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RESUMO 

 

Estudos em humanos são limitados por questões éticas e técnicas. Dessa forma, o uso 

de camundongos como modelos in vivo e ex vivo, tem proporcionado grandes avanços nas 

pesquisas, porém ainda não são o suficiente. Assim, o desenvolvimento de camundongos 

humanizados (hu-camundongos) e sua utilização se faz relevante onde não há outro modelo 

animal adequado disponível para a pesquisa. Hu-camundongos são definidos como 

camundongos reconstituídos com células ou tecidos de origem humana e representam uma 

inovadora ferramenta de estudo in vivo do papel exercido pelo sistema imune humano durante 

a fisiopatologia de diferentes condições, assim como uma nova abordagem para o estudo da 

resposta imune humana com potencial translacional e avaliação de novos alvos terapêuticos, 

principalmente no que concerne a patógenos cujo tropismo é exclusivo das células humanas, 

como é o caso do vírus da dengue.   

 Assim sendo, o objetivo desse estudo foi estabelecer um modelo de sistema imune 

humano em camundongos NOD-scid IL-2Rγnull (NSG) para avaliação de novos alvos 

terapêuticos contra a dengue. Para tanto, foram testadas e avaliadas três diferentes fontes de 

células humanas para humanização dos animais: 1) células tronco progenitoras CD34+ 

provenientes de fígado fetal humano; 2) células tronco progenitoras CD34+ provenientes de 

bolsa de leucoaférese enriquecida com GM-CSF (fator estimulador de colônias de granulócitos 

e macrófagos) e, 3) PBMC (células mononucleares do sangue periférico) humano de doadores 

saudáveis e seus respectivos controles não injetados. As duas primeiras estratégias não 

resultaram em resultados satisfatórios, o que inviabilizou a continuidade dos experimentos. 

Assim, a próxima fonte de células foi PBMC’s humanos e, com este modelo, seguimos com os 

experimentos. Os animais NSG foram injetados com PBMC’s e a presença de células humanas 

no sangue periférico dos animais foi avaliada semanalmente através de citometria de fluxo. 

Nossos resultados demonstram que os animais enxertados com PBMC’s humanos apresentaram 

um percentual médio de reconstituição de células humanas CD45+ superior a 40%, critério 

utilizado para considerarmos a humanização satisfatória. A avaliação foi feita no sangue, baço 

e fígado e as células T foram o tipo celular predominantes encontrados nesses sítios. A avaliação 

histopatológica do fígado demonstrou um recrutamento celular composto por células humanas. 

Além disso, nossos dados demonstraram que a humanização a partir de PBMC’s não foi 

associada a perda de peso, morte ou alterações nos parâmetros sanguíneos dos animais. Uma 

vez atingida a frequência média de 40% de células humanas circulantes, os camundongos 



 

 

humanizados, doravante chamados hu-camundongos, foram infectados por DENV-2 (dengue 

vírus-2) e acompanhados os parâmetros inflamatórios, histopatológicos, hematológicos e 

clínicos. A infecção dos hu-camundongos não foi associada a perda de peso ou morte. No 

entanto, a avaliação dos parâmetros sanguíneos demonstrou que houve uma diminuição de 

monócitos e aumento de plaquetas no sangue dos animais infectados quando comparados aos 

não infectados. Entretanto, não houve diferença significativa no percentual de hematócrito e 

nos níveis circulantes de linfócitos e neutrófilos em relação aos grupos infectados versus não 

infectados. Adicionalmente, foi possível observar aumento na produção de INFγ (interferon 

gama) somente nas células TCD4 do baço dos humanizados animais infectados. Os parâmetros 

histopatológicos avaliados revelaram que houve um recrutamento de células para o tecido e que 

essas células eram humanas. De modo geral, tal modelo parece ser uma boa estratégia para 

avaliação de novos alvos terapêuticos contra doenças virais com tropismo por células humanas, 

em especial, linfócitos humanos, e será mais explorado em nosso laboratório futuramente, 

podendo expandir nossas investigações para teste de outros patógenos com tropismo por células 

humanas. 

 

Palavras-chave: Camundongos humanizados, dengue, patogênese, novas terapias 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Human studies are limited by ethical and technical issues. Thus, the use of mice as in 

vivo and ex vivo models has provided great advances in research, but they are still not enough. 

Thus, the development of humanized mice (hu-mice) and their use becomes relevant where 

there is no other suitable animal model available for research. Hu-mice are defined as mice 

reconstituted with cells or tissues of human origin and represent an innovative in vivo study 

tool of the role played by the human immune system during the pathophysiology of different 

conditions, as well as a new approach to the study of the human immune response with 

translational potential and evaluation of new therapeutic targets, especially regarding to 

pathogens whose tropism is exclusive to human cells, such as the dengue virus. 

Therefore, the aim of this study was to establish a human immune system model in 

NOD-scid IL-2Rγnull (NSG) mice to evaluate new therapeutic targets against dengue. Therefore, 

three different sources of human cells for the humanization of animals were tested and 

evaluated: 1) CD34+ progenitor stem cells from human fetal liver; 2) CD34+ progenitor stem 

cells from a leukopheresis pouch enriched with GM-CSF (granulocyte and macrophage colony 

stimulating factor) and 3) human PBMC (peripheral blood mononuclear cells) from healthy 

donors and their respective non-injected controls. The first two strategies did not result in 

satisfactory results, which made the continuation of the experiments unfeasible. Thus, the next 

source of cells was human PBMC's and, with this model, we continued with the experiments. 

NSG animals were injected with PBMC's and the presence of human cells in the animals' 

peripheral blood was evaluated weekly by flow cytometry. Our results demonstrate that animals 

grafted with human PBMC’s presented an average percentage of human CD45+ cell 

reconstitution higher than 40%, a criterion used to consider humanization satisfactory. The 

evaluation was done in blood, spleen and liver and T cells were the predominant cell type found 

in these sites. Histopathological evaluation of the liver demonstrated a cell recruitment 

composed of human cells. Furthermore, our data demonstrated that humanization from PBMC's 

was not associated with weight loss, death or changes in blood parameters of animals. Once the 

average frequency of 40% of circulating human cells was reached, the humanized mice, 

hereinafter called hu-mice, were infected by DENV-2 (dengue virus-2) and the inflammatory, 

histopathological, hematological and clinical parameters were monitored. Infection of mice hu 

was not associated with weight loss or death. However, the evaluation of blood parameters 

showed that there was a decrease in monocytes and an increase in platelets in the blood of 

infected animals when compared to non-infected ones. However, there was no significant 



 

 

difference in the percentage of hematocrit and circulating levels of lymphocytes and neutrophils 

in relation to the infected versus non-infected groups. Additionally, it was possible to observe 

an increase in the production of INFγ (interferon gamma) only in the TCD4 cells of the spleen 

of humanized infected animals. The evaluated histopathological parameters revealed that there 

was a recruitment of cells to the tissue and that these cells were human. In general, this model 

seems to be a good strategy for evaluating new therapeutic targets against viral diseases with 

tropism for human cells, in particular human lymphocytes, and will be further explored in our 

laboratory in the future, which may expand our investigations to test other pathogens with 

tropism for human cells. 

 

Keywords: Humanized mice, dengue, pathogenesis, new therapies 
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1. INTRODUÇÃO  

 

A ciência é feita de observação, experimentação e resultados. A observação de uma 

situação pode levar a uma conclusão, porém, para se conhecer os mecanismos intrínsecos, se 

aprofundar e obter resultados, deve-se experimentar (BERNARD, 1957).  

Animais têm sido utilizados como sujeitos experimentais em pesquisas, testes e 

educação desde a antiguidade (GOLDIM; RAYMUNDO, 1997, STEPHENS; GOLDBERG; 

ROWAN, 2001). Um dos primeiros estudos utilizando modelos animais para a avaliação de 

doenças humanas data do século 18, quando Pasteur inoculou o líquido da medula espinal de 

cães e coelhos portadores do vírus da raiva – Rabies vírus – em animais saudáveis e, 

posteriormente em humanos, dando início à nova era da imunologia (GOUVEIA-MATOS, 

1997; FAGUNDES; TAHA, 2004). Somente em 1876, no Reino Unido, a primeira lei a 

regulamentar o uso de animais em pesquisas foi proposta (GUIMARÃES; FREIRE; 

MENEZES, 2016, GOLDIM; RAYMUNDO, 1997). Durante as últimas décadas, o uso de 

animais vem sendo bastante debatido entre ativistas, organizações de proteção aos animais e 

cientistas (MATTHIESSEN; LUCARONI; SACHEZ, 2003). Em 1959, William Russell e Rex 

Burch, zoologista e microbiologista respectivamente, propuseram em seu livro “The Principles 

of Humane Experimental Technique”, o modelo dos 3R’s na pesquisa com animais: Replace, 

Reduce e Refine (substituir, reduzir e aperfeiçoar), o que não impedia a pesquisa com animais, 

apenas sugeria a adequação no sentido de aprimorá-la (GUIMARÃES; FREIRE; MENEZES, 

2016, GOLDIM; RAYMUNDO, 1997). Tais termos significam, de forma simplificada, a busca 

de métodos alternativos in vitro, a redução dos animais utilizados nas pesquisas, e o 

aperfeiçoamento na condução do estudo (CAZARIN; CORRÊA; ZAMBRONE, 2004). No 

Brasil, em 2008, a Lei 11.794, também conhecida como Lei AROUCA foi criada e estabeleceu 

normas e diretrizes quanto a experimentação animal, determinando a adoção de práticas de 

pesquisa que respeitassem o bem-estar dos animais e de forma a protegê-los de experimentos e 

sofrimentos desnecessários, representando um grande avanço na legislação brasileira sobre o 

uso de animais para fins científicos (REGIS; CORNELIS, 2012, GUIMARÃES; FREIRE; 

MENEZES, 2016).  

Apesar das tentativas de se empregar o modelo dos 3R’s, reduzindo, substituindo e 

aprimorando, o modelo animal ainda é necessário, sendo amplamente utilizado na pesquisa 

básica e em praticamente todos os ramos da pesquisa científica biológica (LEGRAND et al., 

2009, DRAKE; CHEN; CHEN, 2012, SCHANAIDER; SILVA, 2004, REGIS; CORNELIS, 
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2012), favorecendo o entendimento de diversos processos biológicos, fisiológicos e patológicos 

humanos que necessitam uma análise em sistemas in vitro e in vivo (LAN et al., 2006, 

SHULTZ; ISHIKAWA; GREINER, 2007) pois, estudos em humanos são limitados por 

questões éticas e técnicas (DAVIS, 2012; LEGRAND; WEIJER; SPITS, 2006).  

O modelo murino vem sendo frequentemente utilizado devido ao pequeno porte, baixo 

custo, facilidade de realização de mutações genéticas, facilidade de manutenção e manuseio, 

além do curto ciclo reprodutivo (WALSH et al., 2017, HUEY; NIEWIESK, 2018). No entanto, 

apesar de importantes resultados na pesquisa a partir desse modelo, as diferenças evolutivas e 

biológicas entre humanos e murinos são lacunas que ainda existem e necessitam ser preenchidas 

na translação dos resultados obtidos no laboratório para a clínica como, por exemplo, diferenças 

em diversos receptores, como a falta do receptor do tipo Toll-10 (TLR-10 – Toll-like receptor 

10) funcional em camundongos e a expressão de TLR-11, TLR-12 e TLR-13 presentes em 

camundongos e ausentes em  humanos (WALSH et al., 2017; AKKINA, 2013).  

Como estratégia para o preenchimento dessas lacunas, surgiram os camundongos 

humanizados ou hu-camundongos. Tratam-se de camundongos reconstituídos com células ou 

tecidos de origem humana os quais foram desenvolvidos a partir da necessidade de se obter 

ferramentas capazes de reproduzir de forma mais fidedigna condições fisiológicas e patológicas 

humanas (JAISWAL et al., 2009; DRAKE; CHEN; CHEN, 2012; LEGRAND et al., 2009), 

bem como permitir a avaliação de potenciais alvos terapêuticos contra diversas doenças de 

importância médica, a saber câncer (HER et al. 2017; ITO et al. 2009; MERAZ et al. 2018), 

doenças autoimunes (GUNAWAN et al. 2017; YOUNG et al. 2015; ZAYOUD et al. 2013), 

doença do enxerto versus hospedeiro – GvHD (KING et al. 2008; TOBIN et al. 2013; ZHAO 

et al. 2015) e doenças infecciosas (AMALADOSS et al. 2015; FRIAS-STAHELI et al. 2014; 

KENG et al. 2015, JAISWAL et al., 2009; DRAKE; CHEN; CHEN, 2012; LEGRAND et al., 

2009). 

Dessa forma, os modelos de hu-camundongos representam uma inovadora e viável 

ferramenta de estudo, in vivo, do papel exercido pelo sistema imune humano durante a 

fisiopatologia de diferentes condições, principalmente no que concerne a patógenos cujo 

tropismo é exclusivo das células de linhagem humana (eg. HIV, Dengue, HCV, plasmodium 

falciparum entre outros) (AKKINA, 2013; COSTA et al., 2017; CHEN et al., 2014; LEGRAND 

et al., 2009; SRIDHARAN et al., 2013; THOMAS et al., 2016; WANG et al., 2015).  

Assim, o presente trabalho buscou estabelecer modelos de hu-camundongos a partir da 

injeção de células humanas de diferentes fontes (fígado fetal, bolsa de leucoaférese, cordão 

umbilical e/ou células mononucleares de sangue periférico (PBMC) gerando um modelo in vivo 



20 

 

 

o qual poderá ser utilizado para se estudar mecanismos celulares e moleculares da resposta 

inflamatória de doenças infecciosas que, no caso deste trabalho, terá como alvo o modelo de 

infecção pelo vírus da dengue. 

2. CAMUNDONGOS IMUNODEFICIENTES 

A evolução gradual das linhagens de camundongos imunodeficientes permitiu a geração 

de modelos humanizados mais complexos (AKKINA, 2013) e, desde então, pesquisadores 

procuram desenvolver e aprimorar um modelo murino que mimetize de maneira fidedigna o 

funcionamento celular do sistema imune humano, envolvendo componentes estruturais, 

moleculares e celulares, após o enxerto bem-sucedido com células e/ou tecidos primários de 

origem humana (ITO et al., 2002; BREHM et al., 2016).  

A partir da descrição do camundongo nude por Flanagan (1966), células e tecidos 

humanos funcionais vêm sendo extensivamente estudados (BREHM et al. 2010, ITO et al. 

2008). Esses animais possuem um gene recessivo FOXN1, localizado no cromossomo 11 e 

animais homozigotos para esse gene apresentam o fenótipo de falta de pelos (SZADVARI et 

al. 2016). Adicionalmente, camundongos nude apresentam ausência ou falha no 

desenvolvimento do timo, o que resulta em um sistema imune comprometido, com redução de 

células T (MECKLENBURG et al. 2005, SZADVARI et al. 2016). Entretanto, esses animais 

ainda apresentam células NK e macrófagos, sendo capazes de desenvolver uma rápida resposta 

imune inata contra o enxerto humano. Sendo assim, não são permissivos a uma reconstituição 

duradoura de células humanas (AKKINA, 2013). No entanto, a identificação desse animal 

contribuiu para o início do desenvolvimento de um modelo murino mais eficaz na pesquisa de 

doenças humanas (ITO et al. 2002), sendo utilizado para estudos sobre câncer de cólon 

(KOOSHA et al. 2019, SZADVARI et al. 2016), e câncer gástrico (QIAO et al. 2019). 

Em seguida, a linhagem de camundongos NOD (non obese diabetic – diabético não 

obeso), estabelecida por Makino et al. (1980) representou mais um avanço em direção ao 

aprimoramento de um modelo animal que melhor suportasse o enxerto de células e tecidos 

humanos. Animais NOD desenvolvem diabetes espontânea e súbitamente, apresentando 

hiperglicemia (elevação da glicose no sangue), poliúria (alta frequência urinária) e glicosúria 

(presença de glicose na urina) acompanhadas de perda de peso, assim como defeitos na 

apresentação de antígeno, no repertório de linfócitos e na função de células NK (MAKINO et 

al. 1980, KIKUTANE; MAKINO, 1992, ZENG, 2017). A descrição desse modelo permitiu o 

estudo e o entendimento da patogênese e da genética do Diabetes mellitus fornecendo 

estratégias direcionadas para terapias, controle e tratamento dessa doença. Importante ressaltar 
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que células NK fazem parte do sistema imune inato e respondem rapidamente à infecção 

(KATAOKA et al. 1983).  

Posteriormente, Bosma e colaboradores (1983) identificaram em uma linhagem de 

camundongos C.B-17, uma mutação herdável e sob controle do gene recessivo PRKDC 

(Protein Kinase, DNA-Activated, Catalytic Subunit – subunidade catalítica da proteína quinase 

ativada pelo DNA) e observaram que PBMC’s humanos, tecidos hematopoiéticos fetais e 

células tronco hematopoiéticas (CTH) poderiam ser então enxertados nesses animais. Essa 

mutação foi identificada como SCID (do inglês Severe Combined Immunodeficiency – 

Imunodeficiência Combinada Severa). Camundongos que portam essa mutação apresentam 

defeito no reparo do DNA devido à mutação no gene PRKDC e, portanto, deficientes no 

rearranjo do receptor de células T e B resultando em células não funcionais, contribuindo para 

o sucesso de enxertos alogênicos ou xenogênicos (ZHANG; DUAN; ZHAO, 2009, McCUNNE 

et al. 1988; ITO et al. 2002, SHULTZ; ISHIKAWA; GREINER, 2007). No entanto, o enxerto 

ocorre em apenas um nível muito baixo por ainda apresentarem imunidade residual, incluindo 

células NK, macrófagos e granulócitos (HESSELTON et al. 1995, ZHANG; DUAN; ZHAO, 

2009; PEARSON, GREINER, SHULTZ, 2008, SHULTZ; ISHIKAWA; GREINER, 2007).  

Para desenvolver uma linhagem de camundongos imunodeficientes com múltiplos 

defeitos na imunidade adaptativa e inata, animais que portavam mutação SCID foram cruzados 

com o background NOD, resultando em um modelo NOD/SCID cujas funções das células T e 

B apresentavam defeitos (GREINER et al. 1995) e suportavam níveis mais altos de enxerto de 

PBMC’s (HESSELTON et al. 1995). No entanto, a presença de macrófagos e atividade residual 

de células NK, combinada com uma vida útil reduzida devido ao desenvolvimento de linfomas 

no timo, limitava a utilidade deste modelo, podendo interferir na eficiência do enxerto 

(AKKINA, 2013; HESSELTON et al. 1995, KING et al. 2008, ITO et al. 2002).  

O maior avanço no desenvolvimento de um modelo que permitisse o enxerto bem-

sucedido de células e/ou tecidos humanos, capaz de suportar a reconstituição de níveis mais 

elevados de células hematopoiéticas humanas do que o modelo anterior – NOD/SCID – ocorreu 

quando, para eliminar geneticamente a atividade das células NK, uma mutação completa do 

gene da cadeia gama comum do receptor de citocina IL-2 (IL-2Rγc) foi introduzida no modelo 

NOS/SCID (SHULTZ et al. 2010, PEARSON, GREINER, SHULTZ, 2008; AKKINA, 2013). 

Esse gene codifica componentes de sinalização essenciais para a ação de várias citocinas, tais 

como IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15, IL-21 (AKKINA, 2013; SCHULTZ et al. 2007; ITO et al. 

2008; ANDRE et al. 2010). A interrupção da sinalização dessas citocinas impede o 
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desenvolvimento das células NK, permitindo um maior e mais bem sucedido enxerto de células 

e tecidos humanos (AKKINA, 2013).  

A esses animais, foi dada a descrição NOD/SCID/IL-2rγnull (NSG) portanto, animais 

extremamente imunodeficientes, não possuindo linfócitos T, linfócitos B, células NK além de 

defeitos funcionais na atividade de macrófagos e na função das células dendríticas 

(NAGATANI et al. 2019). Após o enxerto com células humanas, dependendo da origem dessas 

células, os camundongos NSG permitem a expansão de células do sistema imunológico humano 

em várias linhagens e são uma plataforma validada para estudos imuno-oncológicos (ITO et al. 

2009) e pesquisa de doenças infecciosas (FOMIN et al. 2017, SHULTZ et al., 2010). Esse 

modelo representou um salto tecnológico na geração de animais imunodeficientes capazes de 

suportar a reconstituição de células humanas (PEARSON, GREINER, SHULTZ, 2008). No 

entanto, a ocorrência do fenômeno de GvHD é uma complicação comumente presente após a 

humanização e potencialmente letal que precisa ser evitada nestes animais (ALI et al., 2012). 

O desenvolvimento de GvHD nos hu-camundongos é dependente da xeno-reatividade de 

células humanas com moléculas do complexo principal de histocompatibilidade de classe I e 

classe II (MHC I e II) do hospedeiro (ALI et al., 2012; KING et al., 2009). Animais que 

desenvolvem GvHD apresentam sinais clínicos como erupção cutânea (AZEVEDO, 2010) 

perda de peso, eriçamento de pelos, arqueamento de dorso, diarreia, anemia, trombocitopenia, 

culminando em altos níveis de mortalidade (ALI et al. 2012, KING et al., 2009).  

Em contrapartida, o sucesso da reconstituição do tecido humano está associado ao 

suporte apropriado de fatores do hospedeiro (citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento) 

os quais favorecem a reconstituição das células e/ou tecidos enxertados no correto 

microambiente tecidual (LEGRAND et al., 2009; CHEN; KHOURY; CHEN, 2009).  Somado 

a isso, estudos utilizando camundongos humanizados sugerem a ablação da medula através de 

irradiação na tentativa de criar um nicho para que as células progenitoras hematopoiéticas 

transplantadas possam reconstituir o sistema imune recém enxertado (COVASSIN et al. 2013, 

COSTA et al. 2017, REIS, VISENTAINER, 2004). 

Algumas doenças humanas as quais a ausência de tratamento específico e o incompleto 

conhecimento sobre sua patogênese impõem grandes desafios aos sistemas de saúde, vêm sendo 

estudadas extensivamente em animais NSG humanizados. Dentre elas, podem ser citadas: HIV 

(BRAINARD et al. 2009), algumas arboviroses (COX et al. 2015), doenças autoimunes 

(GUNAWAN et al. 2017), certos tipos de câncer (HER et al. 2017), GvHD (ZHAO et al. 2015) 

dentre outras (WALSH et al., 2017; BREHM; SHULTZ; GREINER, 2010, SHULTZ; 
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A hematopoiese normal é organizada de maneira hierárquica a partir de uma pequena população de 

células tronco hematopoiéticas. Estas células dão origem a linhagens progenitoras capazes de proliferar 
e diferenciar em diferentes linhagens celulares. LTC-IC (long-term colony-initiating cell), CFC (colony-

forming cells). Adaptado de Corey et al. (2007). 

 

Como um dos principais marcadores antigênicos da população de células tronco 

hematopoiéticas, pode-se citar o CD34, uma fosfoglicoproteína transmembrana, presente em 

células progenitoras hematopoiéticas imaturas (SIDNEY et al. 2014) que, por sua vez, têm a 

capacidade de auto renovação e alto potencial proliferativo, o que possibilita sua diferenciação 

em linhagens celulares maduras (GROTTO; NORONHA, 2003, YAMAMOTO et al. 2013). 

Tal capacidade faz das células progenitoras, alvos de interesse para estudos em terapias gênicas 

e celulares (NOTTA et al. 2011). A função de CD34 está ligada inibição ou facilitação da 

adesão, proliferação celular e regulação da diferenciação (SIDNEY et al. 2014).  

3.2 Fígado fetal humano 

O fígado é um importante órgão composto por diferentes populações de células imunes 

com maior proporção de células inatas incluindo células NK, macrófagos e células dendríticas, 

as quais apresentam importante papel nas respostas imunes (GUO et al. 2018). Durante o 

desenvolvimento pré-natal, uma das principais fontes de células progenitoras CD34+ é o fígado 

fetal, sendo o principal nicho hematopoiético no feto até o sexto mês de gestação (FOMIN et 

al. 2017, GAO; LIU, 2018, GUO et al., 2018), se tornando um importante órgão imune em 

adultos (NAKAGAKI et al. 2018). Com base na sua grande capacidade de expansão ex vivo, 

assim como no seu potencial de diferenciação, as células tronco progenitoras CD34+ podem ser 

vistas como ferramentas úteis no desenvolvimento de hu-camundongos para o estudo de 

doenças infecciosas humanas (NAKAGAKI et al. 2018). O transplante de células CD34+ 

provenientes de fígado fetal humano resulta, de forma confiável, no desenvolvimento de células 

T, B, NK, macrófagos e células dendríticas humanas (BILLERBECK et al. 2016, DUAN et al. 

2011, CHEN et al. 2009). 

Em 1990, Golfier e colaboradores sugeriram que, independentemente da idade 

gestacional, parece não haver diferenças significativas no número de células progenitoras totais, 

sugerindo que a expansão de células progenitoras no fígado atinja um platô após a décima sexta 

semana de gestação.  No entanto, estudos recentes demonstram que células progenitoras 

provenientes de fígado fetal com idades variando de 18 a 24 semanas apresentam níveis 

elevados de CD34+ (DUAN et al. 2011, GUO et al. 2018, LAN et al. 2018) e vêm sendo 

bastante utilizadas para a construção de hu-camundongos com o objetivo de pesquisar sobre o 
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desenvolvimento de células imunes humanas (MELKUS et al. 2006), doenças virais (MELKUS 

et al. 2006), HIV (DENTON et al. 2008), EBV (MELKUS et al. 2006). O uso dessa fonte tem 

crescido devido à abundância de células obtidas a partir de uma única amostra (80 a 280 milhões 

de células CD34+) (DRAKE, CHEN, CHEN, 2012). 

Por fim, animais humanizados com células progenitoras de fígado fetal humano 

demonstram alta proporção de células humanas CD45+ não só no sangue periférico (85%) 

(DRAKE, CHEN, CHEN, 2012), mas também no baço, e linfonodos (GONZALES, STRBO, 

PODACK, 2013). 

3.3 Bolsa de leucoaférese 

A aférese é um termo amplo, aplicável a qualquer procedimento que envolva a remoção 

do sangue total do doador/paciente e sua separação em componentes. Portanto, através da 

aférese é possível retirar do sangue apenas os componentes de interesse. Submetido à 

centrifugação, o sangue é separado em seus componentes primários: plasma (plasmaférese), 

plaquetas (plaquetaférese), glóbulos brancos (leucoaférese) e glóbulos vermelhos 

(eritroaférese). O restante do sangue é, então, devolvido ao doador/paciente (CASTILLO, 

2018). Bastante utilizada na clínica, a leucoaférese é uma forma efetiva para evitar a 

hiperleucocitose (glóbulos brancos acima de 100.000/µL de sangue), reduzindo o número de 

leucócitos circulantes para prevenir hiperviscosidade em casos de leucemia (VILLGRAN et al. 

2016).  

Em estudo conduzido por André e colaboradores (2010), o transplante de células 

progenitoras CD34+ provenientes de bolsas de leucoaférese em camundongos NSG 

suplementado com a citocina IL-7 humana, demonstrou enxerto robusto e diferenciação em 

múltiplas linhagens celulares, incluindo células NK e linfócitos, sendo a maior parte dos 

linfócitos T do tipo CD4 e, em menor número, CD8. Shultz e colaboradores (2005) verificaram 

a reconstituição de células CD45+ humanas na medula dos camundongos NSG, incluindo 

linfócitos B, células NK, células mieloides e células dendríticas plasmocitóides.  

Uma grande vantagem no uso de células progenitoras CD34+ mobilizadas por 

leucoaférese é a possibilidade de usar informações médicas dos doadores no estudo da genética 

de doenças específicas (DRAKE, CHEN, CHEN, 2012). No entanto, a qualidade da 

reconstituição varia baseado na idade do animal a ser transplantado e outros fatores clínicos do 

doador, assim como a natureza invasiva do procedimento de coleta das células limita a 

aprovação desse protocolo tendo em vista outros métodos menos invasivos (DRAKE, CHEN, 

CHEN, 2012). 
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3.4 Células mononucleares do sangue periférico – PBMC  

O sangue é um dos tecidos com maior capacidade regenerativa, com aproximadamente 

um trilhão (1012) de células surgindo diariamente na medula óssea de um humano adulto 

(DOULATOV et al., 2012).  

Células mononucleares do sangue periférico (do inglês peripheral blood mononuclear 

cells – PBMC) compreendem os linfócitos (células B, células T e células NK), monócitos e 

células dendríticas, e são o material biológico humano mais prontamente acessível, além de 

uma importante fonte para elucidar novos biomarcadores da resposta imune em seres humanos. 

Adicionalmente, as células mononucleares são importantes no processo da infecção e 

apresentação antigênica (CAIMARI et al. 2010). A reconstituição com PBMC’s é o método 

mais simples para o desenvolvimento de camundongos humanizados, por ser um método de 

fácil obtenção e processamento relativamente simples, porém, não são células progenitoras, ou 

seja, não se diferenciam em outros subtipos celulares.  

A falta de um sistema imune murino intacto facilita a reconstituição temporária das 

células humanas, particularmente altos níveis linfócitos humanos funcionais, em todos os 

órgãos (SKELTON et al., 2018). O modelo hu-PBMC também permite o enxerto de baixos 

níveis de linfócitos B, porém sem produção de anticorpos. No entanto, esse modelo não permite 

a diferenciação hematopoiética em outros subtipos celulares, especialmente componentes da 

imunidade inata, uma vez que as células injetadas já se encontram diferenciadas (AKKINA, 

2013). Por fim, células T humanas injetadas podem ser rapidamente ativadas à medida que 

reconhecem as células murinas, levando ao desenvolvimento de GvHD, tornando este modelo 

adequado para estudos de doenças humanas com curta janela experimental (4-8 semanas) 

(BREHM et al. 2012, SKELTON et al., 2018).  

4. CAMUNDONGOS HUMANIZADOS 

Alguns patógenos humanos são incapazes de infectar pequenos animais, limitando as 

pesquisas a animais cuja genética é mais próxima à dos humanos, como os primatas não 

humanos (PNH), ou a estudos observacionais (BILLERBECK et al. 2016). Assim, cientistas 

buscam um modelo animal que mimetize de maneira mais fidedigna a biologia humana na 

tentativa de ampliar os conhecimentos e avançar na pesquisa para a translação para a clínica 

(BREHM et al. 2016). 

Hu-camundongos como modelos pré-clínicos para o estudo in vivo das células e tecidos 

humanos vêm sendo desenvolvidos há alguns anos (BREHM; SHULTZ; GREINER, 2010) e 
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são ferramentas importantes para o estudo da biologia humana (LEPUS et al., 2009). Dessa 

forma, hu-camundongos podem ser entendidos como modelos biológicos construídos e/ou 

manipulados para a representação de respostas imunes humanas e oferecem grandes vantagens 

no estudo de vários patógenos humanos (BISCHUR, 2008; AKKINA, 2013). Adicionalmente, 

podem ser classificados como camundongos de linhagens imunocompetentes geneticamente 

modificados expressando genes humanos ou camundongos imunodeficientes enxertados com 

células ou tecidos de origem humana hematopoiéticas e linfoides (PEARSON; GREINER; 

SHULTZ, 2008; BREHM; SHULTZ; GREINER, 2010; DRAKE; CHEN; CHEN, 2012). 

Importante ressaltar que as diferenças entre o sistema imune do animal e as respostas do 

hospedeiro durante a infecção devem ser levadas em consideração (ST. JOHN, ABRAHAM, 

GUBLER, 2013).   

Neste contexto, múltiplas plataformas e abordagens para o enxerto de sistemas 

imunológicos humanos para gerar hu-camundongos têm sido propostas como demonstrado na 

Tabela 1 abaixo. 

 

Tabela 1: Estratégias para humanização de camundongos NSG. 

Abordagem Método Animais Vantagens Desvantag

ens 

Aplicações Referência 

Células 

progenitoras 

CD34+ 

provenientes 

de fígado 

fetal. 

Injeção i.v. 

de células 

CD34+   

Animais 

adultos (6-

8 semanas) 

ou 

neonatos 

(24-36 

horas). 

Permite a 

diferenciaçã

o em vários 

tipos 

celulares T, 

B, NK, 

neutrófilos, 

macrófagos, 

dendríticas) 

Questões 

éticas e 

dificuldade 

na 

aquisição 

de 

amostras 

humanas. 

Pode 

necessitar 

irradiação 

prévia ao 

enxerto. 

 

HIV,  

Dengue, 

Doenças 

autoimune

s 

COVASSIN 

et al. 2013; 

BRAINARD 

et al. 2009; 

CUI et al. 

2017; 

GUNAWAN 

et al. 2017. 

Células 

progenitoras 

CD34+ 

provenientes 

de sangue de 

Injeção i.v. 

de células 

CD34+ 

Animais 

jovens (2 

semanas), 

adultos (8-

Permite a 

diferenciaçã

o em vários 

tipos 

celulares. 

Reconstitui

ção é 

demorada 

(12-16 

semanas). 

Câncer ANDRÉ et 

al. 2010; 

HER et al. 

2017. 
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bolsa de 

leucoaférese. 

12 

semanas)  

Permite 

estudos de 

longa 

duração. 

Pode 

necessitar 

irradiação 

prévia ao 

enxerto.  

 

REIS et al. 

2019 

PBMC – 

Peripheral 

blood 

mononuclear 

cells – células 

mononuclear

es do sangue 

periférico 

Injeção i.v. 

de células 

mononuclear

es do sangue 

periférico 

Animais 

adultos (6-

8 semanas) 

Fácil 

obtenção, 

preparação e 

injeção. 

Rápido 

enxerto de 

linfócitos. 

Estudos de 

curta 

duração. 

Não 

necessita 

irradiação 

prévia. 

Não 

permite a 

diferenciaç

ão em 

outros 

tipos 

celulares. 

Janela 

experiment

al curta 

devido ao 

desenvolvi

mento de 

GvHD (4-8 

semanas) 

devido à 

GvHD (4-8 

semanas).  

Doenças 

infecciosas

, como 

Síndrome 

de Sjogren; 

Câncer; 

GvHD 

AKKINA, 

2013; 

YOUNG et 

al. 2015; 

FISCHER et 

al. 2019; 

MORILLON 

et al. 2020; 

EHX et al. 

2018. 

Adaptado de AKKINA, 2013 

 

Neste contexto, hu-camundongos são ferramentas ideais para se estudar microrganismos 

cujo tropismo é específico para células de origem humana (eg. HIV, Dengue, HCV, 

Plasmodium falciparum), dentre outros. (AMALADOSS et al. 2015; BRAINARD et al. 2009; 

AKKINA 2013). 

Seja como for, a escolha do modelo adequado deve ser cuidadosa e levar em 

consideração a pergunta que se quer responder (BREHM et al. 2016). No presente projeto, 

optamos por utilizar o vírus da dengue, um arbovírus de extrema importância epidemiológica 

no mundo, como ferramenta para validar a utilização do modelo humanizado implementado em 

nosso laboratório.  

Atualmente, os modelos existentes para o estudo dessa arbovirose, utilizam animais 

imunocomprometidos, como o modelo AG129 deficiente para o receptor dos interferons do tipo 

I (ST. JOHN, ABRAHAM, GUBLER, 2013) ou utilizam o vírus adaptado ao camundongo 
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(ROTHMAN, 2011; SOUZA et al. 2009; FAGUNDES et al. 2011; COSTA et al. 2012; 

COSTA et al. 2013; COSTA et al. 2014) ou modelos de hu-camundongos (Tabela 2). Mais 

especificamente, no contexto de modelos humanizados, Jaiswal e colaboradores (2009) e Mota; 

Rico-Hesse (2009, 2011) indicam que os camundongos enxertados com CTH’s humanas 

provenientes de sangue de cordão umbilical são permissivos à infecção pelo DENV e geram 

respostas imunes humanas específicas para o DENV. Semelhantemente, Cui e colaboradores 

(2017) observaram a produção de anticorpos anti-DENV nos camundongos. Ainda, estudos 

conduzidos por Sridharan e colaboradores (2013) demonstraram que hu-camundongos a partir 

de células CD34+ provenientes de fígado fetal humano e infectados pelo DENV desenvolveram 

infecção sistêmica caracterizada por sinais e sintomas característicos das formas clássicas da 

doença a exemplo de trombocitopenia específica para as plaquetas humanas, leucopenia 

transitória, viremia e dano hepático. Utilizando o mesmo modelo, Costa e colaboradores (2017) 

demonstraram que células NK são essenciais à proteção do hospedeiro frente à infecção pelo 

DENV em hu-camundongos por mediarem efeitos antivirais dependentes da secreção de INFγ.   

 

Tabela 2: Características de modelos murinos de infecção pelo dengue vírus usados em estudos pré-clínicos. 

Linhagens Característica

s 

Vantagens Desvantagens Aplicabilidad

e 

Referência 

Camundongos 

humanizados 

(camundongos 

SCID, NOD/SCID, 

NSG) 

Camundongos 

Reconstituídos 

com células 

tronco 

hematopoiética

s (fígado fetal) 

Animais 

desenvolvem 

sistema imune 

funcional, estudo 

da resposta 

humana frente à 

infecção. 

 

Apresentam 

manifestações 

brandas da 

doença 

Estudo da 

patogênese 

da FD, 

tropismo por 

células 

humanas, 

estudos de 

candidatos 

vacinais 

COSTA et 

al. 2017 

Camundongos 

imunocomprometido

s AG129 (ausência 

de receptores para 

INFα e γ) 

Camundongos 

infectados com 

isolados 

clínicos de 

dengue vírus 

ou animais 

adaptados aos 

isolados 

clínicos; alta 

viremia 

Suportam 

replicação do 

vírus; 

desenvolvem 

viremia 

Ausência de 

componentes 

críticos do 

sistema antiviral 

do hospedeiro; 

inadequado para 

estudos de 

avaliação das 

respostas 

imunes; 

Investigar 

tropismo 

celular e 

tecidual do 

vírus da 

dengue, 

pesquisa de 

candidatos 

vacinais 

MILLIGA

N et al. 

2017 
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desenvolviment

o de encefalite 

letal. 

 

Camundongos 

balb/c e C57BL/6j 

Camundongos 

com sistema 

imune intacto 

com isolado 

viral adaptado 

Camundongos 

desenvolvem 

manifestações de 

dengue severa 

(dores, 

trombocitopenia, 

hemoconcentraçã

o, permeabilidade 

vascular, 

hemorragia, 

viremia e 

recuperação de 

carga viral em 

órgãos alvo da 

infecção) 

Modificação do 

vírus ao 

hospedeiro 

murino pode 

envolver 

mecanismos 

patológicos 

diferentes ao 

mecanismo 

patológico em 

humanos; 

doença severa 

ocorre em 

infecções 

primárias. 

Estudo da 

patogênese 

da dengue 

severa, 

tropismo 

celular do 

vírus e 

respostas 

inflamatórias 

do 

hospedeiro 

frente à 

infecção 

BYRNE et 

al. 2020 

 Adaptado de COSTA et al. 2013 

 

5. A DENGUE 

A dengue é uma doença viral de grande importância médica global e, dentre as 

arboviroses (doenças transmitidas por artrópodes – Arthropod-born virus), é a principal causa 

de morbidade e mortalidade nas regiões tropicais e subtropicais do mundo (GUZMAN et al., 

2010; JAISWAL et al., 2009; KURANE et al., 2011; HENCHAL, PUTNAK, 1990). Trata-se 

de um importante problema de saúde pública em todo mundo com um aumento significativo 

dos casos nas últimas três décadas (NARVAES et al. 2011).  

Um dos primeiros relatos de dengue data de 1780, quando Benjamin Rush descreve em 

seu livro “An Account Of The Remmiting Fever”, o surto de uma febre que ocorreu na Filadélfia 

naquele ano. Em suas anotações, Rush apresenta suas observações sobre uma febre que 

acometeu a cidade. Dentre os sintomas descritos, ele ressalta: 

 

 “As dores que acompanham esta febre são extremamente graves na cabeça, nas costas 

e nos membros. Alguns reclamaram de sua carne dolorida ao toque, em cada parte do 

corpo. Nessas circunstâncias, a doença, às vezes, acreditava-se ser um reumatismo; 
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(COSTA et al. 2017; ST. JOHN et al. 2013). Os mastócitos não são comumente infectados, 

mas contribuem para a imunopatogênese induzindo a liberação de mediadores vasoativos (e.g 

triptase, quimase, etc.) os quais contribuem para os eventos vasculares (ST JOHN et al., 2013; 

2015). A ligação e a adsorção do vírus na célula são mediadas por receptor. Porém, apesar dos 

esforços para determinar a(s) molécula(s) responsável(is) pelo reconhecimento do DENV pelas 

células alvo, um receptor específico para o vírus ainda não foi identificado (CRUZ-OLIVEIRA 

et al., 2015). No entanto, alguns estudos in vitro propõem possíveis candidatos para esses 

receptores, incluindo glicosaminoglicanos, lectinas do tipo C, a molécula de adesão de células 

dendríticas (DC-SIGN), integrinas específicas do fígado e linfonodos (L-SIGN), o receptor de 

manose em macrófagos, o receptor de fosfolipídios CD300a, os receptores de fosfatidilcerina 

das células T com domínio imunoglobulina e mucina (TIM) e Tyro3, AXI e Mertk (TAM) 

(NGONO; SHRESTA, 2018). Os vírus são então endocitados em vesículas recobertas por 

clatrina e direcionados aos endossomos, onde o ambiente ácido induz a fusão do envelope do 

vírus com as membranas celulares do hospedeiro e permite a liberação do nucleocapsídeo no 

citoplasma. Ocorre, então, a tradução do genoma de RNA senso positivo em RNA de sentido 

negativo que, por sua vez, serve de modelo para a síntese de nova fita de RNA de sentido 

positivo. As novas fitas de RNA podem iniciar novos ciclos de replicação ou serem montadas 

em novos vírions. Os novos vírions são, então, empacotados no retículo endoplasmático e 

transportados ao complexo de Golgi onde a clivagem da proteína precursora de membrana 

(prM) em proteína de membrana (M) gera partículas infecciosas maduras e são então liberadas 

via exocitose (CLYDE et al. 2006, FERNANDEZ-GARCIA et al. 2009, CHEN; LAI; YEH, 

2018).  
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forma geral, o tratamento da infecção por dengue envolve apenas medidas paliativas como 

soroterapia e administração de analgésicos/antipiréticos, como o paracetamol (TAUIL, 2007).  

A ausência de tratamento específico para prevenção da dengue, o ineficaz controle do 

mosquito vetor, somada ao incompleto conhecimento sobre os mecanismos envolvidos na 

patogênese da doença, contribuem para manutenção dos casos sazonais e frequente recorrência 

das epidemias da doença. Segundo a WHO (2021), “a principal forma de prevenção contra a 

dengue nos dias de hoje ainda é o combate aos mosquitos, eliminando os criadouros, 

estimulando a estruturação de políticas públicas efetivas para o saneamento básico, reforçar 

a participação da comunidade, aplicação de inseticidas apropriados”.  

De maneira importante, não há marcadores específicos que permitam classificar de 

forma efetiva os pacientes com maior risco de desenvolver as formas graves da doença, os quais 

poderiam se beneficiar do recurso da internação e de um suporte médico mais efetivo. Dessa 

forma, dentre os desafios oferecidos pela infeção pelo DENV se pode destacar: 1) a ausência 

de medidas eficazes de controle da propagação do mosquito vetor (TAUIL, 2007); 2) a ausência 

de terapia específica e eficaz contra a doença (LESCAR et al. 2018,TAUIL, 2002); 3) a baixa 

eficácia e contraindicações da única vacina licenciada em humanos para prevenção da doença 

(WHO, 2009); e, por fim, 4) a necessidade de melhor elucidação dos mecanismos envolvidos 

na patogênese da doença que possam direcionar o desenvolvimento de terapias e biomarcadores 

para a mesma (COSTA et al. 2013).  

Devido à grande relevância da doença e impacto causado no sistema de saúde, são 

necessários modelos adequados para o estudo da dengue. O tropismo do DENV por células 

humanas dificulta o estudo dos mecanismos de patogênese desse vírus e o teste de novos 

fármacos em animais imunocompetentes (MOTA; RICO-HESSE, 2009). Somado a isso, a falta 

de um modelo animal para estudo dessa doença, além da diversidade genética do vírus com 4 

sorotipos diferentes, limita o entendimento da patogênese da dengue (COX et al. 2012).  

6 JUSTIFICATIVA 

Um dos maiores desafios no desenvolvimento de drogas terapêuticas para o tratamento 

de diversas doenças humanas de importância médica está na elevada taxa de falha (~40%) ou 

reduzida eficácia destes compostos durante os testes clínicos em fase II em seres humanos 

(LEGRAND et al. 2009, DRAKE et al. 2013). A ausência dessa eficácia sugere, pelo menos 

em parte, que os métodos de screening pré-clínico utilizados rotineiramente não mimetizam de 

maneira fidedigna os parâmetros clínicos da doença como vista em humanos. Estes estudos são 

geralmente baseados na utilização de sistemas de cultura in vitro (deficientes nas interações 
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fisiológicas) assim como em modelos experimentais que muitas vezes falham em mimetizar 

adequadamente a natureza dessas condições patológicas. O recente desenvolvimento da 

tecnologia dos modelos humanizados tem ajudado a reduzir estas falhas e minimizar tais 

fracassos (DRAKE et al. 2013, DRAKE et al. 2012). 

A dengue é a principal arbovirose que acomete o homem na atualidade. No contexto da 

infecção pelo dengue, o tropismo por células de origem humana dificulta o estudo dos 

mecanismos de patogênese desse vírus e o teste de novos fármacos em modelos animais 

tradicionais (MOTA; RICO-HESSE, 2009). Ainda, a patogênese da infecção pelo DENV 

permanece sem completa elucidação e envolve uma complexa interação entre fatores virais, do 

vetor e do hospedeiro, além de um importante componente imunopatológico, os quais, dentro 

de um contexto social, ecológico e climático adequado, favorecem a ocorrência de quadros mais 

graves de doença (SHRESTA; HARRIS, 2008, FISCHL; BARTENSCHLAGER, 2011). 

Diante da ausência de tratamento específico e das limitações no uso de drogas licenciadas 

existentes, o aprofundamento nos estudos de elucidação da patogênese de tais doenças se torna 

necessário, a fim de se propor estratégias terapêuticas efetivas. Dessa forma, torna-se plausível 

propor a implementação de modelos de hu-camundongos a fim de permitir o avanço no estudo 

da patogênese e teste de possíveis terapias contra diversas doenças de importância médica cujo 

tropismo é exclusivo para células humanas, como é o caso da dengue.  

 

7 OBJETIVOS 

7.1 Objetivo geral  

Estabelecer um modelo humanizado em camundongos Nod Scid Gamma – IL-2Rγnull 

(NSG) com potencial translacional para avaliação de novos alvos terapêuticos contra a dengue. 

7.2 Objetivos específicos 

i. Avaliar as potenciais fontes de células humanas para humanização de camundongos Nod 

Scid Gamma – IL-2Rγnull (NSG): 

- A partir de fígado fetal humano; 

- A partir de bolsa de leucoaférese; 

- A partir de PBMC’s humanos (peripheral blood mononuclear cells – células mononucleares 

do sangue periférico); 
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ii. Caracterizar o perfil de reconstituição de leucócitos humanos após a inoculação de 

PBMC’s no sangue e em outros órgãos; 

iii. Avaliar o desenvolvimento da infecção pelo dengue vírus no modelo humanizado com 

PBMC’s humanos. 

8  MATERIAIS E MÉTODOS 

Este estudo foi realizado em estrita conformidade com as regulamentações éticas e de 

experimentos com animais do Governo Brasileiro (Lei 11794/2008). O protocolo experimental 

foi aprovado pelo Comitê Institucional de Cuidado e Uso de Animais da Universidade Federal 

de Minas Gerais (CEUA / UFMG, Protocolos de Autorização Números 246/2020 e 245/2020). 

A coleta de amostra humana foi aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa de Universidade 

Federal de Minas Gerais (Números de Protocolo 24832513.4.0000.5149 e 

66128617.6.0000.5149). Todos os procedimentos foram realizados sob anestesia com cetamina 

/ xilazina e todos os esforços foram feitos para minimizar o sofrimento dos animais. Este estudo 

seguiu as diretrizes e preceitos éticos estabelecidos pelo Comitê de Ética em Pesquisa – COEP 

– desta Instituição no que se refere ao sigilo e privacidade das informações dos participantes, 

assim como respeitou os critérios e normas para utilização de animais de acordo com a 

legislação vigente e estabelecidos pelo Comitê de Ética no Uso de Animais – CEUA.  

8.1  Animais 

Para o estabelecimento do modelo experimental, foram utilizados camundongos NSG 

machos e fêmeas, com idades entre 5 e 8 semanas, adquiridos no THE JACKSON 

LABORATORY (JAX) em Bar Harbor, Maine, USA. Os animais foram mantidos no biotério do 

Laboratório de Imunofarmacologia do ICB/UFMG sob condições controladas de temperatura 

(28°C a 30°C), umidade (50%), ventilação, ciclos de iluminação claro e escuro (12h), com livre 

acesso a comida e água, em microisoladores, todos autoclavados. A manipulação dos animais 

foi realizada em fluxo laminar sob nível de Biossegurança 2. Todos os procedimentos 

experimentais foram analisados e aprovados pelo Comitê de Ética em Utilização Animal 

(CEUA) da UFMG, sob protocolos 246/2020 e 245/2020 

Ao final de cada um dos experimentos, as carcaças dos animais foram autoclavadas e 

em seguida acondicionadas em sacos plásticos brancos com simbologia infectante, destinadas 

ao armazenamento intermediário em freezer, recolhida pela equipe de limpeza do ICB e sua 

destinação foi feita de acordo com o regimento vigente no ICB. 
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8.2 Definição da taxa de humanização 

 A taxa de humanização dos animais foi o primeiro parâmetro a ser avaliado por 

citometria de fluxo. Para tanto, após a injeção com células progenitoras CD34+ provenientes de 

fígado fetal e bolsa de leucoaférese, assim como PBMC’s, foi feita a coleta do sangue periférico 

dos animais por meio da punção da veia facial. Camundongos controle tiveram o sangue 

coletado da mesma forma. Foi considerado humanizado aquele animal que apresentou, no 

mínimo, 40% de reconstituição de células humanas após a inoculação das células humanas. A 

partir dos resultados deste experimento, foi definido o dia da infecção e a via de administração, 

os quais foram utilizados nos experimentos subsequentes. 

8.3 Obtenção de células progenitoras CD34+ provenientes de fígado fetal humano. 

Amostras de fígados fetais humanos foram obtidas em colaboração com a professora 

Paula Vidigal (patologista do Hospital das Clínicas/Belo Horizonte – HC/BH) sob assinatura 

de TCLE da família, e processadas como ilustrado na figura 8. As amostras eram de fetos 

natimortos ou óbitos neonatais e destinadas ao necrotério do HC/BH. Logo após o óbito, nossa 

equipe era informada e coletávamos o tecido in natura, mantido em solução salina e 

transportado em ambiente refrigerado até a UFMG, onde o material era imediatamente 

processado. 

Dessa forma, oito fígados fetais foram obtidos a partir de fetos natimortos ou óbitos 

neonatais e com período gestacional variando entre 26 e 40 semanas (Tabela 3). 

 

Tabela 3: Informações sobre as amostras de fígado fetal recebidos. 

CÓDIGO IDADE GESTACIONAL SITUAÇÃO 

FL 24055 36 semanas Óbito neonatal 

FL 24056 40 semanas Natimorto  

FL24057 37 semanas Óbito neonatal 

FL 24059 26 semanas Natimorto  

FL 24064 39 semanas Óbito neonatal 

FL 24066 40 semanas Óbito neonatal 

FL 24067 37 semanas Natimorto  

FL 24069 38 semanas Óbito neonatal 

 

As amostras dos fígados foram colocadas em placas de petri contendo colagenase 

dissolvida em RPMI 10% para a digestão do tecido e maceradas com o auxílio de tesoura ou 
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8.4 Obtenção de células progenitoras CD34+ provenientes de bolsa de leucoaférese. 

Bolsas de leucoaférese enriquecidas em células progenitoras foram gentilmente cedidas 

pela professora Jordana Reis do Departamento de Microbiologia do ICB/UFMG, em parceria 

com a FIOCRUZ. sob registro RMS13042010/01.  

As bolsas de leucoaférese utilizadas neste trabalho foram obtidas de doadores saudáveis 

e tratados com o fator de crescimento hematopoiético GM-CSF para mobilização das células 

progenitoras do sangue periférico. 

Sabendo que a bolsa de leucoaférese é bastante concentrada em células, e para se evitar 

formação de grumos celulares, 50 mL da suspensão celular foi inicialmente diluída em 1 litro 

de PBS 1x. Em seguida, as células mononucleares foram concentradas em solução de separação 

por gradiente de densidade (Ficoll® Paque Plus, densidade de 1.077 g/mL). Em seguida, as 

células progenitoras provenientes da bolsa de leucoaférese foram purificadas por seleção 

positiva utilizando kit de seleção positiva EasySepTM Human CD34 Positive Selection Kit II 

(#17856 Stem Cell Technologies), conforme recomendações do fabricante e descrição acima. 

Para fins comparativos, células diretamente da bolsa de leucoaférese foram 

concentradas por gradiente de densidade (Ficoll® Paque Plus, densidade de 1.077 g/mL) e 

células purificadas por beads magnéticas foram avaliadas por citometria de fluxo para 

determinação da frequência de células CD34+ viáveis. 

8.5 Obtenção de células mononucleares a partir do sangue periférico – PBMC – 

provenientes de doadores saudáveis. 

Para esse modelo, sob protocolo de ética CAAE: 30492014.9.0000.5091 e sob 

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), sangue periférico foi 

coletado de 5 doadores saudáveis, sem uso de medicamentos, e negativos para algum tipo de 

doença inflamatória e negativos para IgG para o dengue vírus (Tabela 4) em 3 tubos 

heparinizados de 9 mL, e a separação dos PBMC’s foi feita através da diferença de gradiente 

em Ficoll® Paque Plus. Dentro do fluxo laminar, os tubos de coleta foram abertos e o sangue 

total foi transferido para novos tubos cônicos, tipo falcon, contendo 4mL de Ficoll® Paque Plus. 

Os tubos foram centrifugados a 2.000 rpm/30 min/25°C. Após a centrifugação, a interface 

contendo as células foi coletada (Figura 10) e lavada 2X com a solução de PBS 1x e novamente 

centrifugado a 2.000 rpm/10 min/4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido 

em 5 mL de DMEM e as células foram contadas na câmara de Neubauer.  
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Figura 10: Foto ilustrativa da "nuvem" de leucócitos formada após a separação por gradiente de 

ficoll. 

 

8.6 Determinação dos níveis de anticorpos específicos IgG – anti-dengue dos doadores 

de PBMC’s pelo ensaio de ELISA. 

A quantificação de anticorpos no soro dos doadores de PBMC foi realizada através do 

kit PANBIO® Dengue IgG Indirect ELISA, de acordo com as recomendações do fabricante. O 

resultado está descrito na tabela 4. 

 

Tabela 4: Resultado de IgG-dengue por doador. 

DOADORES RESULTADO VALORES DE REFERÊNCIA 

DOADOR 1 1,86 Negativo: < 9 

DOADOR 2 10,71 Bordeline: entre 9 e 11 

DOADOR 3 22,32 Positivo: > 11 

DOADOR 4 19,61  

DOADOR 5 0,38  

DOADOR 6 0,73  

DOADOR 7 1,69  

DOADOR 8 0,69  

 

8.7 Propagação e concentração do Dengue vírus. 

 Para este estudo, foi utilizada a linhagem Dengue virus – DENV-2 – 3295: Genbank 

EU081177.1, gentilmente cedida pelo Prof. Eng Eong Ooi, da DUKE MEDICAL SCHOOL OF 

SINGAPORE – DUKE NUS. 

  O DENV-2 foi propagado em células C6/36 (Aedes albopictus clone C6/36) 

provenientes do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) sob número 0343, mantidas em 

estufa incubadora de Demanda Bioquímica de Oxigênio (BOD), com atmosfera umidificada a 
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37°C na presença de meio de cultivo Leibowitz L-15 suplementado com 1,5% HEPES, 1% 

antibióticos, 1% L-Glutamina, 1% aminoácidos não essenciais, 10% Soro Fetal Bovino – por 

5-7 dias. 

 Os sobrenadantes obtidos das culturas infectadas foram centrifugados a 600g por 10 

minutos para retirada dos fragmentos celulares. Subsequentemente, o sobrenadante foi 

adicionado na coluna de concentração viral (Vivacell 100 centrifugal concentrator – Sartorius, 

Alemanha) e as partículas virais foram concentradas pelo auxílio de centrifugação (2000g por 

10 min). O volume que ultrapassou a membrana foi descartado e o sobrenadante que 

permaneceu no concentrador foi aliquotado e armazenado em freezer -80ºC para uso posterior. 

O título viral das amostras foi obtido através do ensaio de formação de placas expresso em PFU 

(Plaque Formation Assay – unidade formadora de placa), em células permissivas da linhagem 

VERO CCL81, como descrito abaixo. 

8.8 Determinação da carga viral por ensaio de titulação viral. 

Para determinar a carga viral nas amostras de soro e tecidos (fígado e baço) dos hu-

camundongos infectados pelo DENV, foi empregada a técnica de titulação viral por ensaio de 

formação de placas de lise como descrito por Baer; Kehn-Hall (2014). 

Brevemente, células da linhagem VERO CCL81 (derivadas do rim de macaco verde 

africano – Cercopithecus aethiops e provenientes do Banco de Células do Rio de Janeiro 

(BCRJ) sob número 0245) foram tripsinizadas, homogeneizadas e semeadas em placas de 24 

poços a uma densidade de 5x105 células/poço. As placas foram incubadas em uma estufa a 37ºC 

com atmosfera de 5% de CO2 por cerca de 24 horas, quando seus poços apresentaram uma 

monocamada de células com uma confluência de 80-85%. As amostras de baço e fígado foram, 

então, pesadas, maceradas com cadinho e pistilo de porcelana estéreis e diluídas seriadamente 

em meio RPMI com antibióticos na ausência de SFB. As amostras de soro foram diretamente 

diluídas em meio RPMI. A cada poço de uma placa foi adicionado 300 µL de cada uma das 

diluições (10-2 a 10-4) de uma dada amostra de tecido, ou diluições de (10-2 a 10-6) para o soro. 

O controle de células foi um poço não inoculado, ao qual foi acrescentado apenas 300 µL do 

meio RPMI com antibióticos na ausência de SFB ou 300 µL do soro dos animais controles não 

infectados. As placas foram incubadas por um período de uma hora a 37ºC (período de adsorção 

viral) durante o qual foram gentilmente movimentadas de quinze em quinze minutos para 

garantir uma distribuição homogênea das partículas virais sobre a monocamada de células. 

Terminado o período de adsorção, o meio foi retirado dos poços e desprezado, e as células 

lavadas com meio RPMI. Em seguida, foi adicionado meio RPMI contendo 0.8% de CMC 
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(carboximetilcelulose), antibióticos e 2% de SFB. As placas foram incubadas a 37ºC por 5 dias, 

período no qual os efeitos citopáticos podem ser observados ao microscópio invertido. Após 5 

dias, as células foram fixadas com formol tamponado a 10% por no mínimo 30 minutos e, 

posteriormente, coradas com solução 1% p/v de cristal violeta em água deionizada, para a 

determinação do título viral das amostras, os quais foram expressos em PFU/g ou PFU/mL. 

8.9 Infecção dos camundongos 

A via de infecção utilizada foi intravenosa. Os animais humanizados e não humanizados 

foram divididos em grupos a serem infectados com DENV-2 e seus controles não infectados. 

Os camundongos infectados receberam 200µL do inóculo do vírus contendo 1x106 PFU. Todo 

procedimento de infecção foi realizado no fluxo laminar e todos os animais foram monitorados 

após a infecção. 

8.10 Citometria de fluxo para quantificação viral da proteína NS3 do vírus. 

Para determinar a presença da proteína viral nas amostras de soro e baço dos 

camundongos infectados pelo DENV, foi empregada a técnica de citometria de fluxo. 

Brevemente, 300µL de sangue dos animais foi transferido para um tubo tipo falcon e adicionado 

9mL de água Milli Q gelada para lise das hemácias, incubado por 30 segundos e adicionado 

1mL de PBS 1X para corrigir a isotonia da solução. Em seguida, os falcons foram centrifugados 

a 1.400 rpm por 10 minutos a 4°C. Após a centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o 

pellet ressuspendido com 200µL de FACS buffer e as células transferidas para uma placa de 96 

poços de fundo U. As placas foram centrifugadas a 1.200 rpm, por 5 minutos, a 4°C. Após a 

centrifugação, as placas foram flicadas para desprezar o sobrenadante, adicionado 20µL dos 

anticorpos de superfície – hCD45 PeCy7 e mCD45 Fitc – e incubado por 30 minutos no gelo. 

Após esse período, foi adicionado 100µL de PBS/BSA1% em cada poço e a placa e centrifugada 

a 1.200 rpm por 5 minutos, a 4°C. Após a centrifugação, a placa foi flicada, e adicionado PFA 

1% pH 7.4 para fixar as células. As células foram incubadas no gelo por 20 minutos, 

centrifugadas a 1.200 rpm, por 5 minutos, a 4°C. Após a centrifugação, a placa foi flicada, 

adicionado 200µL de FACS buffer por poço e mantida na geladeira até o dia seguinte. No dia 

seguinte, a placa foi centrifugada a 1.200 rpm, por 5 minutos, a 4°C, flicada, adicionado 100µL 

de permbuffer diluído a 1:10 em água de injeção e incubado por 15 minutos no gelo. A placa 

foi centrifugada, flicada para eliminar o permbuffer, o pellet ressuspendido em solução de 

anticorpo intracelular contendo NS3 (NS3 1:60 em 40µL de permbuffer e incubada por 20 
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minutos no gelo. Após a incubação, a placa foi centrifugada por 1.200 rpm, por 5 minutos, a 

4°C, flicada. Essa etapa de lavagem foi repetida. O pellet foi ressuspendido em solução de 

anticorpo intracelular contendo anti-rabbit APC 1:200 em 40µL e a placa centrifugada a 1.200 

rpm, por 5 minutos, a 4°C. Após a centrifugação, a placa foi flicada e a etapa de lavagem 

repetida. Após a lavagem, foi adicionado 200µL de FACS buffer por poço e transferido para 

tubos de vidro para leitura no citômetro. O procedimento para marcação de baço foi feito da 

mesma maneira, plaqueando 1 a 2 milhões de células por poço. 

8.11 Acompanhamento de peso e letalidade 

Todos os animais foram pesados e acompanhados durante todos os experimentos para a 

observação da variação de peso e letalidade. Animais que atingiram 85% do seu peso corporal 

inicial foram eutanasiados de acordo com as regras do comitê de ética animal (Conselho 

Nacional De Controle De Experimentação Animal, 2016). 

8.12 Análise hematológica 

 Após a anestesia com uma solução de 80 mg/kg de cetamina e 15 mg/kg de xilazina, 

amostras de sangue foram obtidas diretamente através da punção da veia cava inferior dos 

animais com o uso de uma agulha de 20G e seringa de 3mL heparinizadas e posteriormente 

separadas para contagem total e diferencial de leucócitos, contagem de plaquetas, hematócrito 

e coleta do soro para titulação da carga viral e determinação dos níveis de citocinas humanas e 

murinas pela técnica de ELISA. Para contagem total, amostras de sangue foram diluídas em 

solução de Turk a uma proporção de 1:40, contadas em câmara de Neubauer e o resultado foi 

expresso em número total de leucócitos por mililitro de sangue. A contagem diferencial dos 

leucócitos foi realizada em lâminas contendo esfregaço sanguíneo, coradas com Kit Panótico, 

e o resultado expresso como frequência de cada tipo celular. Para a contagem de plaquetas, 

parte do sangue coletado foi diluído na proporção de 1:100 em solução de oxalato de amônio 

1% p/v e deixado em repouso em câmara de Neubauer por no mínimo 15 min. Após a deposição 

das plaquetas, a contagem foi feita ao microscópio e o resultado expresso em número total de 

plaquetas/μL de sangue. Foi utilizado o microscópio Nikon XP-1000 para todos os 

procedimentos de contagem de leucócitos e plaquetas. A mensuração do índice de hematócrito 

foi realizada utilizando capilares heparinizados (Perfecta) para microhematócrito. Capilares 

contendo sangue foram centrifugados em centrífuga apropriada (Centrifuge hematocrit HT) por 

10 min e o resultado expresso em porcentagem referente à fração celular do sangue: Fração 
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vermelha (concentração de elementos do sangue) e branca (concentração de plasma), através 

de uma regra de três simples:  

Fração branca + vermelha = 100% 

         Fração vermelha = X 

Por fim, o restante de sangue de cada amostra foi centrifugado para separação e coleta de 

soro (1200g por 10 minutos). Posteriormente, o soro foi dividido em dois tubos, sendo um para 

quantificação da carga viral (armazenado a -80ºC) e o segundo para demais análises (armazenado a 

-20ºC). 

8.13 Análise histopatológica  

Para a análise histopatológica, ao final do experimento (5 dias após infecção), todos os 

camundongos foram eutanasiados e amostras do fígado foram coletadas. As amostras foram, 

então, imediatamente fixadas em 10% de formalina tamponada durante 24 horas. Após esse 

período, as amostras foram lavadas em água para retirada do excesso de formol e mantidas no 

álcool 70% por mais 24 horas. Em seguida, as amostras passaram por um processo de 

desidratação, diafanização e banhos de parafina, para então serem incluídas em parafina, 

cortadas, montadas em lâminas, coradas com hematoxilina e eosina (H&E). Para o processo de 

coloração, as lâminas histológicas foram desparafinizadas em xilol (3 vezes de xilol I - 30 

minutos, xilol II - 10 minutos e xilol III- 5 minutos). Na sequência, os tecidos foram hidratados 

em soluções de etanol em concentrações decrescentes (100%, 90%, 80%, 70% e 50%) e foi 

finalizada com banho em água deionizada por 5 minutos. O material seguiu para a recuperação 

antigênica em solução de tampão citrato 0,1 M (300 mL) no banho maria a 96° por 20 min. As 

lâminas permaneceram no tampão citrato por mais 20 minutos para resfriamento e, ao término, 

5 banhos em água deionizada foram realizados. Procedeu-se com o bloqueio da peroxidase 

endógena com H2O2 a 10% v/v em metanol por 30 minutos. As lâminas foram lavadas com 

PBS (3 vezes de 5 minutos). Na continuação, realizou-se o bloqueio de ligações inespecíficas 

com BSA 2% p/v e Tween 20 0,1% v/v por 1 hora em câmara úmida. Em seguida, as lâminas 

foram desincubadas e lavadas com pisseta para tirar o restante do anticorpo. As lâminas foram 

lavadas 3 vezes em solução de PBS 1X. Após a lavagem, seguiu-se com a amplificação do sinal 

utilizando a estreptavidina-biotina-peroxidase do kit Advanced (Dako) durante 1 hora em 

câmara úmida. Os cortes foram lavados com PBS puro e passaram por lavagem em soluções de 

PBS (3 vezes de 5 minutos). Procedeu-se, então, com a revelação, ou seja, o material foi 

colocado em uma solução contendo o cromógeno DAB 0,025% v/v em PBS e H2O2. Essa etapa 

foi finalizada em água corrente por 5 minutos. Foi realizada a contra-coloração com 
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hematoxilina de Harris (6 segundos), lavagem em água corrente por 5 minutos e hidratação em 

concentrações crescentes de etanol (70%, 90%, 2 vezes de 100% - as duas primeiras soluções 

por 5 minutos cada e, quando em etanol absoluto, 10 minutos para cada banho). O material 

seguiu para diafanização (2 vezes de xilol I - 15 minutos e xilol II - 10 minutos). Ao fim foi 

feita montagem das lâminas com Entellan.  

Após esse processo, as amostras foram avaliadas sob um microscópio Axioskop 40 (Carl 

Zeiss, Gottingen, Alemanha) adaptado a uma câmera digital (PowerShot A620, Canon, Tóquio, 

Japão). A pontuação histopatológica foi realizada individualmente para cada amostra a partir 

da avaliação de diversos parâmetros específicos. Foram avaliados os seguintes parâmetros nos 

cortes corados por H&E: infiltrado inflamatório, edema dos hepatócitos, degeneração, necrose, 

hemorragia (0: ausente; 1: mínimo; 2: leve; 3: moderado; 4: acentuado; 5: grave). Após a 

análise, as pontuações foram somadas, podendo totalizar 25 pontos (Tabela 6). 

Tabela 5: Parâmetros de escore histopatológico. 

GRAU DA LESÃO PONTUAÇÃO 

AUSENTE 0 a 1 

MÍNIMO 2 a 6 

MODERADO 7 a 12 

INTENSO 13 a 18 

SEVERO 19 a 25 

 

8.14 Análise histoquímica para hCD45 

Para a análise histoquímica, as amostras de tecido coletadas foram fixadas em 10% de 

formalina tamponada durante 24 horas, processadas, incluídas em parafina, cortadas, montadas 

em lâminas e deixadas para secar. Após a secagem, as lâminas foram processadas, conforme 

descrito no item 8.13. Primeiramente, as lâminas histológicas foram desparafinizadas em xilol 

(3 vezes de xilol I - 30 minutos, xilol II - 10 minutos e xilol III- 5 minutos). Na sequência, os 

tecidos foram hidratados em soluções de etanol em concentrações decrescentes (100%, 90%, 

80%, 70% e 50%) e foi finalizada com banho em água deionizada por 5 minutos. O material 

seguiu para a recuperação antigênica em solução de tampão citrato 0,1 M (300 mL) no banho 

maria a 96° por 20 min. As lâminas permaneceram no tampão citrato por mais 20 minutos para 

resfriamento e, ao término, 5 banhos em água deionizada foram realizados. Procedeu-se com o 

bloqueio da peroxidase endógena com H2O2 a 10% v/v em metanol por 30 minutos. As lâminas 

foram lavadas com PBS (3 vezes de 5 minutos). Na continuação, realizou-se o bloqueio de 
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ligações inespecíficas com BSA 2% p/v e Tween 20 0,1% v/v por 1 hora em câmara úmida. Em 

seguida, as lâminas foram desincubadas e lavadas com pisseta para tirar o restante do anticorpo. 

A marcação das células humanas foi feita com o anticorpo anti-hCD45 (Biolegend), por meio 

do kit Mouse on Mouse Polymer IHC (ab269452), de acordo com instruções do fabricante.  

8.15 Citometria de fluxo para avaliação de células CD34+ provenientes de fígado fetal e 

células de bolsa de leucoaférese. 

A pureza e viabilidade das células progenitoras purificadas a partir de fígados fetais e 

bolsas de leucoaférese foi determinada pela técnica de citometria de fluxo. As amostras 

recebidas foram processadas como descrito nos itens 8.3 e 8.4. 

Quinhentas mil células foram plaqueadas em placas de poços de fundo em U e 

centrifugadas para eliminação do sobrenadante. O pellet celular foi incubado com o marcador 

de viabilidade eBioscienceTM Fixable Viability Dye eFluorTM 506 – 650866, um corante que 

distingue células vivas de células mortas com base na integridade da membrana celular, 

permitindo a exclusão de células mortas na leitura da citometria de fluxo, por trinta minutos no 

gelo e protegido da luz. O pellet celular foi lavado duas vezes com solução PBS/FBS 1%. Em 

seguida, as células foram incubadas com anti-hCD45 (FITC, Biolegend, diluição 1:100) e anti-

hCD34 (PE, Biolegend, diluição1:100) diluídos em solução PBS/FBS 1%. A incubação ocorreu 

por 30 minutos no gelo e protegido da luz. Após o período de incubação, 100µL de PBS/FBS 

1% foi adicionado a cada poço, a placa foi centrifugada para eliminação do sobrenadante e as 

células foram ressuspendidas em 200µL de PBS/FBS 1%. Após a marcação, as amostras foram 

lidas no citômetro FACS CantoTM II (BD Bioscience). Foram adquiridos 10.000 eventos por 

amostra e a estratégia de gate utilizada para os marcadores acima descritos. A análise das 

leituras foi realizada no Software FlowJoTM (Tree Star).  

8.16 Citometria de fluxo para avaliação de células CD45+ e subpopulações no sangue, 

baço e fígado. 

Os animais foram eutanasiados ao final de cada experimento e o sangue, baço e fígado 

foram coletados para marcação de superfície com anticorpos anti-hCD45 (FITC, Biolegend, 

diluição 1:100), anti-mCD45 (PeCy7, Biolegend, diluição 1:100), anti-hCD3 (PE, Biolegend, 

diluição 1:300), anti-hCD4 (BV510, Biolegend, diluição 1:20), anti-hCD8 (PE, Biolegend, 

diluição 1:100), anti-hCD19 (PE, Biolegend, diluição1:100), anti-hCD14 (PeCy7, Biolegend, 

diluição 1:100).  Após a marcação, as amostras foram lidas no citômetro FACS CantoTM II 
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(BD Bioscience). Foram adquiridos 10.000 eventos por amostra. A análise das leituras foi 

realizada no software FlowJoTM (Tree Star) 

 

Tabela 6: Anticorpos utilizados nas marcações. 

ANTICORPO FLUORÓFORO ALVO CLONE FABRICANTE 

CD45 Fitc Humano HI30 Biolegend 

CD45 PeCY7 Camundon

go 

A20 Biolegend 

CD3 PE Humano HIT3a Biolegend 

CD4 BV510 Humano OKT4 Biolegend 

CD8 PE Humano HIT8a Biolegend 

CD19 PE Humano HIB19 Biolegend 

CD14 PeCY7 Humano HCD14 Biolegend 

CD11c BV421 Humano 3.9 Biolegend 

CD34 PE Humano 581 Biolegend 

NS3  Coelho #GTX124252 GeneTex 

 

8.17 Análises estatísticas 

Os resultados foram apresentados como a média ± erro padrão médio (EPM) por grupo 

de 7 camundongos (linhagem NSG), assim como definido no cálculo amostral aprovado no 

Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA). Os resultados foram analisados estatisticamente 

utilizando o teste t não paramétrico (MAN-WHITNEY) ou a análise de variância a um critério 

(ANOVA ONE-WAY), seguido de comparações múltiplas de Newman-Keuls. Para a realização 

de todas as análises estatísticas utilizou-se o software GraphPad PRISM 7 (GraphPad Software, 

EUA). Os níveis de significância foram estabelecidos em p<0,05. 

9  RESULTADOS 

9.1  As células progenitoras humanas CD34+ purificadas a partir de fígado fetal 

humano apresentaram baixa viabilidade, inviabilizando seu uso para geração de animais 

humanizados. 

O fígado fetal é um órgão rico em células progenitoras, sendo uma das principais fontes 

de células CD34+ utilizadas para reconstituição de um sistema hemato-linfóide humano quando 

transplantado em camundongos imunocomprometidos (BILLERBECK et al. 2016). Assim, 

nosso primeiro objetivo específico visamos a obtenção de células CD34+ provenientes de fígado 
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fetal humano para humanização de camundongos NSG. Nossas amostras foram obtidas no 

Hospital das Clínicas de Belo Horizonte, conforme descrito em Materiais e Métodos e 

constavam de 5 fígados provenientes de fetos com óbito neonatal e 3 amostras provenientes de 

fetos natimortos, como consta na tabela 3. A fim de avaliarmos a qualidade das células 

progenitoras purificadas a partir dos fígados fetais, inicialmente determinamos a viabilidade e 

pureza da suspensão celular pela técnica de citometria de fluxo. A figura 11A representa a 

estratégia de gate empregada, bem como o resultado de uma amostra representativa. Para 

avaliação da pureza, as células CD45-CD34+ foram identificadas (Fig. 11A, segundo painel) e 

a pureza encontrada foi de 66,8%. Em seguida de verificamos a frequência de células negativas 

e positivas para o marcador de viabilidade (Fig. 11A, terceiro painel). Nossa análise demonstrou 

que, apesar dos fígados fetais serem de fato uma boa fonte de células progenitoras, apenas 

6,51±2.5% das células CD45-CD34+ se apresentavam viáveis ao final do processo de 

purificação (Fig. 11B). O reagente utilizado neste estudo para a determinação da viabilidade 

celular é um corante fluorescente que reage com aminas, não é permeável às células vivas, mas 

permeável às células com membranas comprometidas. Conforme pode ser visto na estratégia 

de gate representativa (Fig. 11A), a grande maioria das células progenitoras purificadas 

apresentaram marcação positiva para o marcador de viabilidade indicando que a suspensão 

celular era predominantemente formada de células mortas. A baixa viabilidade foi confirmada 

pelo teste de viabilidade usando azul de tripan e câmera de Neubauer. Para que a amostra seja 

considerada adequada para enxertia, ela deve apresentar um mínimo de 90% de viabilidade 

(BILLERBECK et al. 2016, DUAN et al. 2011). Neste estudo, a viabilidade das células 

progenitoras foi de, no máximo, 22,6% (Figura 11B), um valor significativamente inferior em 

relação ao critério de viabilidade mínima estabelecido na literatura.  Dessa forma, o uso de 

fígados fetais provenientes do Hospital das Clínicas de Belo Horizonte para geração de um 

modelo humanizado, não se demonstrou viável e a baixa viabilidade das células progenitoras 

purificadas impossibilitou o prosseguimento da humanização. Por essa razão, outras fontes de 

células humanas para a humanização de animais NSG foram investigadas.  
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As células da bolsa de leucoaférese foram concentradas por centrifugação em gradiente de densidade 

(Ficoll®) seguido por seleção positiva de células tronco hematopoiéticas (CD34+) utilizando beads 
magnéticas. A pureza e viabilidade das células-tronco hematopoiéticas foram avaliadas pela técnica de 

citometria de fluxo.  (A) Estratégia de gate para definição da população de células humanas CD34+ 

viáveis demonstrada por dot plots. (B) Dot plots representativos das seguintes populações celulares 

provenientes da bolsa de leucoaférese: células não marcadas com anticorpos (controle não marcado); 
população celular total (antes dos processos de concentração e purificação); células mononucleares 

concentradas por centrifugação em gradiente de densidade; células-tronco hematopoiéticas purificadas 

por centrifugação em gradiente de densidade seguida por seleção positiva de células CD34+ utilizando 

beads magnéticas.  

 

9.3 Avaliação da reconstituição de células CD34+ provenientes de bolsa de leucoaférese 

em camundongos NSG. 

Após a avaliação da frequência de células progenitoras CD34+ provenientes de bolsa de 

leucoaférese descrita no item 8.4, avaliamos o potencial de reconstituição dos camundongos 

NSG. Para tanto, camundongos NSG jovens, de 5 semanas, foram inoculados com 106 células 

isoladas por beads e acompanhamos ao longo de 12 semanas a reconstituição das células, 

semanalmente por citometria de fluxo. Para análise da frequência de leucócitos humanos pela 

técnica de citometria de fluxo, escolhemos o marcador de superfície CD45, por ser uma 

molécula comumente expressa nos diversos subtipos de leucócitos humanos. Durante o período, 

os animais receberam 3 estímulos com GM-CSF, nos dias 1, 42 e 53, respectivamente (Fig. 

13A). Nossos resultados indicam que, nas condições testadas e nos períodos avaliados, não 

obtivemos reconstituição de hCD45+ (Fig. 13B). A Figura 13B representa a estratégia de gate 

utilizada para avaliação da taxa de humanização dos animais que receberam as células 

progenitoras, como resultado representativo de 10 animais. Como não identificamos nenhum 

sinal de humanização, decidimos não representar graficamente. 
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Após a análise dos tipos celulares no tecido, foi feita uma avaliação para verificar a frequência de cada 

população de leucócito humano em diferentes tempos após o enxerto. (A) Estratégia de gate e dot plots 
representativos dos tipos celulares avaliados nos dias 0, 7, 14 e 19. (B) Gráfico representativo dos tipos 

celulares nos dias 7, 14 e 19 após a injeção de PBMC’s nos animais NSG. Resultado representado como 

frequência de leucócitos humanos hCD45+ dentre as single cells (primeira coluna) ou como frequência 

de cada tipo celular dentre os leucócitos humanos circulantes (demais colunas). Nos gráficos, as colunas 
representam a média e as barras de erro representam o erro padrão da média (EPM). *p < 0.05, # p<0.05.  
 

9.8 Infecção de camundongos humanizados pelo Dengue vírus. 

Com o objetivo de avaliar o desenvolvimento da doença no animal NSG e no NSG 

humanizado, primeiramente injetamos PBMC’s de doadores saudáveis e sem prévia exposição 

ao vírus da dengue e acompanhamos a reconstituição de leucócitos humanos ao longo do tempo.  

A Figura 18A representa o esquema experimental da humanização e infecção dos animais NSG 

utilizados neste experimento. Após a injeção de PBMC’s, os animais foram acompanhados, nos 

tempos indicados na Figura 18A. No dia 39 após a injeção de PBMC’s, os animais que 

apresentaram um percentual médio de reconstituição de células humanas de 40% foram 

infectados por DENV-2 (3295: Genbank EU081177.1), por injeção i.v. de 1x106 PFU. A 

cinética de humanização até o dia da infecção deste experimento está representada na Figura 

18B. Observamos um aumento na reconstituição nos dias 7, 14 e 39 quando comparados ao dia 

0. De maneira semelhante, esse aumento foi significativo nos dias 14 e 39 quando comparados 

ao dia 7, e o pico da reconstituição aconteceu no dia 39. Para avaliar se a reconstituição de 

células humanas se mantinha após a infecção, foi feita uma cinética. A Figura 18C representa 

a cinética de humanização após a infecção por DENV-2. Nossos resultados indicam que, após 

a infecção, não houve diferença na reconstituição de leucócitos humanos.  
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Figura 19: Leucócitos humanos provenientes de camundongos humanizados não são ativados pela 

infecção por DENV-2 in vivo, exceto em linfócitos TCD4 no baço, que respondem produzindo 

INFγ. 

Camundongos NSG humanizados foram infectados com 1x106 PFU de DENV-2 assim como descrito 

na figura 18A. (A) Leucócitos humanos (hCD45) foram fenotipados quanto à expressão de marcadores 

CD4 e CD8 por meio da técnica de citometria de fluxo. (B) Em seguida, os linfócitos TCD4 e TCD8 

foram avaliados quanto à expressão de citocina (INFγ). (C-D) Gráficos representativos das análises 
referentes à figura B mostrando a expressão INFγ nos linfócitos TCD4 e TCD8 no sangue e baço dos 

animais NSG infectados pelo DENV-2. A expressão da citocina INFγ foi expressa em porcentagem de 

células. Resultados representados por picogramas/mL. Quantificação feita por ELISA. * para p<0.05 
em relação ao grupo NSG + PBMC. 

 

9.10 Parâmetros clínicos, hematológicos e histopatológicos dos animais humanizados e 

infectados por DENV-2. 

Os animais infectados com DENV-2 foram acompanhados por 5 dias após a infecção e 

os parâmetros clínicos como peso (Fig. 20A) e letalidade (Fig. 20B) foram avaliados. Os 

resultados mostram que a infecção pelo vírus não induziu perda de peso ou morte dos animais 

nos grupos avaliados. De maneira geral, camundongos selvagens possuem linfócitos como 

sendo as células predominantes no seu perfil celular. Porém, camundongos NSG não possuem 

células T, B e NK, e seu perfil predominante é de neutrófilos. Nesse sentido, avaliamos o 

percentual de leucócitos nos grupos. Nossos resultados demonstram que não houve diferença 

no número de linfócitos e neutrófilos circulantes (Fig. 20C e E). De maneira interessante, 

observamos uma redução do número de monócitos no grupo humanizado e infectado (Fig 20D). 

Tal resultado pode indicar uma supressão na resposta imune inata. Além disso, avaliamos outros 

parâmetros hematológicos. A avaliação de hematócrito não indicou diferenças entre os grupos 

avaliados (Fig. 20F) e a avaliação de plaquetas dos animais indicou aumento no grupo infectado 

podendo indicar aumento de atividade de megacariócitos na medula (Fig. 20G). No entanto, a 

medula dos animais não foi avaliada nesse estudo. Por fim, a capacidade em induzir lesão 

hepática foi avaliada. Nossos resultados demonstram que houve um maior infiltrado de células 

inflamatórias no grupo humanizado quando comparado ao grupo não humanizado e não houve 

diferença no grupo humanizado e infectado, demonstrando que a infecção não induziu maior 

aumento de infiltrado inflamatório no tecido (Fig. 20I). A intensidade desse processo variou 

desde ausência de inflamação até inflamação mínima no dia 5 após infecção por DENV-2 (Fig. 

20I). Nas imagens de marcação, o anticorpo anti-hCD45 foi aplicado (Fig. 20H-4 a 6). A análise 

do fígado do grupo NSG ilustra a integridade tecidual (Fig. 20H-1). A figura 20H-2 corresponde 

à análise histopatológica de um animal do grupo humanizado. Nessa análise, podemos observar 
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Conforme esquema da figura 19A, camundongos NSG humanizados foram infectados por DENV-2 

3295-DK1 pela injeção i.v. de 1x106 PFU i.v. e as avaliações feitas no dia 5 pós infecção por DENV-2. 
(A) O gráfico representa a variação de peso corporal dos grupos avaliados a partir do dia da infecção. 

(B) Curva de letalidade expressa em porcentagem. (C) Contagem total de linfócitos expresso como 

porcentagem. (D) Contagem total de monócitos expresso como porcentagem. **p<0.005 em relação ao 

grupo NSG. (E) Contagem total de neutrófilos expressa em porcentagem. (F) Níveis de hematócrito 
expresso como porcentagem do volume ocupado pelos eritrócitos. (G) Quantificação de plaquetas no 

sangue total expressas por microlitro de sangue. (H1 a H3) Coloração H&E de seções do fígado dos 

grupos NSG, NSG + PBMC e NSG + PBMC + DENV-2, respectivamente. (H4 a H6) Marcação de 
células hCD45 por imunohistoquímica no fígado de camundongos NSG, NSG + PBMC e NSG + PBMC 

+ DENV-2, respectivamente, 5 dias após infecção com DENV-2 (G5) Em destaque, presença de células 

humanas dentro dos vasos. (G7) Controle não marcado. Barra de escala = 50 µm. (I) Score 

histopatológico do fígado dos animais. Barras de erro do gráfico mostram erro padrão da média (EPM); 
barras horizontais no dot plot mostram valores da média. * p<0.05 em relação ao grupo NSG. 

 

9.11  Avaliação da carga viral nos camundongos hu-PBMC’s.  

 

O próximo passo foi verificar se esses leucócitos humanos foram infectados pelo 

DENV-2. Nesse sentido, após a eutanásia dos animais humanizados e infectados, procedemos 

para um ensaio de titulação de placas para recuperar carga viral viável. O resultado da titulação 

demonstrou que apenas 3 amostras de 13 tiveram título detectável (2x102, 3x102 e 5x102). 

Portanto, como a técnica de titulação não teve sensibilidade suficiente dentro do modelo e 

condições testadas, partimos para a análise da presença da proteína NS3 viral nesses leucócitos 

humanos pelo método de citometria de fluxo. A detecção de NS3 por citometria de fluxo 

também possui a vantagem de distinguir células humanas e murinas infectadas pelo DENV. A 

figura 22 mostra os dot plot representativos da expressão da proteína NS3 nas células humanas 

circulantes 3 e 5 dias após a infeção pelo DENV no sangue (figura 21A) e no baço 5 dias após 

a infecção (figura 21B). Nas condições testadas, o DENV não foi capaz de infectar as células 

humanas no modelo hu-PBMC. Esse resultado justifica, pelo ao menos em parte, a semelhança 

nos sinais clínicos dos animais NSG e NSG + PBMC infectados com DENV e a ausência de 

uma doença mais grave nos animais humanizados. 
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10. DISCUSSÃO 

 

Os modelos murinos são ferramentas indispensáveis para o entendimento da patogênese 

de diversas doenças e no desenvolvimento de uma ampla variedade de abordagens terapêuticas 

(AKKINA, 2013). Apesar da grande contribuição que os estudos em camundongos têm 

fornecido nas últimas décadas, inúmeros componentes dos sistemas biológicos murinos diferem 

daqueles observados em humanos, particularmente no que diz respeito ao sistema imune. Essas 

divergências limitam consideravelmente a utilização de muitos dos modelos murinos 

desenvolvidos até o momento, quando se pretende responder perguntas biológicas envolvendo 

aspectos específicos da biologia humana (WALSH et al., 2017). Assim, existe um esforço 

constante para o desenvolvimento de modelos experimentais que supram a necessidade de se 

estudar de maneira sistemática e controlada, as respostas imunes humanas frente a diferentes 

estímulos, sejam eles de origem estéril ou infecciosa (CHEN et al., 2009; LEGRAND et al., 

2009, DRAKE et al., 2012). 

Ainda, um dos maiores desafios no desenvolvimento de drogas terapêuticas para o 

tratamento de diversas doenças humanas de importância médica está na elevada taxa de falha 

(~40%) ou reduzida eficácia destes compostos durante os testes clínicos em fase II em seres 

humanos (LEGRAND et al, 2009; DRAKE, CHEN, CHEN, 2013). A ausência dessa eficácia, 

sugere, pelo menos em parte, que os métodos de screening pré-clínico utilizados rotineiramente 

não mimetizam de maneira fidedigna os parâmetros clínicos da doença como vista em humanos. 

Estes estudos são geralmente baseados na utilização de sistemas de cultura in vitro (deficientes 

nas interações fisiológicas) assim como em modelos experimentais que muitas vezes falham 

em mimetizar adequadamente a natureza dessas condições patológicas. O recente 

desenvolvimento da tecnologia dos modelos humanizados tem ajudado a reduzir estas falhas e 

minimizar tais fracassos (DRAKE, CHEN, CHEN, 2013, DRAKE et al, 2012).  

Grandes avanços têm sido alcançados no aprimoramento dos modelos de hu-

camundongos, e a geração de camundongos portadores de mutações no gene IL2rg foi, sem 

dúvida, o passo-chave para o sucesso dos hu-camundongos. A cadeia comum γc ou IL2rg, é um 

componente importante compartilhado por vários receptores de citocinas e indispensável para 

a sinalização fisiológica desses receptores. Camundongos com mutações no gene Prkdc 

(Prkdcscid) associadas com mutações no IL2rg não possuem imunidade adaptativa, incluindo a 

ausência de células natural killer (NK). Atualmente, existem algumas linhagens de 

camundongos IL2rgnull imunodeficientes, incluindo os NOD.Cg-PrkdcscidIl2rgtm1Wjl (NSG) 

(DRAKE et al. 2012). Camundongos NSG combinam a ausência de atividade de células T e 
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células B do camundongo SCID e a reduzida atividade de macrófagos do camundongo NOD 

com a ausência de atividade de células NK devido à ausência da expressão de IL-2Rγ (EHX et 

al. 2018). 

Estes modelos oferecem, não somente uma oportunidade de estudo da fisiopatologia de 

doenças humanas, como também possibilitaria o teste pré-clínico de drogas (WALSH et al. 

2017).  Além disso, grandes avanços nas pesquisas têm sido feitos usando esse modelo animal 

como ferramenta de estudo de vários sistemas biológicos, de respostas imunológicas 

exclusivamente humanas (ALLEN et al., 2017, BREHM; SHULTZ; GREINER, 2010, 

SHULTZ; ISHIKAWA; GREINER, 2007; LAN et al., 2006; ANDRE et al., 2010).  

Baseado na especificidade do patógeno a ser estudado, nas necessidades experimentais 

e no modo de preparação, diversas fontes de células humanas vêm sendo empregadas na 

construção do modelo que melhor atenda aos requisitos da pesquisa a ser realizada (AKKINA, 

2013). Assim, para este trabalho, investigamos três fontes de células para humanização de 

camundongos NSG: i) Fígado fetal humano; ii) Bolsa de leucoaférese; iii) Células 

mononucleares do sangue periférico – PBMC.  

A recuperação de células progenitoras CD34+ a partir do fígado fetal sofre influência de 

múltiplos fatores que podem ser definidos como pré-analíticos e analíticos. Idealmente, as 

amostras devem ser processadas imediatamente após a coleta. De acordo com a literatura, os 

fígados provenientes de fetos abortados entre 16 e 28 semanas de gestação são fontes ideais 

dessas células (AKKINA, 2013, CUI et al. 2017, DUAN et al. 2011, LEGRAND et al. 2009) e 

a presença de células humanas no sangue periférico dos animais enxertados com essa fonte de 

células permanece detectável por até 16 semanas (DUAN et al. 2011). Alguns países 

consideram o aborto legal, o que facilita o acesso dos pesquisadores a fígados fetais em idade 

gestacional ótima para a obtenção de células-tronco hematopoiéticas com alta viabilidade e 

rendimento. No Brasil, a legislação acerca do aborto é proibitiva, exceto quando há risco de 

morte da mãe, quando a gravidez é resultado de estupro e/ou quando o feto é anencéfalo (não 

tem cérebro). Assim sendo, a obtenção de amostras de fígado fetal nas idades gestacionais 

recomendadas na literatura é dificultada, ocorrendo apenas nas situações acima mencionadas 

ou quando o aborto é espontâneo. Neste trabalho, em parceria com o Hospital das Clínicas de 

Belo Horizonte, tivemos acesso a amostras de fígados de fetos natimortos ou mortos neonatais, 

variando de 36 a 40 semanas de gestação e uma única amostra de feto de 26 semanas de gestação 

(Tabela 3). Após o comunicado do óbito e retirada dos órgãos, as amostras foram transportadas 

até o nosso laboratório no Instituto de Ciências Biológicas da UFMG e processadas para 

isolamento de células-tronco hematopoiéticas CD34+. A análise por citometria de fluxo das 
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amostras após o processo de purificação, demonstrou uma viabilidade geral das células CD34+ 

humanas inferior a 7%. A baixa viabilidade das células-tronco hematopoiéticas verificada por 

citometria de fluxo foi confirmada visualmente pela técnica de azul de tripan seguida de análise 

ao microscópio de luz. Acreditamos que o tempo decorrido entre o óbito e o processamento das 

amostras pode ter causado uma perda de qualidade e viabilidade, inviabilizando a obtenção de 

um rendimento satisfatório de células viáveis (5x105 células/animal) para a continuação do 

experimento a partir dessa fonte de células. Uma sugestão que pode ser feita para esse modelo 

no sentido de otimizar a recuperação celular seria a utilização de fígados provenientes de fetos 

mais novos (COELHO-DOS-REIS et al. 2019), por possuírem alta capacidade de diferenciação 

e reconstituição, e serem imprescindíveis à diferenciação da linhagem mieloide. 

Adicionalmente, a utilização de animais neonatos irradiados, como no estudo conduzido por 

Rongvaux e colaboradores (2014), onde os pesquisadores utilizaram animais com 2 dias de vida 

irradiados e observaram o desenvolvimento de células do sistema imune inato (monócitos, 

macrófagos e células NK). Além disso, a redução do tempo transcorrido entre a recuperação do 

órgão e seu processamento também seriam opções para otimização do modelo. 

Em seguida, como segunda fonte de células progenitoras CD34+, utilizamos bolsas de 

leucoaférese. Tais bolsas são obtidas a partir de um procedimento clínico onde o sangue do 

doador é removido do corpo através de uma sonda inserida em um dos braços, passa por um 

equipamento onde os leucócitos são separados para, então, retornar ao doador por meio de 

sonda inserida no braço contralateral (CASTILLO et al. 2018). Neste trabalho, confirmamos a 

viabilidade de se utilizar bolsas de leucoaférese como fontes de células CD34+ com rendimento 

e viabilidade adequados.  Dessa forma, com o objetivo de se estabelecer um modelo de animais 

hu-HSC, animais NSG jovens (5 semanas) foram injetados intravenosamente com as células 

CD34+ recém purificadas. A fim de se estimular o amadurecimento dos leucócitos humanos no 

sangue periférico dos camundongos humanizados, administramos GM-CSF humano aos 

animais enxertados com as células progenitoras em três momentos. O GM-SCF é um fator de 

crescimento hematopoiético capaz de promover o desenvolvimento e maturação de células 

mieloides, assim como a diferenciação de células dendríticas (EGEA et al. 2010). No entanto, 

nas condições testadas, a taxa de humanização obtida foi inferior a 1%, conforme análise do 

sangue periférico por citometria de fluxo ao longo de quase 3 meses. Dessa forma, alterações 

protocolares se fazem necessárias no intuito de otimizar a humanização desses animais a partir 

da enxertia de CTH’s provenientes de bolsas de leucoaférese. Por exemplo, a utilização de 

animais neonatos (24-36 horas de vida) seria uma possibilidade assim como previamente 

descrito por Akkina (2013) que indica que o enxerto em animais mais novos resulta na geração 
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de células T, células B, macrófagos, células NK e células dendríticas, assim como a irradiação 

dos camundongos como forma de criar um nicho na medula para reconstituição das células 

progenitoras, como demonstrado em estudos conduzidos por André et al. (2010) e Han et al. 

(2021), onde os camundongos utilizados no modelo de humanização a partir de células 

progenitoras CD34+ provenientes de bolsa de leucoaférese passaram por irradiação subletal 

antes do início do experimento. Como resultado, foi demonstrado uma eficiência robusta do 

enxerto e o desenvolvimento de múltiplas linhagens celulares linfóides a partir do enxerto de 

células CD34+ provenientes de leucoaférese. Ainda, André et al. 2010, comprovaram que a 

injeção de células suplementada com hIL-7, citocina importante no desenvolvimento de células 

B e T, demonstrou resultar em níveis elevados de desenvolvimento e diferenciação de células 

TCD3+. É descrito na literatura que a não reconstituição das células nesse modelo pode estar 

relacionada com a deficiência na suplementação de citocinas humanas necessárias para o 

desenvolvimento e manutenção das linhagens celulares (AMALADOSS et al. 2015). Assim, 

futuramente, a introdução e suplementação de citocinas que promovam crescimento e 

diferenciação pode aperfeiçoar a geração de modelos humanizados (ANDRÉ et al. 2010, HAN 

et al. 2021).  

A partir desses resultados, demos continuidade ao estudo e avaliamos a viabilidade de se 

utilizar sangue periférico de doadores saudáveis (PBMC’s) como fonte de células humanas para 

humanização de camundongos NSG. O modelo de PBMC’s é o modelo mais simples, do ponto 

de vista técnico, para o desenvolvimento de camundongos humanizados, por ser um método de 

fácil obtenção de células e fácil enxerto (AKKINA, 2013). O uso desse modelo oferece um 

tempo de reconstituição menor e mais rápido (MORILLON et al. 2020), quando comparado ao 

modelo de leucoaférese, que leva meses para a reconstituição, como no estudo de André e 

colaboradores (2020), que acompanharam o desenvovimento da linhagem linfoide por mais de 

20 semanas após o transplante das células hematopoiéticas. No entanto, uma grande limitação 

desse modelo está no desenvolvimento precoce de GvHD, que ocorre devido ao 

reconhecimento das células T humanas pelo MHC murino, o que a torna uma complicação 

comum que ocorre em algumas terapias de transplante, além de ser uma causa comum de 

mortalidade (KING et al. 2008, KING et al. 2009). Adicionalmente, outra limitação no uso de 

PBMC’s está no fato de não permitir a diferenciação em diferentes tipos celulares, uma vez que 

as células obtidas já estão maduras (AKKINA, 2013). Por este motivo, o uso do modelo de 

humanização a partir de PBMC’s pode permitir o estudo sobre o papel das células na GvHD 

(TOBIN et al. 2013), assim como o estudo sobre a síndrome da tempestade de citocinas (YE et 

al. 2020). De forma semelhante, estudos indicam ser evidente a importância de um modelo 
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animal humanizado adequado que forneça uma plataforma para a investigação in vivo para o 

entendimento da biologia, fisiologia e fisiopatologia dos microrganismos causadores de 

enfermidades como doenças autoimunes: lupus (PEARSON et al. 2008, YOUNG et al. 2015, 

GUNAWAN, et al. 2017), GvHD (KING et al. 2008, KING et al. 2009), doenças do sistema 

imune (COVASSIN et al. 2013). Adicionalmente, resposta imune humana antitumoral (LI et 

al. 2019, MORILLON et al. 2020, HER et al. 2017, MERAZ et al. 2019), doenças virais como 

o HCV (KENG et al. 2015), HIV (KIM et al. 2016, BRAINARD et al. 2011, KOVAROVA et 

al. 2018), malária (AMALADOSS et al. 2015) e dengue (CUI et al. 2017, ZANINI et al. 2018), 

a qual os mecanismos patogênicos dessas doenças permanecem sem completa elucidação. 

Sendo assim optamos, no presente trabalho, pelo uso do camundongo NOD/SCID/IL-

2Rγnull (NSG) para o estabelecimento do modelo experimental humanizado como plataforma 

para o entendimento da resposta do organismo frente à infecção causada pelo vírus da dengue. 

Uma vez estabelecido e caracterizado o modelo de hu-PBMC com boa janela terapêutica, 

nosso próximo objetivo foi comparar a infecção de animais NSG (não humanizados) e hu-NSG 

com um vírus com alto tropismo por células humanas, o DENV.  

Neste contexto, para a definição do inóculo de células a serem injetadas, nos baseamos 

em estudos anteriores em nosso laboratório, nos quais utilizamos diferentes inóculos: 1x106, 

5x106 e 1x107(dados não mostrados). O menor inóculo levou um tempo maior para reconstituir. 

Já o maior inóculo reconstituiu muito rápido, induzindo o aparecimento de GvHD 

precocemente (dados não mostrados). Assim definimos o inóculo de 5x106 células por animal 

como o mais adequado para a humanização dos camundongos NSG. Conforme discutido acima, 

a ocorrência do fenômeno de GvHD é uma complicação comumente presente após a 

humanização e potencialmente letal que precisa ser evitada nestes animais (ALI et al., 2012). 

De acordo com dados da literatura, o desenvolvimento de GvHD, após reconstituição de 

animais imunossuprimidos com linfócitos humanos torna este modelo apenas adequado para 

estudos de doenças humanas com pequena janela terapêutica (entre 4 e 8 semanas) (BREHM 

et al. 2012, SKELTON et al., 2018). Animais que desenvolvem GvHD apresentam sinais 

clínicos como erupção cutânea (AZEVEDO, 2010), perda de peso, eriçamento de pelos, 

arqueamento de dorso, diarreia, anemia, trombocitopenia, culminando em altos níveis de 

mortalidade (ALI et al. 2012, KING et al., 2009). Como forma de evitar GvHD, pode-se 

eliminar a expressão de MHC I e II murinho nos camundongos, como feito em estudo 

conduzido por Brehm e colaboradores (2014). Neste estudo, os animais falharam em 

desenvolver a doença por £ 125 dias após o enxerto com PBMC’s humanos. 
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Nossos resultados demonstram que conseguimos atingir o objetivo de humanização 

mínima de 40%, sem o desenvolvimento de GvHD em períodos precoces. De modo 

interessante, a humanização se mostrou ser dependente de doador. Sendo assim, analisamos as 

amostras dos doadores que apresentaram percentual médio de hCD45+ superior a 40% a partir 

do 14º dia após injeção, combinamos os dados e observamos, ao longo do tempo, um aumento 

de células hCD45 no sangue dos animais. Com 7 dias, nossos resultados demonstraram que a 

humanização ainda é baixa (cerca de 3%), aumentando com 14 dias. O maior aumento foi visto 

no dia 19 pós injeção de PBMC’s, com cerca de 60% de humanização no período avaliado, 

período que variou entre os experimentos e foi dependente de doador. A cinética de 

humanização observada neste trabalho está em acordo com estudos anteriores, onde células 

imunes humanas circulantes foram detectadas em animais inoculados com PBMC’s duas 

semanas após o enxerto (MORILLON et al. 2020). Neste trabalho, a avaliação clínica feita nos 

hu-camundongos indicou que a injeção de PBMC’s não induziu perda de peso, morte, assim 

como os dados encontrados por Frias-Staheli et al. (2014), ou outras alterações clínicas, bem 

como nos parâmetros sanguíneos. No entanto, mesmo não havendo alterações nos parâmetros 

clínicos, a avaliação histológica demonstrou um recrutamento celular em amostras de fígados 

dos animais humanizados. Corroborando esse dado, a avaliação imunohistoquímica comprovou 

que esse acúmulo de células era, de fato, composto por células humanas, comprovando o 

sucesso da humanização. 

Sabe-se que no modelo de hu-PBMC, as células T são a população predominante no 

sangue circulante, enquanto as células B são relativamente baixas (HARUI et al. 2011). Nossos 

resultados corroboram com os dados encontrados na literatura, demonstrando que 

camundongos NSG humanizados com PBMC’s apresentaram praticamente 100% de células 

humanas expressando o marcador CD3 e não foram encontrados linfócitos B (BREHM et al. 

2019, KIM et al. 2016). Semelhantemente, a análise de baço e fígado dos hu-camundongos 

demonstrou haver predomínio de células CD45+. De maneira interessante, a reconstituição de 

linfócitos B foi praticamente indetectável no sangue periférico nos diferentes tempos avaliados, 

bem como no fígado e no baço, conforme avaliado ao final do experimento. Monócitos e células 

dendríticas não foram identificados no sangue periférico dos hu-camundongos.  

Uma vez estabelecido e caracterizado o modelo de hu-PBMC com boa janela terapêutica, 

nosso próximo objetivo foi comparar a infecção de animais NSG e hu-NSG com um vírus com 

alto tropismo por células humanas, o DENV.  

A dengue é uma doença febril transmitida por mosquitos que infecta milhões de pessoas 

em todo o mundo e tem se destacado entre as enfermidades reemergentes, sendo considerada a 
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mais importante das doenças virais transmitidas por artrópodes, também conhecida como 

arbovirose (WHO, 2009). O tropismo do vírus da dengue por diferentes células humanas e a 

ausência de um modelo animal apropriado para o estudo dessa doença aumentam os desafios 

do estudo desse vírus, como por exemplo a identificação do risco de desenvolvimento de formas 

mais severas da doença e o desenvolvimento de terapias e fármacos direcionados à dengue (CUI 

et al. 2017, BOZZA et al. 2008, MOTA; RICO-HESSE, 2011). Por ser uma doença que não 

possui tratamento antiviral específico (BEGUM et al. 2019) ou vacina licenciada e os 

mecanismos envolvidos na imunidade protetora contra infecções pelo vírus ainda não serem 

totalmente entendidos, se faz necessário o estabelecimento de modelo animal que seja efetivo 

e mimetize mais fidedignamente os mecanismos envolvidos na doença para um potencial 

desenvolvimento de estratégias terapêuticas e vacinais (GUZMAN et al. 2010). 

A dengue está associada à trombocitopenia e outras características clínicas, com aumento 

de permeabilidade vascular e choque. Adicionalmente, hu-camundongos infectados pelo 

DENV-2 desenvolvem leucopenia transitória, trombocitopenia que pode perdurar por 4 

semanas, danos hepáticos, viremia transitória em órgãos alvo (plasma, fígado e baço), produção 

de citocinas (INFγ, TNF). A presença de leucopenia transitória e trombocitopenia em hu-

camundongos infectados por DENV sugere que a doença seja autolimitada ao modelo (CUI et 

al. 2017, FRIAS-STAHELI et al. 2014). Nestes trabalhos, a infecção de animais NSG e hu-

NSG não resultou em redução na contagem de plaquetas ou hemoconcentração em relação aos 

respectivos grupos controle não infectados. Sabe-se que os animais NSG possuem poucas 

plaquetas circulantes em comparação a animais selvagens (JAISWAL et al. 2009), 

possivelmente pela mutação genética que portam e que pode alterar os seus progenitores de 

plaquetas. A contagem normal de um camundongo é no mínimo 800 mil plaquetas por 103uL 

de sangue. Como no modelo de PBMC as células já são diferenciadas, não há progenitores de 

plaquetas, sendo esperado não observarmos queda de plaquetas humanas nos hu-camundongos 

infectados pelo DENV.  

Na dengue, é comum ocorrer comprometimento de fígado, podendo levar à falência do 

órgão e alguns fatores parecem contribuir para essa disfunção, incluindo dano causado 

diretamente pelo vírus e respostas imunes causadas pela lesão (FERNANDO et al. 2016). Em 

estudo conduzido por CUI et al. (2017), camundongos humanizados com células progenitoras 

CD34+ provenientes de fígado fetal desenvolveram queda em níveis significativos de plaquetas 

humanas, monócitos/macrófagos e hepatócitos e a infecção pelo DENV nesses animais 

mimetizou características da doença assim como visto em humanos, como leucopenia, 

trombocitopenia e dano hepático, indicando que este modelo é sensível o suficiente para 
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reproduzir alterações como as vistas em humanos. Nossos resultados corroboram com os dados 

da literatura, demonstrando diminuição do número de monócitos após a infecção pelo DENV-

2. Entretanto, houve um aumento do número de plaquetas, fato que pode ter ocorrido pela 

infecção de megacariócitos na medula.  

Adicionalmente, em nosso modelo a partir de PBMC’s humanos, a avaliação 

histopatológica não indicou presença de danos hepáticos após a infecção. A alteração observada 

no fígado foi um discreto aumento no infiltrado celular, indicando um possível processo 

inflamatório de natureza leve. Adicionalmente, a marcação das células com o anticorpo hCD45 

indicou a presença de células humanas, inclusive dentro dos vasos sanguíneos, sugerindo 

sucesso na enxertia dos PBMC’s nesses sítios. 

Dessa forma, em seguida, buscamos avaliar se o dengue vírus seria capaz de infectar os 

linfócitos humanos e se esses linfócitos seriam responsivos à infecção, avaliando a presença da 

proteína não estrutura viral (NS3 viral), envolvida na replicação do vírus. Diversos estudos 

sugerem que o DENV pode infectar linfócitos (ST. JOHN; RATHORE, 2019). Outros estudos 

como o de Silveira et al. (2017), afirmam haver escassez de informações sobre interações entre 

linfócitos T e DENV durante o curso da doença. No entanto, esses mesmos pesquisadores 

investigaram a presença da proteína viral NS3 e demonstraram que células TCD4 e TCD8 

humanas naive sustentam a replicação do vírus e são permissivas à infecção in vitro, indicando 

que essas células são susceptíveis à infecção. Em nosso estudo, a fim de avaliarmos a carga 

viral, inicialmente procedemos com um ensaio de titulação viral, o qual não teve sensibilidade 

o suficiente para detecção do vírus. Em seguida, investigamos a presença da proteína viral NS3 

pelo método de citometria de fluxo e, da mesma forma, não observamos presença dessa proteína 

nos linfócitos T humanos dos Hu-PBMCs contrariando os dados obtidos por Silveira et al. 

(2017), onde afirmam que, tanto células TCD4 e TCD8 são infectadas por DENV em pacientes 

em fase aguda. Futuramente, o uso de metodologias mais sensíveis como PCR será usado. 

Em seres humanos, a proporção de células expressando CD4 (~70%) é superior às células 

expressando CD8 (~30%) (CHAPLIN, 2010). No nosso modelo, a avaliação do fenótipo dos 

leucócitos humanos circulantes no sangue periférico dos animais NSG, demonstrou que a 

proporção era maior de células expressando CD4 com o pico dessa diferença ocorrendo no dia 

14. No entanto, após a infecção pelo DENV-2, a melhor resposta de ativação de linfócitos 

encontrada foi de CD4, se mostrando mais funcional. Talvez o CD8 presente no PBMC injetado 

estivesse altamente proliferativo no animal, porém, expressando moléculas de exaustão e, após 

a proliferação inicial, se tornado anérgico e assim, não respondendo à infecção. Apesar de, no 

início, mostrarmos que o modelo estava enriquecido de CD8 em comparação ao sangue 
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humano, este modelo parece ser viável para CD4. No entanto, o perfil celular não foi 

caracterizado no início do experimento e, considerando esses achados, propomos caracterizar 

o perfil celular dos PBMC’s antes da injeção. O trabalho com modelo humanizado é dificultado 

pela necessidade de anticorpos monoclonais que reajam somente com humano, pois o sistema 

é humano x murino. Alguns ensaios de ELISA foram feitos (dados não mostrados), porém esses 

ensaios não foram tão específicos para células humanas e sinais positivos para citocinas 

humanas foram encontrados em animais que não foram humanizados.  

 

11. CONCLUSÃO 

Sumarizando, no presente trabalho, demonstramos que: i) Por limitações éticas e técnicas 

(tempo gestacional e condições de coleta), o fígado fetal humano não foi uma boa fonte de 

obtenção de células progenitoras CD34+ viáveis, impossibilitando a posterior humanização dos 

animais NSG;  ii) Bolsas de leucoaférese de doadores submetidos ao tratamento com GM-CSF 

são fontes satisfatórias de células tronco hematopoiéticas (CD34+), no entanto, nas condições 

avaliadas, a humanização de camundongos NSG com essas células não ocorreu, mesmo na 

presença de estimulação exógena por GM-CSF, sendo, portanto, necessários ajustes 

protocolares nas condições de enxertia de camundongos NSG a fim de se obter humanização 

satisfatória. iii) PBMC’s humanos obtidos a partir de doadores saudáveis foram eficientes em 

induzir a humanização de camundongos NSG (Hu-PBMC’s), os quais foram dependentes do 

doador e resultaram na enxertia majoritária de linfócitos T no sangue periférico e órgãos 

estudados (baço e fígado) em um percentual de humanização satisfatório (40-70% de células 

humanas), com enxertia ocorrendo dentro de uma janela de ~3-4 semanas, o que possibilitou o 

estudo de condições patológicas humanas sem, no entanto, induzir alterações clínicas deletérias 

nestes animais (eg: GvHD); iv) Neste contexto, a infecção pelo vírus da dengue (DENV), um 

patógeno cujo tropismo é exclusivo para células humanas, foi escolhido como objeto de estudo 

dos Hu-PBMC’s; v) A infecção de Hu-PBMC’s com o vírus da dengue não resultou em 

infecção e/ou ativação satisfatória dos linfócitos T humanos enxertados; vi) No entanto, uma 

pequena alteração no perfil de células do sangue periférico foi observada após a infecção. 

Os resultados obtidos até este momento demonstram que a infecção de Hu-PBMC’s com 

o DENV não foi efetiva em induzir infecção e/ou ativação importante dos linfócitos T humanos, 

bem como falhou em induzir aspectos clínicos associados à fisiopatologia da dengue. 

De maneira geral, nós identificamos uma boa fonte de células tronco hematopoiéticas 

(CD34) derivadas de bolsa de leucoaférese a ser futuramente explorada na humanização de 
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camundongos da linhagem NSG. Ainda, estabelecemos um modelo onde a enxertia de PBMC’s 

humanos foi eficaz em induzir a reconstituição de linfócitos T humanos no qual abre 

perspectivas para o estudo in vivo de condições clínicas humanas com significativa participação 

destes subtipos celulares na patogênese de doenças com tropismo majoritário por células 

humanas. Além disso, em estudos futuros, novos sítios de infecção podem ser mais explorados, 

como a medula, por ser um local importante para quimerização do animal, uma vez que o 

camundongo precisa continuar produzindo as células injetadas, assim como em linfonodos 

como demonstrado por Coelho-dos-Reis e colaboradores (2019) que encontraram frequência 

maior de células dendríticas nesses sítios do que em outros tecidos. 
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