pukro  de baixs

o iE

afinidads (s wm 4,4 48T My

pecerbores nio

detectdve i em  células-T o ontras cédlulss hematopoidticas.,

i
E

tretanto, Tabkatsy =t oal., {4988, fawm  deponstrado gus 08

Tinfaoitos B pormais  tambés exibem o reogpbor TRFAIL -5,

s

saasr inds gus sus o afinidade & desenvolvimento  sumsnbam nas

respottas o ssbimaios com LPS.

ErtHe, s IL-% & produto de Tinfdoitos 7

at ivadns & an o at ividade om posinadilos, tutas-B g




Tinfooing € dirstaments relacionads oom A

Fiade Thos.

w  indecgio parasitdeia & capar  de

sowingfilia resultante

wrodusir sumenibo & g onignificativa dos sosindfilos nan

ki
4

medals dzaen do canundongo parasitado oo Moooefd (Banderson

al., L9855 Warren st ownl., I¥ES). Entretanto, Siteath et al.
(4984 fem detectado o alto nivel serico de IL-5, logo antes da
observarEe de eosinofilis. Ds linfdoitos B murinos  fLambsm s
proaliferan & se diferenciam ewm resposts 5 IL-%. Estzes atividades

LS opodem ser ind feetas

fuug

devido & liberagio  de

it

hinlagivaes da
Th-2 AdMaskanishi et a2l. 1987 & 198BB), tew demonsitrado  que  #

B A% induzen

L% recombinante murinas & TRF darivado de ol

@ resposta de -2 em cdiulas BOLA.

Dutiros  avtoress bem desonstrado fambem

gus L% & rapar de sebimulsr s diferencisgio g secragio de

imuncglobalines  sm culiturss de cdlalas-B gespifnicms murinas

%

normEais o odtulas tumorais CH-42 (Basmussen st oal., 1780 Bwmin

I

#i al.,i988). Evidénciass recentes  sugerem gue & fL-%  pods

wn
piEn oot

wat b lar supressin  de  Ig-f sm lTiaficitos #8

St rabhant o, gate  Fenimene pode ber ocorrido devido o a o esfeibo

e

gupso i Pion  em linfdcitos-8, Ig-dt  gue ja terminaram de iberar
gabn classe de inunogliobalins {(Murraw st al., 1987 e Maye iman

=t ala., P9ESEY., A 1%, fambdm mostes abividedes auxiliadora  deg

citotowicidads THHE Killer-heglper factar guercida R EeEl

timde thos Tigarsm B sgliutininag de amendoim " PN

cripwa e cdlualas estimuladoras

Peanut aglutinnin binding, ns pre

T3

Juntao  com T bwo ombividade resulita em ssisglo de  OTL




Lintdoito T citotdxico”  entrs  odlulas  da sopulagdEn iz

TEoiR

vimocitos, talver pela capacidade de L% de promover sxpressio

-3 wm Eimdoitos sive {(Takabsa et al.,

s
k]
£
o

R R Fd

A,

g Ib-d& Foi descrits como profeins de
pesn molecuiar  de B4 ED, deriwvads de cfiulas Fibroblasitdides

sat inuladas  com BNA de dupls hélice, oiclobewsmida ou virus g

ernvwolve  atividade anti-viral Fraca (Hillisuy =t al.,

37 Esta interlescing tem sido describta por uma var isdadse de
nomes gus Frefletem sun abividade Bioldgica. Sindninos dg L4
wie! fator de crescimento de lindooito B libersdo por mondoibo,

Z O TIFnNebetal

, Fator estimuelsdor do linfdoito B

RErenT {Towaio or wl., 19EEY, Faiaor de creseimento de
plasmoo iboma POT-GFT (Rordan et awl., 1907, interlsuoing s
BibridonsSplasmocitona- g TP {Uan Damme 8t al., 49879, i
Fabtor  sstimueizdor  de hepatdoitos THEF® (Gauldie st al., 987,
Yarios autaores tem demonstrado gue a L4 & produsids  por
oo P hos 3L e G F Ry At iwndos, e iuiag sndotel iais,
Yibreblastos & Tinfdoites T aiivedos ¢ apresents sus =2¢Bo  ewm
i Ferentas #1WiE ceiglares £ UHR cElulas-T, ceiulas-i,
Fibhroblastos, Frogenitorss mieldides g hepstdoitos (Geoeldis et

s, AFRY, Wong et oal., 19848, Walther et wl., 19807,

Dados  de  seguenoianento de chida  qus

Lo indiowram gue BMNS mensagsivo humang @ muar ing

ot

ol ibFios  para



o . I . .
codificam para produbtos da iy aminone idos regpect vanente

Cong &t at., 1988, Embora gsses dois polipept fdeos  humans @

My ine ape et am o apenas 41% de homologis 3 niwel d

T
H

sminoRe fdos, a JTh-4& siteamente restive cop 2lvos mdrinos.  As

miplecular de 19 » 246 KB

dums interlsucinss apressnbam paen
conforme gdeterminado com sletrofordse em gel de aorilamide 308~
Pags " . Esta wvarisgio de psso mnolscoulze de mabras nE
interleucinas humana & murine depende  do grsug e WAL

glicositocBo & & sus origsm celuelar.

Cabudog o0 isoeletrofocaligio

demonstraram gue m LS murinas possui Pol. sntrs H.2 o~ S.4 o 5
FadueEo  de  Thed  murins com DRTT “ditintreitol’ ey fadna por

alaguilacEns results sm operds fPobtal ds sus stividade bioldais i3

gue sugesre B inportingis das pontes dissulfeto na molécula abtiva
(Mewrdan o o2l 1987, D ferentemente das outrass intsrlisucinasg, #
alicosilacBs  waridvel pode safelar s abieidade de TL-4, conforas

toina-d de diferentes

dennnaeterado e on intsris o igens exibs

diterentss atividades guando testads en sistemnss d8nticos {Hong

fGrarentemsnt e, B PlL~& ERE S EeAR:]

atividade bioldgica pals ints eptor sspeciFico {Tag:

Ay Iddwm e

i

@ I S 1 S T e YTiafaoitos T humanos o repouss ftantados e

TV A VER apraximadaments de 19918603 ra e

&, 4 1 fo contracio,

fd

- - . e PR - =
T4 por osiuslis, ooy Hirs f,

Tim¥Fdgitos B em wepouss de tonsilas quase nzo desenvolven



receptorss pars e iuto @ mere o g por oeduls .

Fntretant o, g owmbivaeBo  com Brapd i loooccus AQFESS RPUOoRDYe O

Sl

desenvolyinento che raeeptores b} linfocitos i o

caracter (2t icas senslhantes he observadas em linfdoitos T.

el Ho-&  pode desempenbae at ividades

midlt iptas  como: abtividade sontivieal, razio da  sus

Bimldg i
desianagio TFM-hbetai {fBpghal  #f al.,i988); B RO H O e

cresoimento de hibeidonssplasmos itons (Nordan st oal., 1%37; Yan

Deamae et al., L9¥HT, Van Snick e al.,i%¥B4)y & de linfacitos B

tranusplantados com  FEY "Cpstein Bare Yirus®
Li%EE)s & induclo de diferenciegBe de lTinfdoitas B & secvegio de
gl { Hirano st al., 4578465, Ademais, tem sido demonsterado gus s
IL-d mowr sobes Pimdcitos musinos sfim de iondorir o diferensiagcio

"~

dee linfdoitos T oitobdsicos "DTL: Lut®+" na presengas  de

(Tumkani et al.,i1988) ¢ promove indirebamente s proliferaclo Tin

gatinulados com concansvalina & (Darman

-
ra,
ol
%
L
I
Feie.
5
ol
e
e
Sotn
HE
e
d
33
s

@t al.,iWBFY.  Fste itimn sfsito parece ser astribuido =
capac idads e ILed de mgir cono ssgunde sianl ns producEs ds
L2 : promovends  deste modn s proliferacEo de lindlhoitos T

anisme ou sods o papst ds L4 am

o da

abt fwneBo de lintdoitos T carece de muior suploracio

Yarios  autorss e desonstrads ftambdm
-, e, R £, T Y b I - - . opee B3 $ . f:' e, . on ‘ * I or . HEE T # e e
guie ox Lh-d smstimulaza a proliferagio de células progenitoras

hematopon gl foy murltipotencinis  (Tkebuchi =t al., RTIT P

%

.

pronnve = prolifersgio de progenitorss  grasuldcitofmsoedfaon



ey
P

{Pong =t 21,1987 Finstments, alaumss atividades de I1-4

jdénticas das atribuidss antesriorsente 8 IL-4. Por sxemplo: £

wame Thangs  de  IL-4, B Il eoewmstimals s proll fseagio  de

Eimccitos {Worg ®F o ml., 998 & ftaebém induar 5 liberagEo  de
subeabtdnciasgs  dw Pasgse  aguda da inflamagio pelos  hepatdoibtos

(hmuldie et wl,., 198B7).

f ointerleucinag~7 (IL-7F, oujs descoberts
£ 3 omais recents das demals interisucinss, € uma cibtooina oom
K, Tibherade originaimente por célulss mairizges derivedas oz

w  oEinlas

ke
Y
it

T e PTGV ET D) grEss imEnto 15

marshes ]

DR

precarsoras  dos lipddoitos B (Mamen &t =21.,1988)., Entretanto,

p

To~¥  nEo tem sfeito algum sobre linddoiftos B oaaduros.  D£1o1:
progutoras de L7 tem sido tasbédm detectadss mo bimo £ no bugo.
fecentenente, Lese of al., (19899 tem sido desonstrado gus s IL-F

s envolve po oresclimente primdgrio, & nfo na diferenciagio, das

ceiulas precursoras dos linddoitos B.

sdema i, # seme Thangs gdan células
progenitoras dos  linfaoitos B, 23 odlulas T podem responder 3
guat imzios com &  LL-7. Isto &, parece gue = IL-7F & um  Fator
mitogdfnics pars fisdoitos murinos. Mo homem, a L7 ¢ capsz  de
DE pegat ibvas (Cha”

subimglar o orescimento das cslulss OR4 & O

ooeTy, pmn populacio prd-T no fimo que d8 origem & uma distints

*

subpopualagio de celulas T maduras.



f L7 pode Funcionar tambdm como um

co-mitdgens e proliferacEe das odlulas T puridicadas, induzida

com Don-d&. Dntretanto, s subpopualags Dide o DD reaspondem do

meumn mode 5 oemtividade co-mitooénics de IL-7. A sgso de  IL-7

ainhire o e imento dos Tinfooitos T pode ser atribuids, e

parte, a  sum kabilidade de induszir s sroducio de IL-8 &  1L-2F

-
33

v . . ) e " , . -
anesbas oelulas (Morrissesy b al., 1989, Em wista da  descobsrisz

mipito recente de L7, oubros esstudos s8o necessarios s fim de

determinar o grag da suz oconteibwigBo sm ativagEe das oélulas T

tanto na resposts ismune quanto na resposta inflamebdria,

Santos st oal., {1985 tem dempnstrado oz
produgBoe  reduzids de L4 ewm paoientes com cinoer. Dontudo, =
L2 bem sido usada sm isunotsrapia contra cfnoer (Fossobsrg st
al., 4985 Muld et al., 1988 & MoMaonis et al., 1988, fntretanto,
iEm wide demonsteado gus A resposts Tinfoproliferative =

subseguentse  difersnoiagio dos lintdeitos T efetores requerem

interagio das  subpopulagies de cflulss T e aderantes.

pgosim  sendn, o8 linfdoitos T smuxilisdores “Th', mpde Jigacio de

mitdgeno ou antfgeang em sua sembrana, libsram L2 smow soEh e @

T4 produsids por odlulas aderentes. &8 demsis subpopeiznedes T

R

mras sdguiren s habilidsde de proliferacio em resposits
{12 {Ruscett!l & Gallo, L1991 o Bobb, 1984), Visto gue a resposta
Tintoproliferat iva deficiente poderis ocorrss devido a8 falhs de
ama o maie etapas em ativesio de linfdoitos-T, casos clinicos

carantesrizados peia disfuncio linfoprodiferativa  devesn  sar



e invest igados.

Em hzoe gdane considerasctes  anteriorments

dizt

e i nar B prodocio de

B freoessd

Flig

de paoientes oon  c&no

oS & in

adiantado. frabaibg fEm % il Fomalis

pripcipairents  sobreg  fatores  envolvidos na  produgfo o

Foream

med i BdrEs . fgae celulas mononuciearss  dos pagignt

L]

sat imuladas a fim de produzir L3 & JL-2. Em seguids, oz niveis

ey citocinas  Fforam  determinadas com sl lio de  ansning

Bimtdaicos, gt itirando tinhagens oslulares estabelecidas 2w

culiurs @



Py

2. T & S U <858 T I C A, MaAa T ERIaaL E

M E T O DO B

2.1 Pacignt

Fate gpetudo foi realizasdo em pacientes

com neoplasiss 201 idas =m oestado avancads, admitidos no Moseital

dms Ulinicas  ds UNICAMP . Detalhes sobre s populizagio

=abk 80 apressntadas na Tabela 4. dmostrase do sangus per i fdeion

toram obtidas antes do infoio de asuslogusr berapin.

LR inhagens oxigliares

L. Celulas Danyed i 11nE 1inhagsm e celulas ]

ity

em oulitura com meio conpisto de

Tinfoblastaides, mant id

SRy, OB mM de

t
oy
LE
Py
i

BEPFMI 1449 contendo 18% de soro fetal hovino (F

P-Ditutaming, fomM de HEPES (M-R2eMidroxietiipiperazing-d-@-

deido etanoealfinive? & 48 ngdml de gentamicina,
PLELPLOETulee CTRL D ame Tinhagem de  odlulas T oitobtdeicas muri

fas, SR dependentes, mantids tambdm em ocultura com meio

comp tets de HPFTD 844 contende  B% de FOD & Sxig

2-ME {Hercaptostanol .



R
it
e f

LRREM-32-4a% 0 gma Finhagem de oslaias

meio completo o RPRT

mant ida b oambEm sm ouliburs Ccom

1% de FOE & 5 = 187 M de 2-MEL.

,

Tinhagens CTLL & LEBERM-33-44A% foram fornecidas p#

W, LA,

Ta Dompanhia Imunss,



Tabela i — PACIENTES ESTUDADDS

Pacientes Tdade/ Sexo Dimgndstico

i A17F Carcinoma renzl

2. 54 /F Carcinoma renal

3. A Carcinoma rennl

4. SasmM Carcinoma renal

S A3AF Carcinoma renal

Sa 4377 Carcinoma cervical

7. BSHATF Carcinoma cervical

8. H52/M Carcinoma bhronquiogénico
2. 4 S M Carcinoma bromauiogénico
19, Wi Careinpms brongquiogdnico
if. 540 Carcinoma bronguiogénico
12. B1/M Carcinoma bronguiogénico
13. AR/ Careinoma de colon

14, Y] Carcinomna de colon

15, H53AF Carcinoma de colon

ik, A9 SF Care inoma de bexiga

17 33F Carcinoma da maRR

18, AL/ Carcinoma ds mani

12. 43/F Carcinoma da mama



DLOLPREPARADED PADRED DE -2

Preparaores  bhrubtas de IL-2 forasws
come padrBo nos snsaios de IL-E s Pambdm  pars  meanabengdo s
Tinhagesn O LDTLL. LDsias preparagoes de Lo Forasm feitass

sartir  ds

i

conForme  descrito por Gillis =t oal., {(1978),
células eupléniong de  rato estimgladss Com 20ugSml o
Coancansynl ineg 4 "Con-g", mantidas smomeio de BPMI vontends  TEX
Frg, e incubadas s 3790 em atwmosfers de UX de GOz oo

Gu cdlulne et imuladas foram centr i fugadss n 400G durants 15

e

minutos =« oo sobrensdantess Filtrados en ansnbranas e B, RN

(wilipored, sendn entio gusrdados a AT eatimuiagio mdxima da
CTLL ol obtidas com gssas preparagoss de T2 en dituigrnes de

T4 om 114,

o4 PEODUCED B QUANTIFICED DE IL-4

e cElulas mononuc ieares Foram
oreparadas  por osnteifugacEo an geadiante do dengidade e
FierollHupaaue a parbir  de  alizguotss de 00 ml de sanaug
heparinisado 2 de  acordo oon st ragosss de Bogun C19aE. i

celutas Foram contadas nas AMOET RS

:
B @i WA

o U g
centr i fugassa.

e

fe cotulas  aderentes Foras preparadas st rawes de incuabaciEo de
Wy

epant fas de 4 ief s mt de ecélulas mononuclearss perifédricas {PEMS,

anter lormenta tamladas, em omelo  complsto e HPMI




Pl

e e sy,

contendn 29% FOS, em o placas de pldstico de 94 pocinbos de fundo
chato, & 3790 durants 1 hora.
Ae céeluylas nko amderentes ftoram entio removidss & 2% céElylas

aderents Foran  lavadss cinco veses com meio de culiurs g

aaguen ido. Messs  etaps mais  que  P6% das celules sderidas

demonatraran fagor itoss de particulas de Idtesx.

e

v geluing  aderentes, assin preparadas, forwmm incubadss E&n
sotucio de scatato  de Forbol wmiristalo numa concentragio de
1 pasml o8 1 nofwl, =momeio de RPMI contendo 53X FOE, a IFO0 awm
atmosfers de  SX de 00y, durante 24 g 4B horaw gpos easte

intervalsn de tempo, o sobrenadante ol ooletado & 2% cetulas

Sme e promemiianir it g o P N ot oA s e
POy al PESBsEnead o @NTEg CJOnTHRORE .

& IL-1i Foi determinads nos sobrenadantes
atpaves de ensaio am duss etapas conforms desorito por Billis @
Miwel (3981,
£ primeira etaps consistia da incubzcio  das  amostras  do
sobrenadants das pdlulas aderentes dunio N r2lulas

EREMean-14%,  cdlulas de linfoms murino bipo-T, em placas de  Ha

por inhos.  Fm orespostss oa -1, a linhzoem de ceiulas  produs

Hi

L2 mm omeio contendo btaesbdn Titohsmaglubinina EPHAY. Deate
» " - - . o = i:'

modn, misturas de 20 ! de msio de oulturs, contendo i@ maliglas

de LERM-39 445, Yeal de sobrenadante das oédlulas aderentes e ped

a1 de PHA mums Jilaiofo de 1046, egn csda pocinho de oplag

cipttura, T am incubadas 2 2790 durante 24 horas g 35

sobhrsnadantes coletados,.



S i, spates  sobesnadantess foras

i a

Em
Bl

aubmet dos  w oersaio bhioldgico da JL-2 com célulss DTLL conforme

deacrito e prowimo (tem (2.5, & guant idade de IL-1 na amostea

Ul

dos  sobrenasdantes das cdlulas sderantes foi

N R P . 5 .. . .
R 1E] corrigida para  Ulie7  células sderent

Gt ilizandn  curva  padrio preparads pars sste Fim. I

Fou Feitea porguanto @ suspensio de células  provenisntes

combanha wmais moner itos do gus i cElulas

provenisntes de individuos controles normais, O que regitlibaris

Polat ivsments om omaior ndmero de odfialzss aderentss nos pocinhos

dus placas g culbura.

FLELPRODUCED D QUANTIFICARAD DE IL-2

I3

A1 guotas de 2x16%  PEM Ml preparadas

i3

? o . - K =L P 2 - 5
et P mes fhem 2.4, Foram sstisnuladas com 22109 md e cEluias

2ot

EFRTE aiogfnices ou comn PHA nums concentragsn FTinal de 10180 &

S8 colulzes foram acresoidas om wvolumss de

1188 oup oom
2ed w1 de  meio RPEMLD, contendo 5% de  soro fetal boving  FRE:

e

cultturs de celulas de 946 poninhos. As guliuras

em placss e
foram mant idss s 3790 em atmosfera de B¥ de COp dursnie 24 ou 48
e ms . fw sobrenadantes  forer oolstsdos ¢ sxaminsdos PR

gquant i ficar & prodigio de L2, pelo metodo de Bitlis et. 2l.,

s

{19748

adm amostra de sohrenadante fol disteibuids  em

™

Fesumidament e,

-

duss  dituicSes  sm oplacas de 94 cavidades sn oveolums de 168 i




Joavidads,  wsando  meio BPMIL. Em ssguida, Foram  adioionadas

53

cetaias  DTLL (Au ﬁ”’ra"!ﬁ&é&‘ em volumes de 188 &1 & as placas
Fomm incubadas durante 24 horas ow 2PV em atwosfera de 350 de
A & irradiadas durants 4 horss com 9,50l de DH3IM-timidina
Coam at ividade specifics de S80I /mMol. As células Fiwram
coletadas  sobre  Filbtros  de  Fibra de  wideo (Titertelk, Flow
Lmboratorigs), e a confagem realizads em Contador beta (Beckman
Liguid Sointilliation Sounterd.

Fm ecands ensaio de IL-2 a incorporscio de
rHE por cédiulas D711 s#m respostz a adiglo dos sobrenadantes d#

caiulias  mononuo iears

icas do sangus (PEMY Fol oomparads
ats  controlss  de  uma Fesposta contra preparasgBo  de IL-Z2,
utitizando sndlize de probitos. Kopsrasstyeoh st al., 197570

Ou  resulitados Foram expressos em dunidade de TL-2m1 (WAmld. Em

ambas aw  detsraminsross de fi-1 o= L2, as celualas PEM e

[

5

individuos nporssds foram gsadazs como controle para determingr a
var iab il idads intra-swpor inental. Tanto o PMA como o PHA por 4 1

gias DTLL.

s nEo indur resposts proliferativa das

bl

2L4WGREMOTED DE MOMSCITOD DA% CELULAT MONOMUCLEARES DO SANGUE PE

BIFERTE

e mondcitos  feram removidos pela sz

aderdne iz sm plac de rulturs de odlulas  em  brds  sstigios

conesout ivos. aliguotas de 2 ml das ofiulas PHM (4 16% Arany bdads )

i meio BEPHAD contendo  Zed FOB, foram incubades  mums Pl



foud
i

™ + o . Fd

{Costar, A pauidadest s 23790 durantes 1 hora.s A celulas nRO
aderentes  foram Femovidas 5 oem ossguida intubadas #m oum3 DOvE

ooy idatde durante 4% minutos. Finalments, as  ofluias R

aderentes  foram removidas s incubadas @mo dmB nova cayidads

dursnte 99 minutos. As células nEo aderentes forsm  removidss

Tavadas, g contadss poars soren usadas om
Cosme celuias deponstraran apenss 13 de monar ittons Fagooitioos

de partionias de latex

BOE MARCADDRES CELULARES COM aANTIDDRFOS MONDULONATS

2.7, ANaLIS

Com osets objstiveo foram usados reagsniy
ol rthn Diggnostic  Sustems, Hsritan, M. (T3 ant loorpo
monocional gus  reconhecs Tinfdoitos T omaduros em cdiulas  PBM
T4 anticaorpa  monocianml irg recoanheos sub-populagio 48
Tinddcitoms T auxilisres/indutorss & OKTED anticorpao monos bonal
g s anhsos B gibh-populagio e Tinddc itos
clEobax oo/ SUPrEsar 88 .
dGliquotas  de Erd Y - Huie® cédlulas PRM, foram incubadas Junto
com 20 at de anticorpo monoclonal diluldo 1071€, a AR durants

2o minutos. Gpcos 3 lavegens as celulas foram  mistaradss  com

kA

St
]

imunoglobelinas  de  cabea anti-lg ds camundongo paronda SR

femt der ianato  de  Pluorescsine {(Dnppel Laboratoriss), s 48

£,

durants 50 minutos, lavado & vezes g anslisados o microsedaprio

de Fluoress

.
2R




2.0, INDUCED BE RECEPTOE DE TL-2 £ ARSORCED Da IL-2.

@t {ouotse  de $a8 TindScitossmt Foram et inalados com PHAO nuss

dilaicEs  Final de  1:180 durante 24 horas a 3790 Gphs 2
Tavaaens, @s ceiulas Foram Fixadss oom @,20% de giutaraideidn
fawvadas swagst ivamenie.

Ling mililitre de IL-2 contendo 10 Ufml (IL-2  purificads de
cdlulae  dz Tinhagem Jurkat), foi iscubads duranis 4dh. 2 47 com
107 linddoitos recém oolhidos ou anteriormente gat jmylados
agitando a5 mistura ocasionslmenta.

Terminads i ipcuhagRo, e celulas  Foram remnviidas o

srminads no sabresnadants pelo

L

cenbr i fugag o =y

métado de cdlalanes DTLL, conforme descrito anteriormente.
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L0 WJPRODUCED DE L4 POR OMONGCITOD DE
HOBMGIS.
Com obdetive de medir a concentragio de

g PRM dos pacient £

o=t prodorida por cflinlss adersntes o

chneer ou de individuos norpais, sstas célulass Foram sstingladas
£

em  culftura  oom 19 agiml oo ongsmd e PRA, darants 240 w48

horas  condorme  descorito osm ommaterial g omdbtodos. Dm seguidas o

sobrenadants Fol coletado ¢ submetido 8 téoni de dasagen de

Fam  titwlagoes preliminares de IL-1 Foi
wer i Fioado  gue o ouso de conognteastes de 58 oa 188 ngsml o de PRA
para seb inlar pe células, resultaris &m inibigin na produsio de

teuc ina-i, tanto sm oodlulas de pacisntes com CARNCEr Quanto

ew cdlalas de individuss norssis.
o mesmo modo, hoove dimineicBo na producin de T4 guando @

concentracio de 8,1 nasml de PHA ol utilizada para ssiimular as

H

catulas  aderentss. Portanto, a3 concentragoss de § ongdmloe I8
rasml de PMa Toram abilizadss pels produclo de resultados ot fnos

ey

i

g constantes, tanto 2 oodludass de paoisntes cong 2 w#liatas

dondpres normais. De oaualauer modo, seda gque for a concentragio

spsada de PEA, 8 produgio de cflulaes aderventes de pacisntes  eva

de 2 om 19 verss menos do oogs oem individass normsis.

FEo o resumidos ns

o resgplitados obiid

Tabela & & nz Figura 1, reatitados indicam s baixa



v b jeal j - j ooy “ v R T T g T o guy g wss pe wen gk e e R
FEERE I BT I IS R ¥ 5 grer ploed BE RAD PRI erm C0MW DA L ando o PRy Rass 0mn

valores bt idos  em individugss norsnis. Pels anslises diore

s it adas, Fori obserwado gues du 24 horas de

cElulas, of smondcibtos de todos of frdividuoos de apbos 0 grupoas,

£ o M PO AT
L% e Becorridos 48

e

pariegntes 2 normals, mosbtraram prodoagBo de
Loras  de estinolaelo des odlulng, Foi tambdm verificade que osm
moands itos de apenas B9Y dos  pacientss  mosteasran prodogio

detectivel de JL-1 epnoguento cdlulas de 90% de individuos normsis

Ou  wailores apresentzdos na tabelas 2

B wueE o5 hiveis de b1, produszide monse [tos de

depnnsats

pacientes  oom ofneosr, Toras signifiontivansnte meEnores gue os
produzidos com controlss saaddveis (P=@, 81 nos dois intervalos

e satimaisgEa eatudados {24 g AH  horass: & FES duss

concenteractes  de PHA usadss (0 o5 19 ngr. diferengas Foram

mais  profndnciadsas guando os valorgs de T34 produzidos gram

B [+ . . . . .
g comh unidades /199 celulas adersntes do gus anidadesmd

i X v
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PRODUCAD DE Ii-1 POR MONGDITOS
IRDIVIDUOS NORMAIS ESTIMULADOS COM PMA.
Yalores
IL~-i/individunc.

{ #,81 i Al

Tabela. & D PALRIENTES

apresentados TR méd ia da concentracio de

* P M

Células adsrentes nEo detsrminado.

Conten— 24 h 48 h

tra g g o It~4 ©rvs v 4544 344 S8 2818 £rne e AR e 14m S o OR a4 2EY a6 A7 A9 S S . AT B4 ot 1o oy oy 30y even aren ween 2oen meen tere <ens oo 1o boen St ekt Theh 448 brne

de PHA

{ngsml: des)

@ Usml
/40240

i U ml
Usiedan

1% A ml

U050

(ilnida Normais

(N = 82)

ii1.,214,7
19,824,705

Facientes
(N =423}

14,323,9
’@'aiitiay

i€, 34,4
4,4x%8.,7

Normais
(N o= 7))

ND
ME

14,8523, 1%

ii}?ig;ﬁ*

Pacientes

{M =

14

MO

3
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INDIVIDUOS PACIENTES
NORMAIS COM CANCER

Figura 1 - ProdugBo de IL-1 "in vitro® com PBM de pacientes com
cancer e de individuos normais. As células foram estimuladas conm

19 ng/ml de PMA durante 24 horas.
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SLERLPRODULAD BE IL-2 POR CHLULAD MOMONUCLIDSRED CIRCULANTED DE

EOINDIVIRUGE NORM&ATH

fom ob et v de daterin i e Y

roncentracio  deg LR prodosids por o sdlal e

periférico (PREM! de pacientes ou de individuns normais,

petas cdlulas Forasm estimglades, = oolturas, com apenas célolas

Paudi sipedricas, com ocflulas Daudl Junto com PHA, oo com aspenas

PHE, & concsnbtracio de T

proaduazida o sobrenadante das
vultiuras  foi determinuads pelo uso da Tinhazen CTLL, dependente

de T2, contorme indiosds sn osaterial 2 netodos.

1 resultados obiidos estEo apressntados

Vi

na Figues 20 o8 Tabsls 3. & zndliss dos reseliasdos psrmits
obassrvar = baixs producio de IL-2 por PBM de pacientes, g ado
gomparadas £ 43 individuns  saudiaveis, indepsndentemente  das
combinagiies de estingiantes usados.

Podemss tanbSfam  observar  sue o8 niveis indiwvidusis  de L3
apresentsdoes ne Figuars 2 evidencisram ¢do masso sodo a3 baizs
produgio  de IL-2  sm pacientss  com cAncer  avangsdo  guando

romparsdos com individuns norsais.
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Tabela 3 ~ PRODULAD DE IL-2 POR CELULAS MONONUCLEARES DO BANGUE
PERIFERICD (PBM) DE PACIENTES £ DE INDIVIDUDS NORMAIS
Valores apresentados Como méd ia da concentragio de
fi-2/individuo
# P { &,01
24 hs 458 hs
Fet {fmulo e e o e e e 5 e e e e e e o e i 28 e o s s 0 2 o e e 2 e o e 4 i ot
Normsis Pacigntes Mormais Pacisntes
(o= 1290 (W = 123 (N = #) (M o= 73

Nenbhum { @,61 { @&,81 ¢ G,81 { 8,818
Cél.alogénicas ,144, 8% 4,322,1 3,420,353 1,889,0
Plg @, 4% 11,584,9% A, 2ER 4 FAoixi 1,730,9
PHA 13 PhH, AT, 2% R SC I i4,242,08 B,Er1,5
tdl.alogénicas
-i.
Py &,4% 33,547, 0% 15,1+x4 .7 7.,8+1,7% F,0+4,4
Cél.alogdnicas
'i'

PHAa 11X B335, 4 23,423,222 42,337 ,5%  14,223,2



41

{ i
L ® —
L 1
®
L 1
60 T ‘.. =
3
Qo . eee ~
ng 9
~
=]
ot L 2 1 ]
Ql 40 -
<
<
(&
> o0 O
W - (o} _
| 000
-
£ 8
00
20} s I ]
@]
00
8o
o Ne
e 0 —
o ! i
INDIVIDUOS PACIENTES
NORMAIS COM CANCER
Figuwra 2 - Produgio de IL-2 "in vitro® por células PIM de

pacientes ¢ individuos normais. 88 cdlulas foram estimiladas com

células Daudi junto com PHA a 1% durante 24 horas.



A dimingicio da producio de IL-2 com PBEM
g

de pacientes nido poderis ser atribuida a um atraso no inifcio ds

porguanto as  di Fersness de ssus niveis entrs

BLR B
pacientes e controles nio tem sido alteradas pels nodificagao de
fempo de  smetimsliacio das odlulas sm ooultura {(Tabela.3).  Por

gremplo, @ concentragho de IL-F apds B4 horms de estimolagfo das

1 mt #m

tupins epra de 18,4 A ml oem pacientes &0 de
individups oontroles &, apos AR horas, srs de 3,60 UAiml oen

e

pacisntes = 7,8 i ml oesm controles. Entretanto, & pre- cincubagbo

das células PEM com o estimulante durante 1 hora oo 18 horas nao

siteros as  diferengas  de produsEo de L gntrg  pacisntes g

individuns controles,

S0, AMNALISE DAD SUBPOPULACIES DE LINFSCITOS T

i alauns super inent o, UHBE O
gipivalentes de linafdeoitos T de pacisntes & controles foram
preparados  atraves de  forsagEoe de rosebas {(Fwroaettingl &

camo descr it anteriormente. & prodocio de L2 por

relulas de pacientes sra muito suprimida, com 2,1 Usml comparads
com LE,E Weml oem odiulas de individuos norasis.

1 Baixo sl de IL-2 prodazido por
celulas de paoientss oo cincer obssevado nsete trabaliho poderia
agitos ¥

B prplicado pela  diminuiglc de ndmero  de  Tind

sradutores de 2. de Wagner & Hollingho#d (4978 am
H 3 k&

ramundongos indigaram qaue 5 c£luls produtors de L2 possui s



43

& o

Fendtipo  de T ausxiliadora (Thy, Mo homesm, cdlulas T (OET4+)

produazemn XRTT Fabor mitogBnicon semethante (Palagios &

céinlas T onm

sippponntag s

Mot ler, i98ler, & andllss
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Tabhels 4 — PRODUCED DE IL-2 POR CelULAS PRM DE PACIENTES COM T
AUXILTIARES DIMINUIDAS OU NORMALIS
Valores apresentados como meédiasindividuo
Relagio de L2 {U/ml)
Doadores CElulas ot e e o St 4 2 . e e o o e 7 0 e 2
OKTA/GKTE Media Limites
Méd i arhpP

Parcientes coOm (iminufda)? 22,8 1238

cAnecer (N= 16) { { 1,643

1
L3
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cinoer {N= 5) (4,4 + 2,83

Controles normais (1,7 + 2,5 A, 1 43569

(M= B
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Tabela 5 - EFEITO DA IL-1 SOBRE & PRODUCED DE IL-2 POR  CéLLLAS
PEM  DE  PACIENTES COM CANCER E DE INDIVIDUOS NORMAIS. A fL-i
humana purificada foi adicionada nas culturas numa concantracio
de 12 U/wl; ceélulas PBM foram co-oultivadas com células (Daudi)
alogénicas & PHA durante 24 horas; cada valor apresentado indics
resultados em doadores diferentes.
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Tabela. & -~ COMPARAGED DE RECEPTORES PARA IL~2 EM LINFOCITOS
ATIVADOS COM PHA  EM PACIENTES COM CANCER E DOADDRES NORMAILS

Linfdcitos recém~colhidos de pacientes com cincer ¢ de dosdores
nfo  absorvem [L-2; lTinfdoitos quando tratados com PHA, no final
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PEM provenisntes de dois pacientes.
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Tabela—~ 7 PRODUCED DE DE IL-2 POR CELULAS MONONUCLEARES DO
SANGUE PERIF=SRICO (PBHM), DEPLETADAS DE MONOCITOS.
A cdliulas PREM, foram sstimuladas com células alogénicas  Jjunto

com PHA (1:468) durante 24 horas

IL-2 {U/ml)

Controles normais Pacientes comn cdncer

Euper inento eee s s s i 4 e 1 et e et e o e s et e S 2 e bt o e e 2 o
Hilmero PEM FBM depletadas PiM PEM depletadas
de mondcitos de mondoitos
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