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RESUMO

Estudos em humanos s3o limitados por questdes éticas e técnicas. Dessa forma, o uso
de camundongos como modelos in vivo e ex vivo, tem proporcionado grandes avangos nas
pesquisas, porém ainda ndo sdo o suficiente. Assim, o desenvolvimento de camundongos
humanizados (hu-camundongos) e sua utiliza¢do se faz relevante onde ndo ha outro modelo
animal adequado disponivel para a pesquisa. Hu-camundongos sdo definidos como
camundongos reconstituidos 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 condi¢des, assim como uma nova abordagem para o estudo da
resposta imune humana com potencial translacional e avaliagdo de novos alvos terapéuticos,
principalmente no que concerne a patdogenos cujo tropismo ¢ exclusivo das células humanas,
como ¢ o caso do virus da dengue.

Assim sendo, o objetivo desse estudo foi estabelecer um modelo de sistema imune
humano em camundongos NOD-scid IL-2Ry™" (NSG) para avaliagio de novos alvos
terapéuticos contra a dengue. Para tanto, foram testadas e avaliadas trés diferentes fontes de
células humanas para humanizagdo dos animais: 1) células tronco progenitoras CD34*
provenientes de figado fetal humano; 2) células tronco progenitoras CD34" provenientes de
bolsa de leucoaférese enriquecida com GM-CSF (fator estimulador de colonias de granuldcitos
e macrofagos) e, 3) PBMC (células mononucleares do sangue periférico) humano de doadores
saudaveis e seus respectivos controles ndo injetados. As duas primeiras estratégias nao
resultaram em resultados satisfatorios, o que inviabilizou a continuidade dos experimentos.
Assim, a proxima fonte de células foi PBMC’s humanos e, com este modelo, seguimos com o0s
experimentos. Os animais NSG foram injetados com PBMC'’s e a presenga 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 reconstituicdo de células humanas CD45" superior a 40%, critério
utilizado para considerarmos a humanizacao satisfatoria. A avaliacdo foi feita no sangue, baco
e figado e as células T foram o tipo celular predominantes encontrados nesses sitios. A avaliagao
histopatologica do figado demonstrou um recrutamento celular composto por células humanas.
Além disso, nossos dados demonstraram que a humaniza¢do a partir de PBMC’s ndo foi
associada a perda de peso, morte ou alteragdes nos parametros sanguineos dos animais. Uma

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



humanizados, doravante chamados hu-camundongos, foram infectados por DENV-2 (dengue
virus-2) e acompanhados os parametros inflamatorios, histopatoldgicos, hematologicos e
clinicos. A infec¢do dos hu-camundongos nao foi associada a perda de peso ou morte. No
entanto, a avaliacdo dos parametros sanguineos demonstrou que houve uma diminui¢do de
mondcitos e aumento de plaquetas no sangue dos animais infectados quando comparados aos
ndo infectados. Entretanto, ndo houve diferenca significativa no percentual de hematdcrito e
nos niveis circulantes de linfocitos e neutrdfilos em relagdo aos grupos infectados versus nao
infectados. Adicionalmente, foi possivel observar aumento na producdo de INFy (interferon
gama) somente nas células TCD4 do bago dos humanizados animais infectados. Os parametros
histopatologicos 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
avaliagdo de novos alvos terapéuticos contra doencas virais com tropismo por células humanas,
em especial, linfocitos humanos, e serd mais explorado em nosso laboratério futuramente,
podendo expandir nossas investigagdes para teste de outros patdgenos com tropismo por células

humanas.
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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-2Ry™!" (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 CDA45" 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 INFy (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.
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1. INTRODUCAO

A ciéncia ¢ feita de observacdo, experimentacdo e resultados. A observagdo de uma
situacdo pode levar a uma conclusdo, porém, para se conhecer os mecanismos intrinsecos, se
aprofundar e obter resultados, deve-se experimentar (BERNARD, 1957).

Animais tém sido utilizados como sujeitos experimentais em pesquisas, testes e
educacdo desde a antiguidade (GOLDIM; RAYMUNDO, 1997, STEPHENS; GOLDBERG;
ROWAN, 2001). Um dos primeiros estudos utilizando modelos animais para a avaliagdo de
doengas humanas data do século 18, quando Pasteur inoculou o liquido da medula espinal de
cdes e coelhos portadores do virus da raiva — Rabies virus — em animais saudaveis e,
posteriormente em humanos, dando inicio a 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 (GUIMARAES; FREIRE;
MENEZES, 2016, GOLDIM; RAYMUNDO, 1997). Durante as ultimas décadas, o uso de
animais vem sendo bastante debatido entre ativistas, organizagdes de prote¢do aos animais e
cientistas (MATTHIESSEN; LUCARONI; SACHEZ, 2003). Em 1959, William Russell ¢ 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 aperfeicoar), o que ndo impedia a pesquisa com animais,
apenas sugeria a adequagio no sentido de aprimora-la (GUIMARAES; FREIRE; MENEZES,
2016, GOLDIM; RAYMUNDO, 1997). Tais termos significam, de forma simplificada, a busca
de métodos alternativos in vitro, a reducdo dos animais utilizados nas pesquisas, € o
aperfeicoamento na conducgdo do estudo (CAZARIN; CORREA; ZAMBRONE, 2004). No
Brasil, em 2008, a Lei 11.794, também conhecida como Lei AROUCA foi criada e estabeleceu
normas e diretrizes quanto a experimentagdo animal, determinando a adogdo de praticas de
pesquisa que respeitassem o bem-estar dos animais e de forma a protegé-los de experimentos e
sofrimentos desnecessarios, representando um grande avanco na legislagdo brasileira sobre o
uso de animais para fins cientificos (REGIS; CORNELIS, 2012, GUIMARAES; FREIRE;
MENEZES, 2016).

Apesar das tentativas de se empregar o modelo dos 3R’s, reduzindo, substituindo e
aprimorando, o modelo animal ainda ¢ necessario, sendo amplamente utilizado na pesquisa
basica e em praticamente todos os ramos da pesquisa cientifica biologica (LEGRAND et al.,

2009, DRAKE; CHEN; CHEN, 2012, SCHANAIDER; SILVA, 2004, REGIS; CORNELIS,
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2012), favorecendo o entendimento de diversos processos bioldgicos, fisiologicos e patologicos
humanos que necessitam uma andlise em sistemas in vitro e in vivo (LAN et al., 2006,
SHULTZ; ISHIKAWA; GREINER, 2007) pois, estudos em humanos sdo limitados por
questdes €ticas e técnicas (DAVIS, 2012; LEGRAND; WEIJER; SPITS, 2006).

O modelo murino vem sendo frequentemente utilizado devido ao pequeno porte, baixo
custo, facilidade de realizacdo de mutagdes genéticas, facilidade de manutencdo 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 diferengas evolutivas e
bioldgicas entre humanos e murinos sao lacunas que ainda existem e necessitam ser preenchidas
na translag@o dos resultados obtidos no laboratorio para a clinica como, por exemplo, diferencas
em diversos receptores, como a falta do receptor do tipo Toll-10 (TLR-10 — Toll-like receptor
10) funcional em camundongos e a expressdo 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 reconstituidos 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 condi¢des fisioldgicas e patoldgicas
humanas (JAISWAL et al., 2009; DRAKE; CHEN; CHEN, 2012; LEGRAND et al., 2009),
bem como permitir a avaliacdo de potenciais alvos terapéuticos contra diversas doengas de
importancia médica, a saber cancer (HER et al. 2017; ITO et al. 2009; MERAZ et al. 2018),
doencas autoimunes (GUNAWAN et al. 2017; YOUNG et al. 2015; ZAYOUD et al. 2013),
doenga do enxerto versus hospedeiro — GVHD (KING et al. 2008; TOBIN et al. 2013; ZHAO
et al. 2015) e doengas 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 vidvel
ferramenta de estudo, in vivo, do papel exercido pelo sistema imune humano durante a
fisiopatologia de diferentes condigdes, principalmente no que concerne a patdgenos cujo
tropismo ¢ 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
injecdo de células humanas de diferentes fontes (figado fetal, bolsa de leucoaférese, cordao

umbilical e/ou células mononucleares de sangue periférico (PBMC) gerando um modelo in vivo
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o qual podera ser utilizado para se estudar mecanismos celulares e moleculares da resposta
inflamatoria de doengas infecciosas que, no caso deste trabalho, terd como alvo o modelo de

infecc¢do pelo virus da dengue.
2. CAMUNDONGOS IMUNODEFICIENTES

A evolugdo gradual das linhagens de camundongos imunodeficientes permitiu a geragao
de modelos humanizados mais complexos (AKKINA, 2013) e, desde entdo, 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, apds o enxerto bem-sucedido com células e/ou tecidos primarios de
origem humana (ITO et al., 2002; BREHM et al., 2016).

A partir da descricdo do camundongo nude por Flanagan (1966), células e tecidos
humanos funcionais vém sendo extensivamente estudados (BREHM et al. 2010, ITO et al.
2008). Esses animais possuem um gene recessivo FOXNI1, localizado no cromossomo 11 e
animais homozigotos para esse gene apresentam o fenotipo de falta de pelos (SZADVARI et
al. 2016). Adicionalmente, camundongos nude apresentam auséncia ou falha no
desenvolvimento do timo, o que resulta em um sistema imune comprometido, com reducao de
células T (MECKLENBURG et al. 2005, SZADVARI et al. 2016). Entretanto, esses animais
ainda apresentam células NK e macrofagos, sendo capazes de desenvolver uma rapida resposta
imune inata contra o enxerto humano. Sendo assim, ndo sdo permissivos a uma reconstitui¢ao
duradoura de células humanas (AKKINA, 2013). No entanto, a identificagdo desse animal
contribuiu para o inicio do desenvolvimento de um modelo murino mais eficaz na pesquisa de
doengas humanas (ITO et al. 2002), sendo utilizado para estudos sobre cancer de colon
(KOOSHA et al. 2019, SZADVARI et al. 2016), e cancer gastrico (QIAO et al. 2019).

Em seguida, a linhagem de camundongos NOD (non obese diabetic — diabético ndo
obeso), estabelecida por Makino et al. (1980) representou mais um avango em dire¢do ao
aprimoramento de um modelo animal que melhor suportasse o enxerto de células e tecidos
humanos. Animais NOD desenvolvem diabetes espontinea e subitamente, apresentando
hiperglicemia (elevacdo da glicose no sangue), politria (alta frequéncia urindria) e glicostria
(presenca de glicose na urina) acompanhadas de perda de peso, assim como defeitos na
apresentacao de antigeno, no repertorio de linfocitos e na fungdo de células NK (MAKINO et
al. 1980, KIKUTANE; MAKINO, 1992, ZENG, 2017). A descri¢do desse modelo permitiu o
estudo e o entendimento da patogénese e da genética do Diabetes mellitus fornecendo

estratégias direcionadas para terapias, controle e tratamento dessa doenca. Importante ressaltar
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que células NK fazem parte do sistema imune inato e respondem rapidamente a infec¢ao
(KATAOKA et al. 1983).

Posteriormente, Bosma e colaboradores (1983) identificaram em uma linhagem de
camundongos C.B-17, uma mutacdo herdavel e sob controle do gene recessivo PRKDC
(Protein Kinase, DNA-Activated, Catalytic Subunit — subunidade catalitica da proteina quinase
ativada pelo DNA) e observaram que PBMC’s humanos, tecidos hematopoiéticos fetais e
células tronco hematopoiéticas (CTH) poderiam ser entdo enxertados nesses animais. Essa
mutagdo foi identificada como SCID (do inglés Severe Combined Immunodeficiency —
Imunodeficiéncia Combinada Severa). Camundongos que portam essa mutagdo apresentam
defeito no reparo do DNA devido a mutacdo no gene PRKDC e, portanto, deficientes no
rearranjo do receptor de células T e B resultando em células ndo funcionais, contribuindo para
o sucesso de enxertos alogénicos ou xenogénicos (ZHANG; DUAN; ZHAO, 2009, McCUNNE
et al. 1988; ITO et al. 2002, SHULTZ; ISHIKAWA ; GREINER, 2007). No entanto, o enxerto
ocorre em apenas um nivel muito baixo por ainda apresentarem imunidade residual, incluindo
células NK, macrofagos e granuldcitos (HESSELTON et al. 1995, ZHANG; DUAN; ZHAO,
2009; PEARSON, GREINER, SHULTZ, 2008, SHULTZ; ISHIKAWA; GREINER, 2007).

Para desenvolver uma linhagem de camundongos imunodeficientes com multiplos
defeitos na imunidade adaptativa e inata, animais que portavam mutagdo SCID foram cruzados
com o background NOD, resultando em um modelo NOD/SCID cujas funcdes das células T e
B apresentavam defeitos (GREINER et al. 1995) e suportavam niveis mais altos de enxerto de
PBMC’s (HESSELTON et al. 1995). No entanto, a presenca de macréfagos e atividade residual
de células NK, combinada com uma vida 1til reduzida devido ao desenvolvimento de linfomas
no timo, limitava a utilidade deste modelo, podendo interferir na eficiéncia do enxerto
(AKKINA, 2013; HESSELTON et al. 1995, KING et al. 2008, ITO et al. 2002).

O maior avanco no desenvolvimento de um modelo que permitisse o enxerto bem-
sucedido de células e/ou tecidos humanos, capaz de suportar a reconstitui¢do de niveis mais
elevados de células hematopoiéticas humanas do que o modelo anterior — NOD/SCID — ocorreu
quando, para eliminar geneticamente a atividade das células NK, uma mutacdo completa do
gene da cadeia gama comum do receptor de citocina IL-2 (IL-2Ryc) foi introduzida no modelo
NOS/SCID (SHULTZ et al. 2010, PEARSON, GREINER, SHULTZ, 2008; AKKINA, 2013).
Esse gene codifica componentes de sinalizacdo essenciais para a agdo de vdrias 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 interrupcdo da sinalizagdo 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 descrigdo NOD/SCID/IL-2ry™" (NSG) portanto, animais
extremamente imunodeficientes, ndo possuindo linfocitos T, linfécitos B, células NK além de
defeitos funcionais na atividade de macrofagos e na fungdo das células dendriticas
(NAGATANTI et al. 2019). Apds o enxerto com células humanas, dependendo da origem dessas
células, os camundongos NSG permitem a expansao de células do sistema imunolégico humano
em varias linhagens e sdo uma plataforma validada para estudos imuno-oncologicos (ITO et al.
2009) e pesquisa de doencas infecciosas (FOMIN et al. 2017, SHULTZ et al., 2010). Esse
modelo representou um salto tecnoldgico na gera¢dao de animais imunodeficientes capazes de
suportar a reconstituicdo de células humanas (PEARSON, GREINER, SHULTZ, 2008). No
entanto, a ocorréncia do fendmeno de GVHD ¢ uma complicagdo comumente presente apos a
humanizagdo e potencialmente letal que precisa ser evitada nestes animais (ALI ef al., 2012).
O desenvolvimento de GvHD nos hu-camundongos ¢ 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 clinicos como erup¢do cutinea (AZEVEDO, 2010)
perda de peso, erigamento de pelos, arqueamento de dorso, diarreia, anemia, trombocitopenia,
culminando em altos niveis de mortalidade (ALI ez al. 2012, KING et al., 2009).

Em contrapartida, o sucesso da reconstituicdo do tecido humano estd associado ao
suporte apropriado de fatores do hospedeiro (citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento)
os quais favorecem a reconstituicdo 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 ablagdo da medula através de
irradiacdo 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 doengas humanas as quais a auséncia de tratamento especifico e o incompleto
conhecimento sobre sua patogénese impdem grandes desafios aos sistemas de saude, vém sendo
estudadas extensivamente em animais NSG humanizados. Dentre elas, podem ser citadas: HIV
(BRAINARD et al. 2009), algumas arboviroses (COX et al. 2015), doencgas autoimunes
(GUNAWAN et al. 2017), certos tipos de cancer (HER et al. 2017), GvHD (ZHAO et al. 2015)
dentre outras (WALSH et al., 2017, BREHM; SHULTZ; GREINER, 2010, SHULTZ;
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ISHIKAWA; GREINER, 2007; LAN et al., 2006; AKKINA, 2013; BREHM et al., 2016;
COSTA et al., 2017).

3. FONTES DE CELULAS PARA HUMANIZACAO E CARACTERISTICAS DOS
HU-CAMUNDONGOS RECONSTITUIDOS COM ESSAS CELULAS.

3.1 Células tronco hematopoiéticas (CTH)

Células tronco hematopoiéticas (CTH’s) sdo responsaveis pela hematopoiese, ou seja, a
produgdo de células sanguineas que ocorre continuamente durante a vida de um organismo e
possuem a caracteristica de pluripoténcia e autorrenovagdo com potencial de desenvolvimento
para dar origem a todos os tipos de células sanguineas maduras funcionais (MENDRONE
JUNIOR, 2009; NG; ALEXANDER, 2017; BROXMEYER et al., 1989; SUMIDE et al., 2018),
sendo responsaveis pela manutengdo e homeostase da hematopoiese (IVANOVA et al. 2002,
SERTORIO et al. 2017) (Figura 1). Dessa forma, células indiferenciadas podem responder a
sinais do microambiente do tecido hospedeiro e se diferenciar para produzir progénie com as
caracteristicas fenotipicas das células maduras do local (WANG et al., 2008).

A produgdo de células sanguineas ao longo da vida é dependente de células tronco
hematopoiéticas e a maturagao dessas células € gerada a partir de progenitores hematopoiéticos
(NOTTA et al. 2011). As principais fontes de células tronco hematopoiéticas sdo medula dssea
(MORRISON; SCADDEN, 2014), figado fetal (RONGVAUX et al. 2014), sangue periférico
mobilizado (ANDRE et al. 2010) e cordido umbilical (BROXMEYER et al. 1989).

4 Células Dendriticas Linféides
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Figura 1: Hematopoiese.
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A hematopoiese normal ¢ organizada de maneira hierarquica a partir de uma pequena populacdo de
células tronco hematopoiéticas. Estas células dao origem a linhagens progenitoras capazes de proliferar
e diferenciar em diferentes linhagens celulares. LTC-1C (long-term colony-initiating cell), CFC (colony-
forming cells). Adaptado de Corey et al. (2007).

Como um dos principais marcadores antigénicos da populagdo de células tronco
hematopoiéticas, pode-se citar o CD34, uma fosfoglicoproteina transmembrana, presente em
células progenitoras hematopoiéticas imaturas (SIDNEY et al. 2014) que, por sua vez, t€ém a
capacidade de auto renovagao e alto potencial proliferativo, o que possibilita sua diferenciacao
em linhagens celulares maduras (GROTTO; NORONHA, 2003, YAMAMOTO et al. 2013).
Tal capacidade faz das células progenitoras, alvos de interesse para estudos em terapias génicas
e celulares (NOTTA et al. 2011). A funcdo de CD34 esté ligada inibi¢cdo ou facilitacdo da
adesdo, proliferacdo celular e regulacdo da diferencia¢dao (SIDNEY ef al. 2014).

3.2  Figado fetal humano

O figado ¢ um importante 6rgdo composto por diferentes populacdes de células imunes
com maior propor¢do de células inatas incluindo células NK, macrdofagos e células dendriticas,
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" ¢ o figado
fetal, sendo o principal nicho hematopoiético no feto até o sexto més de gestacao (FOMIN et
al. 2017, GAO; LIU, 2018, GUO et al., 2018), se tornando um importante 6rgdo imune em
adultos (NAKAGAKI et al. 2018). Com base na sua grande capacidade de expansao ex vivo,
assim como no seu potencial de diferenciagao, as células tronco progenitoras CD34" podem ser
vistas como ferramentas uteis no desenvolvimento de hu-camundongos para o estudo de
doengas infecciosas humanas (NAKAGAKI et al. 2018). O transplante de células CD34*
provenientes de figado fetal humano resulta, de forma confidvel, no desenvolvimento de células
T, B, NK, macréfagos e células dendriticas 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 nao haver diferengas significativas no numero de células progenitoras totais,
sugerindo que a expansao de células progenitoras no figado atinja um platd ap6s a décima sexta
semana de gestacdo. No entanto, estudos recentes demonstram que células progenitoras
provenientes de figado fetal com idades variando de 18 a 24 semanas apresentam niveis
elevados de CD34" (DUAN et al. 2011, GUO et al. 2018, LAN et al. 2018) ¢ vém sendo

bastante utilizadas para a constru¢do de hu-camundongos com o objetivo de pesquisar sobre o
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desenvolvimento de células imunes humanas (MELKUS et al. 2006), doengas virais (MELKUS
et al. 2006), HIV (DENTON et al. 2008), EBV (MELKUS et al. 2006). O uso dessa fonte tem
crescido devido a abundancia de células obtidas a partir de uma unica amostra (80 a 280 milhdes
de células CD34") (DRAKE, CHEN, CHEN, 2012).

Por fim, animais humanizados com células progenitoras de figado fetal humano
demonstram alta propor¢do de células humanas CD45" ndo s6 no sangue periférico (85%)
(DRAKE, CHEN, CHEN, 2012), mas também no bago, ¢ linfonodos (GONZALES, STRBO,
PODACK, 2013).

3.3 Bolsa de leucoaférese

A aférese ¢ um termo amplo, aplicavel a qualquer procedimento que envolva a remogao
do sangue total do doador/paciente e sua separacdo em componentes. Portanto, através da
aférese ¢ possivel retirar do sangue apenas os componentes de interesse. Submetido a
centrifuga¢do, o sangue ¢ separado em seus componentes primarios: plasma (plasmaférese),
plaquetas (plaquetaférese), globulos brancos (leucoaférese) e globulos vermelhos
(eritroaférese). O restante do sangue €, entdo, devolvido ao doador/paciente (CASTILLO,
2018). Bastante utilizada na clinica, a leucoaférese ¢ uma forma efetiva para evitar a
hiperleucocitose (glébulos brancos acima de 100.000/uL de sangue), reduzindo o nimero de
leucocitos 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 diferenciacdo em
multiplas linhagens celulares, incluindo células NK e linfocitos, sendo a maior parte dos
linfocitos T do tipo CD4 e, em menor numero, CD8. Shultz e colaboradores (2005) verificaram
a reconstitui¢do de células CD45" humanas na medula dos camundongos NSG, incluindo
linfocitos B, células NK, células mieloides e células dendriticas plasmocitdides.

Uma grande vantagem no uso de células progenitoras CD34" mobilizadas por
leucoaférese € a possibilidade de usar informagdes médicas dos doadores no estudo da genética
de doencas especificas (DRAKE, CHEN, CHEN, 2012). No entanto, a qualidade da
reconstitui¢cdo varia baseado na idade do animal a ser transplantado e outros fatores clinicos do
doador, assim como a natureza invasiva do procedimento de coleta das células limita a
aprovagao 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 ¢ um dos tecidos com maior capacidade regenerativa, com aproximadamente
um trilhdo (10'?) de células surgindo diariamente na medula 6ssea de um humano adulto
(DOULATOV et al., 2012).

Células mononucleares do sangue periférico (do inglés peripheral blood mononuclear
cells — PBMC) compreendem os linfécitos (células B, células T e células NK), mondcitos e
células dendriticas, e s3o o material biologico humano mais prontamente acessivel, além de
uma importante fonte para elucidar novos biomarcadores da resposta imune em seres humanos.
Adicionalmente, as células mononucleares sd3o importantes no processo da infeccdo e
apresentacdo antigénica (CAIMARI et al. 2010). A reconstituicdo com PBMC’s ¢ o método
mais simples para o desenvolvimento de camundongos humanizados, por ser um método de
facil obtengdo e processamento relativamente simples, porém, ndo sdo células progenitoras, ou
seja, ndo se diferenciam em outros subtipos celulares.

A falta de um sistema imune murino intacto facilita a reconstitui¢ao temporaria das
células humanas, particularmente altos niveis linfocitos humanos funcionais, em todos os
orgdos (SKELTON et al., 2018). O modelo hu-PBMC também permite o enxerto de baixos
niveis de linfocitos B, porém sem produg¢ao de anticorpos. No entanto, esse modelo ndo permite
a diferenciagdo hematopoiética em outros subtipos celulares, especialmente componentes da
imunidade inata, uma vez que as células injetadas ja se encontram diferenciadas (AKKINA,
2013). Por fim, células T humanas injetadas podem ser rapidamente ativadas a medida que
reconhecem as c¢lulas murinas, levando ao desenvolvimento de GvHD, tornando este modelo
adequado para estudos de doengas humanas com curta janela experimental (4-8 semanas)

(BREHM et al. 2012, SKELTON et al., 2018).
4. CAMUNDONGOS HUMANIZADOS

Alguns patdgenos humanos sdo incapazes de infectar pequenos animais, limitando as
pesquisas a animais cuja genética ¢ mais proéxima a dos humanos, como os primatas nao
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 avancar na pesquisa para a translacdo para a clinica
(BREHM et al. 2016).

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

humanos vém sendo desenvolvidos ha alguns anos (BREHM; SHULTZ; GREINER, 2010) e
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sdo ferramentas importantes para o estudo da biologia humana (LEPUS et al., 2009). Dessa
forma, hu-camundongos podem ser entendidos como modelos biologicos construidos e/ou
manipulados para a representagdo de respostas imunes humanas e oferecem grandes vantagens
no estudo de varios patégenos 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 diferencas entre o sistema imune do animal e as respostas do
hospedeiro durante a infec¢do devem ser levadas em consideragdo (ST. JOHN, ABRAHAM,
GUBLER, 2013).

Neste contexto, multiplas plataformas e abordagens para o enxerto de sistemas
imunoldgicos humanos para gerar hu-camundongos tém sido propostas como demonstrado na

Tabela 1 abaixo.

Tabela 1: Estratégias para humanizacio de camundongos NSG.

Abordagem Método Animais Vantagens Desvantag Aplicacdes Referéncia
ens
Células Injecdo i.v. Animais Permite a Questdes HIV, COVASSIN
progenitoras  de células adultos (6- diferenciagd  éticas e Dengue, etal 2013;
CD34* CD34* 8 semanas) o emvarios  dificuldade Doengas BRAINARD
provenientes ou tipos na autoimune et al. 2009;
de figado neonatos celulares T,  aquisicao s CUI et al.
fetal. (24-36 B, NK, de 2017,
horas). neutrofilos, amostras GUNAWAN
macrofagos,  humanas. etal 2017.
dendriticas)  Pode
necessitar
irradiagdo
prévia ao
enxerto.
Células Injecdo i.v. Animais Permite a Reconstitui  Céncer ANDRE et
progenitoras  de células jovens (2 diferenciacd  ¢do ¢ al. 2010;
CD34* CD34* semanas), oemvarios  demorada HER et al
provenientes adultos (8-  tipos (12-16 2017.
de sangue de celulares. semanas).



bolsa de 12 Permite Pode REIS et al
leucoaférese. semanas) estudos de necessitar 2019
longa irradiagdo
duragao. prévia ao
enxerto.
PBMC — Injecdo i.v. Animais Facil Nao Doengas AKKINA,
Peripheral de células adultos (6-  obtengao, permite a infecciosas  2013;
blood mononuclear 8 semanas) preparagdo e  diferencia¢ , como YOUNG et
mononuclear  es do sangue injegdo. 40 em Sindrome al. 2015;
cells — células  periférico Répido outros de Sjogren; FISCHER et
mononuclear enxerto de tipos Cancer; al. 2019;
es do sangue linfocitos. celulares. GvHD MORILLON
periférico Estudos de Janela et al. 2020;
curta experiment EHX et al.
durag@o. al curta 2018.
Nao devido ao
necessita desenvolvi
irradiagdo mento de
prévia. GvHD (4-8
semanas)
devido a
GvHD (4-8
semanas).
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Adaptado de AKKINA, 2013

Neste contexto, hu-camundongos sdo ferramentas ideais para se estudar microrganismos
cujo tropismo ¢ especifico 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
consideragdo a pergunta que se quer responder (BREHM et al. 2016). No presente projeto,
optamos por utilizar o virus da dengue, um arbovirus de extrema importancia epidemioldgica
no mundo, como ferramenta para validar a utilizagdo do modelo humanizado implementado em
nosso laboratorio.

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 virus 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 corddo umbilical sdo permissivos a infeccdo pelo DENV e geram
respostas imunes humanas especificas para o DENV. Semelhantemente, Cui e colaboradores
(2017) observaram a producdo 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 figado fetal humano e infectados pelo DENV desenvolveram
infeccdo sistémica caracterizada por sinais e sintomas caracteristicos das formas classicas da
doenca a exemplo de trombocitopenia especifica para as plaquetas humanas, leucopenia
transitoria, viremia e dano hepatico. Utilizando o mesmo modelo, Costa e colaboradores (2017)
demonstraram que células NK sdo essenciais a protecdo do hospedeiro frente a infeccdo pelo

DENYV em hu-camundongos por mediarem efeitos antivirais dependentes da secre¢ao de INFy.

Tabela 2: Caracteristicas de modelos murinos de infecciio pelo dengue virus usados em estudos pré-clinicos.

Linhagens Caracteristica Vantagens Desvantagens  Aplicabilidad Referéncia
s e
Camundongos Camundongos Animais Apresentam Estudo da COSTA et
humanizados Reconstituidos desenvolvem manifestagdes patogénese al. 2017
(camundongos com células sistema imune brandas da da FD,
SCID, NOD/SCID, tronco funcional, estudo doenca tropismo por
NSG) hematopoiética da resposta células
s (figado fetal) ~ humana frente a humanas,
infecgdo. estudos de
candidatos
vacinais
Camundongos Camundongos Suportam Auséncia de Investigar MILLIGA
imunocomprometido  infectados com replicagao do componentes tropismo Net al.
s AG129 (auséncia isolados virus; criticos do celular e 2017
de receptores para clinicos de desenvolvem sistema antiviral  tecidual do

INFa e )

dengue virus
ou animais
adaptados aos
isolados
clinicos; alta

viremia

viremia

do hospedeiro;
inadequado para
estudos de
avaliagdo das
respostas

imunes;

virus da

dengue,
pesquisa de
candidatos

vacinais



Camundongos

balb/c e C57BL/6j

Camundongos
com sistema

imune intacto
com isolado

viral adaptado

Camundongos
desenvolvem
manifestacdes de
dengue severa
(dores,
trombocitopenia,
hemoconcentraca
0, permeabilidade
vascular,
hemorragia,
viremia e
recuperagdo de
carga viral em
orgdos alvo da

infeccdo)

desenvolviment
o de encefalite

letal.

Modificagdo do
virus ao
hospedeiro
murino pode
envolver
mecanismos
patoldgicos
diferentes ao
mecanismo
patolégico em
humanos;
doenga severa
ocorre em
infecgoes

primarias.
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Estudo da BYRNE et

patogénese al. 2020
da dengue
severa,
tropismo
celular do
virus e
respostas
inflamatorias
do
hospedeiro
frente a

infecgdo

Adaptado de COSTA et al. 2013

S. A DENGUE

A dengue ¢ uma doenga viral de grande importincia médica global e, dentre as

arboviroses (doengas transmitidas por artropodes — Arthropod-born virus), ¢ a principal causa

de morbidade e mortalidade nas regides 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 satide publica em todo mundo com um aumento significativo

dos casos nas ultimas trés 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 anotacdes, Rush apresenta suas observagdes sobre uma febre que

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

“As dores que acompanham esta febre sdo extremamente graves na cabega, nas costas

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

corpo. Nessas circunstancias, a doenga, as vezes, acreditava-se ser um reumatismo;
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mas seu nome mais geral entre todas as classes de pessoas era, FEBRE QUEBRA-

OSSOS” (RUSH, 1951).

Desde entdo, varios surtos de uma doenga consistente com os sintomas da dengue vém
sendo reportados ao redor do mundo, sendo o continente Antartico, o unico local onde os
arbovirus ndo sdo endémicos (LOPES et al. 2014). A descri¢do dos dois primeiros sorotipos de
dengue (DENV-1 e DENV-2) ocorreu em 1943 no Japdo e em 1945 no Havai (MESSINA et
al. 2014) e, atualmente, sdo conhecidos quatro sorotipos [DENV-1; DENV-2; DENV-3;
DENV-4] e todos podem provocar tanto as formas mais brandas quanto as mais graves da
doenga (DANS et al. 2018, COSTA et al., 2017, 10C, 2018). Tal diversidade de sorotipos torna
o combate a doenga mais complexo, uma vez que um individuo pode ser infectado mais de uma
vez por sorotipos diferentes (ST. JOHN, RATHORE, 2019).

A perturbagdo ecoldgica causada pela Segunda Guerra Mundial, a globalizagdo e as
viagens internacionais, favoreceram a dispersdo e transmissdo do virus ao redor do mundo
(GUBLER, 1998, MESSINA et al. 2014) e a incidéncia global da dengue cresceu drasticamente
Figura 2). Aproximadamente metade da populagdo mundial esta em risco de contrair a doenga,
com aproximadamente 390 milhdes de infecgdes por ano (ST. JOHN, RATHORE, 2019, WHO,
2021). Desses, 96 milhdes manifestam algum nivel de gravidade da doenga e outros 3.9 bilhdes

de pessoas estdo sob risco de infeccdo (WHO, 2021).

Figura 2: Distribuicio geografica dos casos de dengue no mundo até 2017.
Fonte: WHO, 2021.
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No Brasil, nota-se um cendrio epidemiologico complexo, com a co-circulagdo dos 4
sorotipos dos DENV e circulag@o simultdnea dos virus Chikungunya (CHIKV) a partir de 2014
e Zika (ZIKV) em 2015. De acordo com o Ministério da Satde, até a semana epidemioldgica 8
de 2021, foram notificados 72.093 casos provaveis (taxa de incidéncia de 34,0 casos por 100
mil habitantes) de dengue no Brasil. Em compara¢do com o ano de 2020, houve uma redugdo
de 75% de casos registrados para o mesmo periodo analisado (Figura 3) (BRASIL, 2021). Ainda
segundo o Ministério da Saude, o pais ndo enfrenta uma epidemia de dengue, pois os casos
estdo dentro do esperado. No entanto, essa reducdo pode ser atribuida a mobilizagdo que as
equipes de vigilancia epidemioldgica estaduais estdo realizando diante do enfrentamento da
emergéncia da pandemia do coronavirus (COVID-19), ap6s a confirmacéo dos primeiros casos
no Brasil em marc¢o de 2020, ocasionando em um atraso ou subnotificacdo para os casos das

arboviroses (Figura 3) (BRASIL, 2021).
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Figura 3: Curva epidémica dos casos provaveis de dengue, por semanas epidemiolégicas de inicio
de sintomas, Brasil, 2020 e¢ 2021.
Fonte: Brasil, Ministério da Saude, 2021

O virus responsavel pela doenga € chamado de Dengue virus (DENV), pertence a familia
Flaviviridae, do género Flavivirus. Este género inclui outros parasitas humanos transmitidos
por mosquitos, dentre os quais destacam-se o virus da Febre Amarela, o virus do Nilo Oriental
e o virus da Encefalite Japonesa (GOULD et al. 2017). O virus € transmitido ao homem via
picada das fémeas infectadas dos mosquitos do género Aedes sp. (GUZMAN et al., 2010;
GUBLER, 1988; DANS et al. 2018).

5.1 Replicacio viral

Apos a picada no hospedeiro, tem inicio o ciclo replicativo (Figura 4), quando o virion

infecta células residentes como fibroblastos, células dendriticas (de Langerhans) na derme
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(COSTA et al. 2017, ST. JOHN et al. 2013). Os mastocitos nao sao comumente infectados,
mas contribuem para a imunopatogénese induzindo a liberacdo de mediadores vasoativos (e.g
triptase, quimase, etc.) os quais contribuem para os eventos vasculares (ST JOHN et al., 2013;
2015). A ligagdo e a adsorcao do virus na célula sdo mediadas por receptor. Porém, apesar dos
esfor¢os para determinar a(s) molécula(s) responsavel(is) pelo reconhecimento do DENV pelas
células alvo, um receptor especifico para o virus ainda nao foi identificado (CRUZ-OLIVEIRA
et al., 2015). No entanto, alguns estudos in vitro propdem possiveis candidatos para esses
receptores, incluindo glicosaminoglicanos, lectinas do tipo C, a molécula de adesdo de células
dendriticas (DC-SIGN), integrinas especificas do figado e linfonodos (L-SIGN), o receptor de
manose em macrofagos, o receptor de fosfolipidios CD300a, os receptores de fosfatidilcerina
das células T com dominio imunoglobulina e mucina (TIM) e Tyro3, AXI e Mertk (TAM)
(NGONO; SHRESTA, 2018). Os virus sdo entdo endocitados em vesiculas recobertas por
clatrina e direcionados aos endossomos, onde o ambiente acido induz a fusdo do envelope do
virus com as membranas celulares do hospedeiro e permite a liberacdo do nucleocapsideo no
citoplasma. Ocorre, entdo, a traducdo do genoma de RNA senso positivo em RNA de sentido
negativo que, por sua vez, serve de modelo para a sintese de nova fita de RNA de sentido
positivo. As novas fitas de RNA podem iniciar novos ciclos de replicagdo ou serem montadas
em novos virions. Os novos virions sdo, entdo, empacotados no reticulo endoplasmatico e
transportados ao complexo de Golgi onde a clivagem da proteina precursora de membrana
(prM) em proteina de membrana (M) gera particulas infecciosas maduras e sdo entdo liberadas
via exocitose (CLYDE et al. 2006, FERNANDEZ-GARCIA et al. 2009, CHEN; LAI; YEH,
2018).
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Figura 4: Ciclo de replicacao dos Flavivirus.

Os virus se ligam a membrana celular através de receptores e sdo endocitados. O pH baixo dentro dos
endossomas provoca a fusdo de membranas viral e celular, resultando na liberagdo do RNA viral. O
genoma viral € traduzido em uma tnica poliproteina que € processada por proteases dos virus e da célula
hospedeira. O RNA ¢ replicado por proteinas ndo-estruturais do virus. A montagem do virions ocorre
na membrana do reticulo endoplasmatico e a membrana dessa organela forma particulas virais imaturas.
Particulas virais imaturas utilizam a via secretora da célula hospedeira e devido ao pH acido do
Complexo de Golgi a proteina precursora prM ¢€ clivada em proteina M, completando a maturacéo do
virus. Adaptado de Neufeldt (2018).

5.2  Estrutura do genoma viral

A particula viral (Figura 5) € composta por um nucleo formado pelo nucleocapsideo que
contém o genoma viral, rodeado por uma bicamada lipidica contendo as proteinas estruturais
do capsideo (C), pré membrana (prM) e envelope (E) (GABRIEL ef al. 2020). Trata-se de um
virus envelopado, de genoma de RNA senso positivo com aproximadamente 11kb de
comprimento, com uma Unica janela de leitura possuindo o mesmo sentido do RNA mensageiro
e, portanto, pode ser traduzido imediatamente apds a infec¢@o da célula hospedeira. O genoma
codifica uma unica poliproteina que € clivada em 10 proteinas diferentes, entre as quais trés

proteinas estruturais envolvidas na ligacdo, adsor¢do, montagem e secre¢do do virus:
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glicoproteinas do capsideo (C), responsavel pelo desnudamento e encapsulamento do genoma
(GABRIEL et al. 2020), de membrana (M) e do envelope (E), responsaveis pelo
empacotamento e internalizacdo do virus (NASAR et al. 2019) e sete proteinas ndo estruturais
[NS1,NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5], envolvidas nas atividades enzimaticas, evasio
imune e replicagdo viral (CHEN et al., 2018; GUZMAN et al., 2010, NASAR et al. 2019).

Genoma de RNA do dengue virus

|

Proteinas estruturais Proteinas ndo estruturais
— . ——
- W
Ns1 ™y
’ NS4b
Proteina do ‘
; Proteina do NS2b NS4a NSs
capsideo (C) envelope (E)

Proteina de membrana (prM, M)

Figura 5: Estrutura do genoma do Dengue virus.

O genoma ¢ constituido por RNA de fita simples, senso positivo com ~11 Kb. A poliproteina codifica
10 proteinas virais: 3 proteinas estruturais (C, M e E) e 7 proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B, NS5). Adaptado de Idrees e Ashfaq (2012).

5.3 Ciclo de transmissiao

A transmissdo do virus se inicia quando a fémea do mosquito da espécie Aedes aegypti
ou Aedes albopictus faz o repasto sanguineo a um individuo infectado (Figura 6)
(WHITEHEAD et al. 2007). Uma vez dentro do artrépode, o virus se replica no intestino médio,
podendo ser encontrados também no ovario apos algum tempo, estando disperso no sistema do
vetor por um periodo médio de 8§ a 12 dias, periodo chamado de incubagdo extrinseca
(FERREIRA DE LIMA, LIMA-CAMARA, 2018). Apos esse periodo, o virus alcanga as
glandulas salivares do artrépode, podendo ser transmitido a outros seres humanos durante novo
repasto. Assim, o mosquito continua infectivo por toda sua vida (WHO, 2009). Na pele, os virus
infectam as células dendriticas imaturas através da ligagcdo com receptores (eg. DC-SIGN). As
células dendritcias maduras migram para os linfonodos onde apresentam os antigenos as células
T, dando inicio as respostas celulares e humorais (GUZMAN et al. 2010). Devida a alta viremia
causada pela infec¢do com o dengue, os virus sdo transmitidos eficientemente entre mosquitos

e humanos, ndo havendo necessidade de outro hospedeiro (WHITEHEAD et al. 2007).
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Figura 6: Ciclo epidémico da transmissio do Dengue virus.
Devido a alta viremia causada pela infec¢do do dengue virus, a transmisséo € eficiente entre humanos e
mosquitos, sem a necessidade de outros hospedeiros. Adaptado de Whitehead ef al. (2007).

A dengue é uma arbovirose com amplo espectro clinico, com sintomas podendo variar
entre febre branda até febre hemorragica e choque, podendo evoluir ao 6bito (BRASIL, 2002).

A Organizagdo Mundial da Satde (OMS) adotava uma classificagdo dos casos de
dengue mais tradicional, em trés categorias: 1) febre do dengue (FD); 2) febre hemorragica do
dengue (FHD) e 3) sindrome do choque do dengue (SCD) (AJLAN et al. 2019, NARVAES et
al. 2011). Porém, essa classificagdo ndo era sensivel o bastante para detectar provaveis casos
de dengue grave que exigiriam cuidados especiais ou internacdo e, portanto, uma nova
classificagdo foi aprovada pela OMS em 2009 (AJLAN et al. 2019). A nova classifica¢do ¢
baseada no nivel clinico de gravidade e divide a dengue em trés categorias: 1) dengue sem sinais
de alerta, 2) dengue com sinais de alerta e 3) dengue grave (Figura 7) (AJLAN et al. 2019).
Essa nova classificagdo permitiu a detecgdo precoce de casos potencialmente mais graves e que

necessitassem hospitalizagao (DEEN et al. 2006, AJLAN et al. 2019).
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Dengue +- sinais de alarme Dengue grave

Sem sinais de alarme |

Critérios para dengue Critérios para dengue grave

Sem sinais de alarme
Viver/viagem para area endémica;
Febre e 2 ou mais dos seguintes
sintomas:

Nauseas, vomitos, mialgia,
artralgia, cefaleia, dor retrorbital,
petéquia, leucopenia

Figura 7: Classificaciio dos sinais clinicos de dengue.
Adaptado de World Health Organization (2009).

5.4 Patogénese

Apos a picada do mosquito infectado na derme, o virus se dissemina no hospedeiro,
sendo detectado primeiramente nos linfonodos drenantes (FIGUEIREDO, 2009, ST. JOHN,
ABRAHAM, GUBLER, 2013). No periodo de incubagdo, entre 4 e 7 dias ap0ds a picada, a
viremia tem inicio, periodo que coincide com o inicio dos sinais e sintomas, como febre alta e
repentina que atinge um platdé por 1 ou 2 dias antes de ceder gradualmente. Neste estagio,
ocorrem mudangas celulares no sistema hematopoiético, incluindo leucopenia, neutropenia,
trombocitopenia (ST. JOHN, ABRAHAM, GUBLER, 2013). Na maioria dos casos, os
sintomas regridem e os pacientes se recuperam, porém, em alguns casos os sintomas se
agravam, dando inicio a fase critica da doenca, apresentando permeabilidade vascular,
alteragdes importantes nos parametros hematologicos, € nos casos mais graves,
comprometimento grave de o6rgdos, choque hipovolémico e morte (DEEN et al. 2006). A

ativagdo das células T e aumento de IgM e IgG, assim como o retorno dos parametros
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hematologicos aos niveis normais, sdo indicativos da fase de recuperacdo da doenca (Figura 6)
(WHO, 2009, SIMMONS et al. 2015). A infec¢do primaria pelo DENV resulta em imunidade
permanente ao sorotipo infectante e ainda ndo foi documentada a reinfec¢do pelo mesmo
sorotipo. No entanto, uma segunda infec¢do com sorotipo heterélogo pode causar um espectro

mais amplo da doenga (ST. JOHN, ABRAHAM, GUBLER, 2013).
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Figura 8: Fases da evolucio da doenca.
Fonte: Adaptado de World Health Organization (2009).

Na maioria dos casos, a infec¢do pelo DENV € minimamente sintomatica, porém, numa
pequena, mas relevante porcentagem (1-5% dos casos), esses individuos evoluem para as
formas graves da dengue, onde podem desenvolver sinais e sintomas vasculares caracterizados
por trombocitopenia, hemoconcentragdo, extravasamento plasmatico intenso e choque
hipovolémico, o que pode ser fatal (BENTE et al., 2005, JAISWAL et al., 2009). Dessa forma,
a Unica vacina licenciada para prevengdo da dengue (Dengvaxia®, Sanofi Pasteur) possui
eficacia limitada e variada para os quatro sorotipos do virus sendo ndo recomendada para amplo
uso (WHO, 2009). Adicionalmente, a Agéncia Nacional de Satde (Anvisa) publicou
recentemente uma nota de esclarecimento desaconselhando o uso da Dengvaxia® em individuos

soronegativos, ou seja, sem exposi¢do prévia aos sorotipos de DENV (ANVISA, 2019). De
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forma geral, o tratamento da infec¢do por dengue envolve apenas medidas paliativas como
soroterapia e administracdo de analgésicos/antipiréticos, como o paracetamol (TAUIL, 2007).

A auséncia de tratamento especifico para prevencdo da dengue, o ineficaz controle do
mosquito vetor, somada ao incompleto conhecimento sobre os mecanismos envolvidos na
patogénese da doenca, contribuem para manuten¢do dos casos sazonais e frequente recorréncia
das epidemias da doenga. Segundo a WHO (2021), “a principal forma de prevengdo contra a
dengue nos dias de hoje ainda é o combate aos mosquitos, eliminando os criadouros,
estimulando a estruturagdo de politicas publicas efetivas para o saneamento basico, reforgar
a participagdo da comunidade, aplicagdo de inseticidas apropriados”.

De maneira importante, ndo hd marcadores especificos que permitam classificar de
forma efetiva os pacientes com maior risco de desenvolver as formas graves da doenga, os quais
poderiam se beneficiar do recurso da internacdo e de um suporte médico mais efetivo. Dessa
forma, dentre os desafios oferecidos pela infecdo pelo DENV se pode destacar: 1) a auséncia
de medidas eficazes de controle da propagacao do mosquito vetor (TAUIL, 2007); 2) a auséncia
de terapia especifica e eficaz contra a doenca (LESCAR et al. 2018, TAUIL, 2002); 3) a baixa
eficdcia e contraindicagdes da unica vacina licenciada em humanos para prevencao da doenga
(WHO, 2009); e, por fim, 4) a necessidade de melhor elucidacdo dos mecanismos envolvidos
na patogénese da doenca que possam direcionar o desenvolvimento de terapias e biomarcadores
para a mesma (COSTA et al. 2013).

Devido a grande relevancia da doenga e impacto causado no sistema de satude, sdo
necessarios modelos adequados para o estudo da dengue. O tropismo do DENV por células
humanas dificulta o estudo dos mecanismos de patogénese desse virus e o teste de novos
farmacos em animais imunocompetentes (MOTA; RICO-HESSE, 2009). Somado a isso, a falta
de um modelo animal para estudo dessa doenga, além da diversidade genética do virus com 4

sorotipos diferentes, limita o entendimento da patogénese da dengue (COX et al. 2012).
6 JUSTIFICATIVA

Um dos maiores desafios no desenvolvimento de drogas terapéuticas para o tratamento
de diversas doencas humanas de importancia médica estd na elevada taxa de falha (~40%) ou
reduzida eficicia destes compostos durante os testes clinicos em fase II em seres humanos
(LEGRAND et al. 2009, DRAKE et al. 2013). A auséncia dessa eficdcia sugere, pelo menos
em parte, que os métodos de screening pré-clinico utilizados rotineiramente ndo mimetizam de
maneira fidedigna os pardmetros clinicos da doenca como vista em humanos. Estes estudos sao

geralmente baseados na utilizagdo de sistemas de cultura in vitro (deficientes nas interagdes
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fisiologicas) assim como em modelos experimentais que muitas vezes falham em mimetizar
adequadamente a natureza dessas condigdes patoldgicas. 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 ¢ a principal arbovirose que acomete o homem na atualidade. No contexto da
infeccdo pelo dengue, o tropismo por células de origem humana dificulta o estudo dos
mecanismos de patogénese desse virus e o teste de novos firmacos em modelos animais
tradicionais (MOTA; RICO-HESSE, 2009). Ainda, a patogénese da infec¢ao pelo DENV
permanece sem completa elucidag@o e envolve uma complexa interagdo entre fatores virais, do
vetor e do hospedeiro, além de um importante componente imunopatoldgico, os quais, dentro
de um contexto social, ecoldgico e climatico adequado, favorecem a ocorréncia de quadros mais
graves de doenca (SHRESTA; HARRIS, 2008, FISCHL; BARTENSCHLAGER, 2011).
Diante da auséncia de tratamento especifico e das limitagdes no uso de drogas licenciadas
existentes, o aprofundamento nos estudos de elucidacdo da patogénese de tais doengas se torna
necessario, a fim de se propor estratégias terapéuticas efetivas. Dessa forma, torna-se plausivel
propor a implementa¢do de modelos de hu-camundongos a fim de permitir o avango no estudo
da patogénese e teste de possiveis terapias contra diversas doengas de importancia médica cujo

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

7 OBJETIVOS
71 Objetivo geral

Estabelecer um modelo humanizado em camundongos Nod Scid Gamma — IL-2Ry™"

(NSG) com potencial translacional para avaliagdo de novos alvos terapéuticos contra a dengue.
7.2 Objetivos especificos

i.  Avaliar as potenciais fontes de células humanas para humanizag¢ao de camundongos Nod
Scid Gamma — IL-2Ry"" (NSG):
- A partir de figado 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 reconstituicdo de leucdcitos humanos apds a inoculagdo de
PBMC’s no sangue e em outros 0rgaos;
iii.  Avaliar o desenvolvimento da infec¢do pelo dengue virus no modelo humanizado com

PBMC’s humanos.
8 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi realizado em estrita conformidade com as regulamentacdes éticas e de
experimentos com animais do Governo Brasileiro (Lei 11794/2008). O protocolo experimental
foi aprovado pelo Comité Institucional de Cuidado e Uso de Animais da Universidade Federal
de Minas Gerais (CEUA / UFMG, Protocolos de Autorizagao Numeros 246/2020 ¢ 245/2020).
A coleta de amostra humana foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa de Universidade
Federal de Minas Gerais (Numeros de Protocolo 24832513.4.0000.5149 ¢
66128617.6.0000.5149). Todos os procedimentos foram realizados sob anestesia com cetamina
/ xilazina e todos os esforgos foram feitos para minimizar o sofrimento dos animais. Este estudo
seguiu as diretrizes e preceitos éticos estabelecidos pelo Comité de Etica em Pesquisa — COEP
— desta Institui¢do no que se refere ao sigilo e privacidade das informagdes dos participantes,
assim como respeitou os critérios € normas para utilizagdo de animais de acordo com a

legislacio vigente e estabelecidos pelo Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA.
8.1  Animais

Para o estabelecimento do modelo experimental, foram utilizados camundongos NSG
machos e fémeas, 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
Laboratorio de Imunofarmacologia do ICB/UFMG sob condi¢des controladas de temperatura
(28°C a 30°C), umidade (50%), ventilagao, ciclos de iluminag¢ao claro e escuro (12h), com livre
acesso a comida e dgua, em microisoladores, todos autoclavados. A manipulagdo dos animais
foi realizada em fluxo laminar sob nivel de Biosseguranca 2. Todos os procedimentos
experimentais foram analisados e aprovados pelo Comité de Etica em Utilizagdo Animal
(CEUA) da UFMG, sob protocolos 246/2020 e 245/2020

Ao final de cada um dos experimentos, as carcagas dos animais foram autoclavadas e
em seguida acondicionadas em sacos plasticos brancos com simbologia infectante, destinadas
ao armazenamento intermediario em freezer, recolhida pela equipe de limpeza do ICB e sua

destinacdo foi feita de acordo com o regimento vigente no ICB.
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8.2 Definicao da taxa de humanizacao

A taxa de humanizacdo dos animais foi o primeiro parametro a ser avaliado por
citometria de fluxo. Para tanto, apds a inje¢do com células progenitoras CD34" provenientes de
figado fetal e bolsa de leucoaférese, assim como PBMC’s, foi feita a coleta do sangue periférico
dos animais por meio da pun¢do da veia facial. Camundongos controle tiveram o sangue
coletado da mesma forma. Foi considerado humanizado aquele animal que apresentou, no
minimo, 40% de reconstitui¢do de células humanas apos a inoculacao das células humanas. A
partir dos resultados deste experimento, foi definido o dia da infec¢do e a via de administragao,

os quais foram utilizados nos experimentos subsequentes.
8.3  Obtencio de células progenitoras CD34" provenientes de figado fetal humano.

Amostras de figados fetais humanos foram obtidas em colaboragdo com a professora
Paula Vidigal (patologista do Hospital das Clinicas/Belo Horizonte — HC/BH) sob assinatura
de TCLE da familia, e processadas como ilustrado na figura 8. As amostras eram de fetos
natimortos ou Obitos neonatais e destinadas ao necrotério do HC/BH. Logo apos o 6bito, nossa
equipe era informada e coletdivamos o tecido in natura, mantido em solugdo salina e
transportado em ambiente refrigerado at¢ a UFMG, onde o material era imediatamente
processado.

Dessa forma, oito figados fetais foram obtidos a partir de fetos natimortos ou 6bitos

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

Tabela 3: Informacoes sobre as amostras de figado fetal recebidos.

CODIGO IDADE GESTACIONAL SITUACAO
FL 24055 36 semanas Obito neonatal
FL 24056 40 semanas Natimorto
FL24057 37 semanas Obito neonatal
FL 24059 26 semanas Natimorto
FL 24064 39 semanas Obito neonatal
FL 24066 40 semanas Obito neonatal
FL 24067 37 semanas Natimorto
FL 24069 38 semanas Obito neonatal

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

dissolvida em RPMI 10% para a digestdo do tecido e maceradas com o auxilio de tesoura ou
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bisturi (Figura 9). O contetdo foi transferido para um tubo conico tipo falcon e deixado sob
agitacdo a 37°C por 30 minutos a 200 rpm. Apds o periodo de incubagdo, a suspensdo celular
foi filtrada em cell strainer com poros de 100um, centrifugada a 400g por 8 minutos e o
sobrenadante foi descartado. Apos o descarte, o pellet foi ressuspendido em RPMI 10%. Apds
a ressuspencao do pellet, foi realizada a lise das hemacias por meio da incubagdo das amostras
com ACK® Lysing Buffer (#A1049201 Thermo Fisher Scientific) por 10 minutos no gelo.
Novamente as amostras foram centrifugadas a 400g por 8 minutos, o sobrenadante foi
descartado e as células foram contadas em cadmara de Neubauer na dilui¢do 1:100. Em seguida,
as células progenitoras foram isoladas por sele¢@o positiva (remogdo das células de interesse)
utilizando o kit de selegdo positiva EasySep™ Human CD34 Positive Selection Kit II (#17856
Stem Cell Technologies), conforme instru¢des do fabricante. Para tanto, a concentragdo foi
ajustada para 2x10® células/mL em meio RPMI completo. Em seguida, o coquetel de selegdo
positiva (100uL por mililitro de célula) foi adicionado a suspensdo celular, seguido de gentil
homogeneizagdo e incubagdo a temperatura ambiente por 15 minutos. As nanoparticulas
magnéticas foram homogeneizadas para garantir uma suspensdo uniforme e adicionadas a
suspensdo celular na propor¢do de 50uL. de nanoparticulas magnéticas por mililitro de
suspencdo celular. As amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos. Foi
adicionado PBS 1x e as células homogeneizadas delicadamente com pipeta. O tubo foi inserido
na coluna de magneto e incubado por 5 minutos. O magneto foi vertido, descartando o
sobrenadante da coluna. O processo de lavagem foi repetido mais duas vezes. O pellet foi
ressuspendido e as células contadas em camara de Neubauer, usando dilui¢do 1:10 (SuL de
amostra + 45uL. de Turk). Em seguida, as células foram avaliadas por citometria de fluxo para

avaliagdo da pureza (frequéncia de células CD34 positivas) e viabilidade celular.
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Figura 9: Esquema ilustrativo para obtencio de células progenitoras CD34+ provenientes de
figado fetal humano por beads magnéticas.
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8.4 Obtencio 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 saudaveis
e tratados com o fator de crescimento hematopoiético GM-CSF para mobiliza¢ao das células
progenitoras do sangue periférico.

Sabendo que a bolsa de leucoaférese ¢ bastante concentrada em células, e para se evitar
formacao de grumos celulares, 50 mL da suspensdo celular foi inicialmente diluida em 1 litro
de PBS 1x. Em seguida, as células mononucleares foram concentradas em solugao de separagao
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 sele¢ao
positiva utilizando kit de selegdo positiva EasySep™ Human CD34 Positive Selection Kit II
(#17856 Stem Cell Technologies), conforme recomendagdes do fabricante e descri¢do 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

determinagdo da frequéncia de células CD34" viaveis.

8.5 Obten¢io de células mononucleares a partir do sangue periférico — PBMC —

provenientes de doadores saudaveis.

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 saudaveis, sem uso de medicamentos, € negativos para algum tipo de
doenca inflamatoria e negativos para IgG para o dengue virus (Tabela 4) em 3 tubos
heparinizados de 9 mL, e a separacdo dos PBMC'’s foi feita através da diferenga 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 conicos, tipo falcon, contendo 4mL de Ficoll® Paque Plus.
Os tubos foram centrifugados a 2.000 rpm/30 min/25°C. Apds a centrifugacdo, a interface
contendo as células foi coletada (Figura 10) e lavada 2X com a solu¢do 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 camara de Neubauer.
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Figura 10: Foto ilustrativa da "nuvem" de leucocitos formada apds a separacio por gradiente de
ficoll.

8.6  Determinacio dos niveis de anticorpos especificos IgG — anti-dengue dos doadores
de PBMC’s pelo ensaio de ELISA.

A quantificacdo de anticorpos no soro dos doadores de PBMC foi realizada através do
kit PANBIO® Dengue IgG Indirect ELISA, de acordo com as recomendagdes do fabricante. O

resultado esta descrito na tabela 4.

Tabela 4: Resultado de IgG-dengue por doador.

DOADORES RESULTADO VALORES DE REFERENCIA
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  Propagacio e concentracio do Dengue virus.

Para este estudo, foi utilizada a linhagem Dengue virus — DENV-2 — 3295: Genbank
EUO081177.1, 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 nimero 0343, mantidas em

estufa incubadora de Demanda Bioquimica de Oxigénio (BOD), com atmosfera umidificada a
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37°C na presenga de meio de cultivo Leibowitz L-15 suplementado com 1,5% HEPES, 1%
antibioticos, 1% L-Glutamina, 1% aminoacidos ndo 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 concentragdo viral (Vivacell 100 centrifugal concentrator — Sartorius,
Alemanha) e as particulas virais foram concentradas pelo auxilio de centrifugagao (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 -80°C para uso posterior.
O titulo viral das amostras foi obtido através do ensaio de formagao de placas expresso em PFU
(Plaque Formation Assay — unidade formadora de placa), em células permissivas da linhagem

VERO CCLS81, como descrito abaixo.
8.8 Determinacio da carga viral por ensaio de titulagdo viral.

Para determinar a carga viral nas amostras de soro e tecidos (figado e bago) dos hu-
camundongos infectados pelo DENV, foi empregada a técnica de titulagdo viral por ensaio de
formacao 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 nimero 0245) foram tripsinizadas, homogeneizadas e semeadas em placas de 24
pogos a uma densidade de 5x10° células/pogo. As placas foram incubadas em uma estufa a 37°C
com atmosfera de 5% de CO. por cerca de 24 horas, quando seus pocos apresentaram uma
monocamada de células com uma confluéncia de 80-85%. As amostras de bago e figado foram,
entdo, pesadas, maceradas com cadinho e pistilo de porcelana estéreis e diluidas seriadamente
em meio RPMI com antibidticos na auséncia de SFB. As amostras de soro foram diretamente
diluidas em meio RPMI. A cada pogo de uma placa foi adicionado 300 uL. de cada uma das
dilui¢des (102 a 10*#) de uma dada amostra de tecido, ou dilui¢des de (1072 a 10°) para o soro.
O controle de células foi um pog¢o ndo inoculado, ao qual foi acrescentado apenas 300 puL do
meio RPMI com antibidticos na auséncia de SFB ou 300 uL do soro dos animais controles nao
infectados. As placas foram incubadas por um periodo de uma hora a 37°C (periodo de adsor¢ao
viral) durante o qual foram gentilmente movimentadas de quinze em quinze minutos para
garantir uma distribui¢do homogénea das particulas virais sobre a monocamada de células.
Terminado o periodo de adsor¢do, o meio foi retirado dos pogos 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), antibidticos e 2% de SFB. As placas foram incubadas a 37°C por 5 dias,
periodo no qual os efeitos citopaticos podem ser observados ao microscopio invertido. Apos 5
dias, as células foram fixadas com formol tamponado a 10% por no minimo 30 minutos e,
posteriormente, coradas com solu¢do 1% p/v de cristal violeta em 4gua deionizada, para a

determinagdo do titulo viral das amostras, os quais foram expressos em PFU/g ou PFU/mL.
8.9 Infecciao dos camundongos

A via de infec¢do utilizada foi intravenosa. Os animais humanizados e ndo humanizados
foram divididos em grupos a serem infectados com DENV-2 e seus controles nao infectados.
Os camundongos infectados receberam 200uL do inoculo do virus contendo 1x10° PFU. Todo
procedimento de infec¢do foi realizado no fluxo laminar e todos os animais foram monitorados

apos a infeccao.
8.10 Citometria de fluxo para quantificacio viral da proteina NS3 do virus.

Para determinar a presenca da proteina viral nas amostras de soro e bago dos
camundongos infectados pelo DENV, foi empregada a técnica de citometria de fluxo.
Brevemente, 300uL de sangue dos animais foi transferido para um tubo tipo falcon e adicionado
9mL de agua Milli O gelada para lise das hemacias, incubado por 30 segundos e adicionado
ImL de PBS 1X para corrigir a isotonia da solu¢do. Em seguida, os falcons foram centrifugados
a 1.400 rpm por 10 minutos a 4°C. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o
pellet ressuspendido com 200uL. de FACS buffer e as células transferidas para uma placa de 96
pocos de fundo U. As placas foram centrifugadas a 1.200 rpm, por 5 minutos, a 4°C. Apds a
centrifugacdo, as placas foram flicadas para desprezar o sobrenadante, adicionado 20uL dos
anticorpos de superficie — hCD45 PeCy7 e mCD45 Fitc — e incubado por 30 minutos no gelo.
Apos esse periodo, foi adicionado 100uL de PBS/BSA1% em cada pogo e a placa e centrifugada
a 1.200 rpm por 5 minutos, a 4°C. Ap0s a centrifugacao, 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. Apos a centrifugacdo, a placa foi flicada,
adicionado 200uL de FACS buffer por poco 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 100uL
de permbuffer diluido a 1:10 em 4agua de inje¢do e incubado por 15 minutos no gelo. A placa
foi centrifugada, flicada para eliminar o permbuffer, o pellet ressuspendido em solu¢dao de

anticorpo intracelular contendo NS3 (NS3 1:60 em 40uL de permbuffer e incubada por 20
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minutos no gelo. Apds a incubacgdo, 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 solucido de
anticorpo intracelular contendo anti-rabbit APC 1:200 em 40pL e a placa centrifugada a 1.200
rpm, por 5 minutos, a 4°C. Apos a centrifugacdo, a placa foi flicada e a etapa de lavagem
repetida. Apds a lavagem, foi adicionado 200uL de FACS buffer por pogo e transferido para
tubos de vidro para leitura no citdmetro. O procedimento para marca¢ao de bago foi feito da

mesma maneira, plaqueando 1 a 2 milhdes de células por pogo.
8.11 Acompanhamento de peso e letalidade

Todos os animais foram pesados e acompanhados durante todos os experimentos para a
observacdo da varia¢do de peso e letalidade. Animais que atingiram 85% do seu peso corporal
inicial foram eutanasiados de acordo com as regras do comité de ética animal (Conselho

Nacional De Controle De Experimenta¢cdao Animal, 2016).
8.12 Analise hematologica

Ap0s a anestesia com uma solu¢do de 80 mg/kg de cetamina e 15 mg/kg de xilazina,
amostras de sangue foram obtidas diretamente através da puncdo 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 leucocitos, contagem de plaquetas, hematdcrito
e coleta do soro para titulagdo da carga viral e determinacdo dos niveis de citocinas humanas e
murinas pela técnica de ELISA. Para contagem total, amostras de sangue foram diluidas em
solucdo de Turk a uma propor¢ao de 1:40, contadas em camara de Neubauer e o resultado foi
expresso em numero total de leucocitos por mililitro de sangue. A contagem diferencial dos
leucdcitos foi realizada em ladminas contendo esfregaco sanguineo, coradas com Kit Panético,
e o resultado expresso como frequéncia de cada tipo celular. Para a contagem de plaquetas,
parte do sangue coletado foi diluido na proporcdo de 1:100 em solug@o de oxalato de amonio
1% p/v e deixado em repouso em camara de Neubauer por no minimo 15 min. Apos a deposi¢ao
das plaquetas, a contagem foi feita ao microscopio e o resultado expresso em nimero total de
plaquetas/uL de sangue. Foi utilizado o microscopio Nikon XP-1000 para todos os
procedimentos de contagem de leucocitos e plaquetas. A mensuragdo do indice de hematdcrito
foi realizada utilizando capilares heparinizados (Perfecta) para microhematdcrito. Capilares
contendo sangue foram centrifugados em centrifuga apropriada (Centrifuge hematocrit HT) por

10 min e o resultado expresso em porcentagem referente a fracdo celular do sangue: Fragao



49

vermelha (concentracdo de elementos do sangue) e branca (concentragdo de plasma), através
de uma regra de trés simples:
Fragdo branca + vermelha = 100%
Fragdo vermelha = X
Por fim, o restante de sangue de cada amostra foi centrifugado para separacao e coleta de
soro (1200g por 10 minutos). Posteriormente, o soro foi dividido em dois tubos, sendo um para

quantificacdo da carga viral (armazenado a -80°C) e o segundo para demais analises (armazenado a

-20°C).
8.13 Analise histopatologica

Para a analise histopatologica, ao final do experimento (5 dias apods infec¢do), todos os
camundongos foram eutanasiados e amostras do figado foram coletadas. As amostras foram,
entdo, imediatamente fixadas em 10% de formalina tamponada durante 24 horas. Apds esse
periodo, as amostras foram lavadas em dgua para retirada do excesso de formol e mantidas no
alcool 70% por mais 24 horas. Em seguida, as amostras passaram por um processo de
desidratagdo, diafanizagdo e banhos de parafina, para entdo serem incluidas em parafina,
cortadas, montadas em laminas, coradas com hematoxilina e eosina (H&E). Para o processo de
coloragdo, as laminas histologicas foram desparafinizadas em xilol (3 vezes de xilol I - 30
minutos, xilol IT - 10 minutos e xilol III- 5 minutos). Na sequéncia, os tecidos foram hidratados
em solugdes de etanol em concentragdes decrescentes (100%, 90%, 80%, 70% e 50%) e foi
finalizada com banho em 4gua deionizada por 5 minutos. O material seguiu para a recuperagao
antigénica em solu¢do de tampao citrato 0,1 M (300 mL) no banho maria a 96° por 20 min. As
laminas permaneceram no tampao citrato por mais 20 minutos para resfriamento e, ao término,
5 banhos em 4gua deionizada foram realizados. Procedeu-se com o bloqueio da peroxidase
enddgena com H>O; a 10% v/v em metanol por 30 minutos. As laminas foram lavadas com
PBS (3 vezes de 5 minutos). Na continuacao, realizou-se o bloqueio de ligagdes inespecificas
com BSA 2% p/v e Tween 20 0,1% v/v por 1 hora em camara imida. Em seguida, as ldminas
foram desincubadas e lavadas com pisseta para tirar o restante do anticorpo. As ldminas foram
lavadas 3 vezes em solugao de PBS 1X. Apds a lavagem, seguiu-se com a amplifica¢do do sinal
utilizando a estreptavidina-biotina-peroxidase do kit Advanced (Dako) durante 1 hora em
camara umida. Os cortes foram lavados com PBS puro e passaram por lavagem em solugdes de
PBS (3 vezes de 5 minutos). Procedeu-se, entdo, com a revelagdo, ou seja, o material foi
colocado em uma solugdo contendo o cromoégeno DAB 0,025% v/v em PBS e H20,. Essa etapa

foi finalizada em d4gua corrente por 5 minutos. Foi realizada a contra-coloragdo com
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hematoxilina de Harris (6 segundos), lavagem em agua corrente por 5 minutos e hidratagdo em
concentragdes crescentes de etanol (70%, 90%, 2 vezes de 100% - as duas primeiras solugdes
por 5 minutos cada e, quando em etanol absoluto, 10 minutos para cada banho). O material
seguiu para diafanizacdo (2 vezes de xilol I - 15 minutos e xilol II - 10 minutos). Ao fim foi
feita montagem das laminas com Entellan.

Ap0s esse processo, as amostras foram avaliadas sob um microscépio Axioskop 40 (Carl
Zeiss, Gottingen, Alemanha) adaptado a uma camera digital (PowerShot A620, Canon, Toquio,
Japdo). A pontuacdo histopatologica foi realizada individualmente para cada amostra a partir
da avaliacdo de diversos parametros especificos. Foram avaliados os seguintes parametros nos
cortes corados por H&E: infiltrado inflamatdrio, edema dos hepatdcitos, degeneragdo, necrose,
hemorragia (0: ausente; 1: minimo; 2: leve; 3: moderado; 4: acentuado; 5: grave). Apos a

analise, as pontua¢des foram somadas, podendo totalizar 25 pontos (Tabela 6).

Tabela 5: Parametros de escore histopatologico.

GRAU DA LESAO PONTUACAO
AUSENTE 0al
MINIMO 2a6
MODERADO 7al2
INTENSO 13a18
SEVERO 19225

8.14 Analise histoquimica para hCD45

Para a analise histoquimica, as amostras de tecido coletadas foram fixadas em 10% de
formalina tamponada durante 24 horas, processadas, incluidas em parafina, cortadas, montadas
em laminas e deixadas para secar. Apos a secagem, as ladminas foram processadas, conforme
descrito no item 8.13. Primeiramente, as laminas histoldgicas foram desparafinizadas em xilol
(3 vezes de xilol I - 30 minutos, xilol II - 10 minutos e xilol III- 5 minutos). Na sequéncia, 0s
tecidos foram hidratados em solugdes de etanol em concentragdes decrescentes (100%, 90%,
80%, 70% e 50%) e foi finalizada com banho em agua deionizada por 5 minutos. O material
seguiu para a recuperacao antigénica em solu¢do de tampao citrato 0,1 M (300 mL) no banho
maria a 96° por 20 min. As laminas permaneceram no tampao citrato por mais 20 minutos para
resfriamento e, ao término, 5 banhos em 4gua deionizada foram realizados. Procedeu-se com o
bloqueio da peroxidase endogena com H>O2 a 10% v/v em metanol por 30 minutos. As laminas

foram lavadas com PBS (3 vezes de 5 minutos). Na continuagdo, realizou-se o bloqueio de
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ligagdes inespecificas com BSA 2% p/v e Tween 20 0,1% v/v por 1 hora em camara umida. Em
seguida, as 1aminas foram desincubadas e lavadas com pisseta para tirar o restante do anticorpo.
A marcacgdo das células humanas foi feita com o anticorpo anti-hCD45 (Biolegend), por meio

do kit Mouse on Mouse Polymer IHC (ab269452), de acordo com instrug¢des do fabricante.

8.15 Citometria de fluxo para avaliacio de células CD34" provenientes de figado fetal e

células de bolsa de leucoaférese.

A pureza e viabilidade das células progenitoras purificadas a partir de figados 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 pogos de fundo em U e
centrifugadas para eliminagdo do sobrenadante. O pellet celular foi incubado com o marcador
de viabilidade eBioscience™ Fixable Viability Dye eFluor™ 506 — 650866, um corante que
distingue células vivas de células mortas com base na integridade da membrana celular,
permitindo a exclusao 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 solu¢do PBS/FBS 1%. Em
seguida, as células foram incubadas com anti-hCD45 (FITC, Biolegend, dilui¢do 1:100) e anti-
hCD34 (PE, Biolegend, dilui¢aol:100) diluidos em solu¢do PBS/FBS 1%. A incubag¢do ocorreu
por 30 minutos no gelo e protegido da luz. Ap6s o periodo de incubacdo, 100uL. de PBS/FBS
1% foi adicionado a cada pogo, a placa foi centrifugada para eliminag¢do do sobrenadante e as
células foram ressuspendidas em 200uL de PBS/FBS 1%. Ap6s a marcacdo, as amostras foram
lidas no citdmetro FACS Canto™ II (BD Bioscience). Foram adquiridos 10.000 eventos por
amostra e a estratégia de gate utilizada para os marcadores acima descritos. A analise das

leituras foi realizada no Software FlowJo™ (Tree Star).

8.16 Citometria de fluxo para avaliacio de células CD45" e subpopulagées no sangue,

baco e figado.

Os animais foram eutanasiados ao final de cada experimento e o sangue, baco e figado
foram coletados para marcagdo de superficie com anticorpos anti-hCD45 (FITC, Biolegend,
dilui¢do 1:100), anti-mCD45 (PeCy7, Biolegend, dilui¢ao 1:100), anti-hCD3 (PE, Biolegend,
diluicdo 1:300), anti-hCD4 (BV510, Biolegend, diluicao 1:20), anti-hCD8 (PE, Biolegend,
dilui¢do 1:100), anti-hCD19 (PE, Biolegend, dilui¢aol:100), anti-hCD14 (PeCy7, Biolegend,

diluicdo 1:100). Apos a marcagdo, as amostras foram lidas no citdmetro FACS CantoTM 11
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(BD Bioscience). Foram adquiridos 10.000 eventos por amostra. A andlise das leituras foi

realizada no software FlowJo™ (Tree Star)

Tabela 6: Anticorpos utilizados nas marcacgoes.

ANTICORPO FLUOROFORO ALVO CLONE FABRICANTE
CD45 Fitc Humano HI30 Biolegend
CD45 PeCY7 Camundon A20 Biolegend

g0

CD3 PE Humano HIT3a Biolegend

CDh4 BV510 Humano OKT4 Biolegend

CDS8 PE Humano HIT8a Biolegend
CD19 PE Humano HIB19 Biolegend
CD14 PeCY7 Humano HCD14 Biolegend
CDllc BVv421 Humano 3.9 Biolegend
CD34 PE Humano 581 Biolegend

NS3 Coelho #GTX124252 GeneTex

8.17 Analises estatisticas

Os resultados foram apresentados como a média + erro padrao médio (EPM) por grupo
de 7 camundongos (linhagem NSG), assim como definido no célculo amostral aprovado no
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA). Os resultados foram analisados estatisticamente
utilizando o teste t ndo paramétrico (MAN-WHITNEY) ou a andlise de variancia a um critério
(ANOVA ONE-WAY), seguido de comparacdes multiplas de Newman-Keuls. Para a realiza¢ao
de todas as andlises estatisticas utilizou-se o software GraphPad PRISM 7 (GraphPad Software,

EUA). Os niveis de significancia foram estabelecidos em p<0,05.
9 RESULTADOS

9.1 As células progenitoras humanas CD34" purificadas a partir de figado fetal
humano apresentaram baixa viabilidade, inviabilizando seu uso para geracio de animais

humanizados.

O figado fetal ¢ um 6rgao rico em células progenitoras, sendo uma das principais fontes
de células CD34" utilizadas para reconstitui¢ao de um sistema hemato-linféide humano quando
transplantado em camundongos imunocomprometidos (BILLERBECK et al. 2016). Assim,

nosso primeiro objetivo especifico visamos a obtengdo de células CD34" provenientes de figado
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fetal humano para humaniza¢do de camundongos NSG. Nossas amostras foram obtidas no
Hospital das Clinicas de Belo Horizonte, conforme descrito em Materiais ¢ Métodos e
constavam de 5 figados provenientes de fetos com Obito 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 figados fetais, inicialmente determinamos a viabilidade e
pureza da suspensdo 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
avaliagdo 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 frequéncia de células negativas
e positivas para o marcador de viabilidade (Fig. 11A, terceiro painel). Nossa analise demonstrou
que, apesar dos figados fetais serem de fato uma boa fonte de células progenitoras, apenas
6,51+2.5% das células CD45CD34" se apresentavam viaveis ao final do processo de
purificagdo (Fig. 11B). O reagente utilizado neste estudo para a determinagdo da viabilidade
celular ¢ um corante fluorescente que reage com aminas, nao ¢ permeavel as células vivas, mas
permeével as células com membranas comprometidas. Conforme pode ser visto na estratégia
de gate representativa (Fig. 11A), a grande maioria das células progenitoras purificadas
apresentaram marcacao positiva para o marcador de viabilidade indicando que a suspensao
celular era predominantemente formada de células mortas. A baixa viabilidade foi confirmada
pelo teste de viabilidade usando azul de tripan e cAmera de Neubauer. Para que a amostra seja
considerada adequada para enxertia, ela deve apresentar um minimo de 90% de viabilidade
(BILLERBECK et al. 2016, DUAN et al. 2011). Neste estudo, a viabilidade das células
progenitoras foi de, no maximo, 22,6% (Figura 11B), um valor significativamente inferior em
relacdo ao critério de viabilidade minima estabelecido na literatura. Dessa forma, o uso de
figados fetais provenientes do Hospital das Clinicas de Belo Horizonte para geracdo de um
modelo humanizado, ndo se demonstrou viavel e a baixa viabilidade das células progenitoras
purificadas impossibilitou o prosseguimento da humanizagdo. Por essa razao, outras fontes de

células humanas para a humaniza¢ao de animais NSG foram investigadas.
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Figura 11: Células progenitoras CD34+ viaveis obtidas a partir de amostras de figado fetal
humano.

Amostras de figado fetal humanos (tabela 3) foram processadas por dissociagdo e digestdo, e as células
CD34" individualizadas foram purificadas por sele¢do positiva. Em seguida, a pureza e viabilidade das
células-tronco hematopoiéticas foram avaliadas pela técnica de citometria de fluxo. (A) Estratégia de
gate para defini¢do da populagdo de células humanas CD34" vidveis demonstrada por dot plots. Dot plot
representativo de uma dentre oito amostras de figado fetal humanos purificadas. (B) Grafico
representativo da viabilidade das células CD34" purificadas a partir de figado fetal. Viabilidade celular
expressa como frequéncia (%) de células viaveis dentro da populagdo de células CD34". Coluna
representa a média e barra de erro representa o erro padrdo da média (EPM).

9.2  As células progenitoras humanas CD34" provenientes de bolsa de leucoaférese
apresentaram bom rendimento e viabilidade, mas falharam em induzir humanizac¢ao nas

condicoes testadas.

Para fins comparativos, a frequéncia de células progenitoras viaveis passou por trés
analises e foi determinada antes do processo de purificagdo (Fig. 12B, segundo painel), apos a
concentragio das células mononucleares em Ficoll® Paque Plus (Fig. 12B, terceiro painel) e
apos a purificagdo dos PBMC’s por beads magnéticas (Fig. 12B, quarto painel). Nossa analise

demonstrou que as bolsas de leucoaréferese utilizadas eram enriquecidas em células
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progenitoras, apresentando frequéncia de hCD34" acima de 1% (Fig. 12B, segundo painel).
Nossos dados também demonstraram que a etapa de concentragdo em Ficoll® Paque Plus
resultou em uma suspensdo de células mononucleares rica em células CD34" (13.7% de células
hCD34") (Fig. 12B, terceiro painel), a qual foi utilizada para purificagdo por beads magnéticas.
Finalmente, a selecdo positiva por beads magnéticas gerou uma suspensio celular contendo
79,7% de células hCD454™hCD34" vidveis em quantidades adequadas para a enxertia dos
camundongos NSG (Fig. 12B, quarto painel). A figura 12A demonstra a estratégia de gate para
determinar a frequéncia de células hCD45%mhCD34" vidveis na amostra purificada por beads
magnéticas. A andlise dos dados citometria de fluxo indicou que a viabilidade das células
progenitoras encontravam-se acima de 90% apds o processo de purificagdo (Fig. 12A, terceiro
painel). Dessa forma, o uso de bolsas de leucocaférese enriquecidas com GM-CSF para a
gera¢do de um modelo humanizado se demonstrou viavel e o bom rendimento e viabilidade das

células progenitoras purificadas possibilitou o prosseguimento da enxertia em camundongos

NSG.
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Figura 12: Isolamento e viabilidade apos processamento das células CD34" provenientes

de bolsa de leucoaférese de pacientes adultos.
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As células da bolsa de leucoaférese foram concentradas por centrifugagdo em gradiente de densidade
(Ficoll®) seguido por selegdo 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 defini¢do da populagdo de células humanas CD34"
viaveis demonstrada por dot plots. (B) Dot plots representativos das seguintes populacdes celulares
provenientes da bolsa de leucoaférese: células ndo marcadas com anticorpos (controle ndo marcado);
populagdo celular total (antes dos processos de concentragdo e purificagdo); células mononucleares
concentradas por centrifugagdo em gradiente de densidade; células-tronco hematopoiéticas purificadas
por centrifugagdo em gradiente de densidade seguida por sele¢do positiva de células CD34" utilizando
beads magnéticas.

9.3 Avalia¢do da reconstituicio de células CD34" provenientes de bolsa de leucoaférese

em camundongos NSG.

Ap0s a avaliagdo da frequéncia de células progenitoras CD34" provenientes de bolsa de
leucoaférese descrita no item 8.4, avaliamos o potencial de reconstituicdo dos camundongos
NSG. Para tanto, camundongos NSG jovens, de 5 semanas, foram inoculados com 10° células
isoladas por beads e acompanhamos ao longo de 12 semanas a reconstituicdo das células,
semanalmente por citometria de fluxo. Para andlise da frequéncia de leucdcitos humanos pela
técnica de citometria de fluxo, escolhemos o marcador de superficie CD45, por ser uma
molécula comumente expressa nos diversos subtipos de leucocitos humanos. Durante o periodo,
os animais receberam 3 estimulos com GM-CSF, nos dias 1, 42 e 53, respectivamente (Fig.
13A). Nossos resultados indicam que, nas condi¢gdes testadas e nos periodos avaliados, nao
obtivemos reconstitui¢do de hCD45" (Fig. 13B). A Figura 13B representa a estratégia de gate
utilizada para avaliacdo da taxa de humaniza¢do dos animais que receberam as células
progenitoras, como resultado representativo de 10 animais. Como nao identificamos nenhum

sinal de humanizagdo, decidimos ndo representar graficamente.
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Figura 13: Avaliacio do potencial de reconstituicio de camundongos NSG a partir de células-
tronco hematopoiéticas CD34" provenientes de bolsa de leucoaférese.

Apds o isolamento das células CD34", animais NSG foram inoculados com 10° células-tronco
progenitoras por via intravenosa. (A) Esquema experimental da inoculagdo das células CD34" e
imunofenotipagem ao longo do tempo para a determinagdo da frequéncia de leucdcitos humanos no
sangue periférico dos animais. Durante o periodo foram feitos trés estimulos com GM-CSF (5ng/animal
administrados por via intravenosa no dia 0 e 10ng/animal nos dias 42 e 53). (B) Representacdo da
fenotipagem de células mCD45 versus hCD45 no sangue periférico de camundongos NSG 78 dias apos
a injegdo de células CD34".

9.4  Estratégia de humanizacao e caracterizacao do perfil celular no sangue periférico
de camundongos NSG a partir da injecio de PBMC’s humanos provenientes de doadores

saudaveis.

Visto que ndo obtivemos sucesso com a tentativa de humanizagdo com células
progenitoras CD34" provenientes de figado fetal humano, bem como com a tentativa de
humanizagdo com células progenitoras CD34" provenientes de bolsa de leucoaférese,
decidimos tentar outra fonte de células humanas.

Sabendo que o PBMC ¢ uma fonte de células disponivel, de facil obtengdo e que
promove uma boa taxa de humanizagdo (BREHM et al. 2010, AKKINA, 2013), nds optamos
por uma nova tentativa de humanizagdo a partir dessas células. Obtivemos as amostras de
sangue de pacientes saudaveis e sem prévia exposi¢do ao virus da dengue. Para isso, avaliamos

o sangue desses doadores, investigando a presenca de IgG-anti-dengue nas amostras (Tabela
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4). Somente as amostras dos doadores que apresentaram resultado negativo foram utilizadas no
experimento.

Para isso, camundongos NSG foram inoculados i.v. com 5x10° células de PBMC’s
(hCDA45) de diferentes doadores e a taxa de humanizagao foi avaliada no sangue periférico dos
animais pela técnica de citometria de fluxo nos tempos indicados, fenotipando leucdcitos
humanos e murinos que expressavam CD45 (Fig. 14A). Nossos resultados demonstram que a
inje¢do de PBMC’s humanos promoveu humaniza¢do média acima de 40%, visto que foi
possivel detectar células expressando CD45 humano na corrente sanguinea dos animais e,
portanto, considerada satisfatéria, de acordo com os critérios previamente estabelecidos. De
modo interessante, essa humanizacdo foi dependente do doador, onde cada doador gerou uma
resposta (Fig. 14B). As amostras dos doadores que tiveram uma reconstitui¢do média acima de
40% 14 dias ap6s a inje¢gdo com PBMC’s foram analisadas e observamos, ao longo do tempo,
um aumento de células expressando CD45 humano no sangue dos animais, com diferenca
significativa nos dias 14 e 19 quando comparados aos dias 0 e 7. O maior aumento foi visto no
dia 19 pés inje¢do de PBMC'’s, com cerca de 60% de humanizagdo no periodo avaliado (Fig.
14C). Nao continuamos a avaliagdo pois a humanizacdo ja se mostrava significativa. Sendo
assim, apds a confirmagdo da humanizagdo, os camundongos foram eutanasiados e foi feita
uma caracterizac¢do dos leucdcitos no sangue total dos animais. Os dados indicam que cerca de
60% do total de células que obtivemos no sangue dos camundongos eram células humanas
expressando CDA45. Desses 60%, quase 100% sao linfocitos expressando CD3, de modo que
eles sdo segregados em células CD4 (~50%) ou CD8 (~50%) e em nenhuma dessas populagdes

observamos marcagdo de linfocitos B, células dendriticas ou mondcitos (Fig. 14D).
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Figura 14: Estratégia de humanizacio e caracterizacio do perfil celular no sangue periférico de
camundongos NSG enxertados com PBMC humano proveniente de doadores saudaveis.
Camundongos NSG foram inoculados por via intravenosa com 5x10° PBMC’s isolados de diferentes
doadores e a taxa de humanizagdo foi avaliada no sangue periférico semanalmente pelo método de
citometria de fluxo. A humanizacdo foi representada como frequéncia de células leucocitos humanos
(hCD45") no sangue periférico dos animais. (A) Esquema experimental da gera¢do de camundongos
humanizados a partir de PBMC de doadores saudaveis. (B) Perfil de humanizacéo por doador de PBMC.
*p<0.05, **p<0.05, ***p<0.005, ****<0.005 versus DO. ###p<0.005 e ####p<0.0005 versus D7.
&p<0.05 versus D14. Nos graficos, as colunas representam a média e as barras de erro representam o
erro padrdo da média (EPM).

9.5  Avaliacdo dos parametros clinicos, hematolégicos e histopatologicos dos animais

humanizados a partir de PBMC humano proveniente de doadores saudaveis.

Juntamente a humanizagdo e a caracterizagdo do perfil celular, no dia 19 apds inje¢ao
de PBMC’s, acompanhamos o peso e letalidade, se essa humanizacdo induzia algum sinal
clinico e ndo observamos mudangas significativas. Dos animais que humanizaram, podemos
perceber que a humanizagdo ndo foi associada a perda de peso e morte (Figs. 15A-B).
Adicionalmente, ndo observamos alteragdes nos parametros sanguineos avaliados como
hematocrito, plaquetas e contagem de células mononucleares dos animais humanizados quando

comparados aos animais ndo humanizados (Figs. 15C-E). O escore histopatoldgico feito leva
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em consideragdo alguns pardmetros como edema, hemorragia, infiltrado inflamatorio,
degeneracdo, necrose. Esses pardmetros sdo pontuados de acordo com o grau da lesdo, como
indicado na tabela 6. A intensidade do processo inflamatorio variou desde auséncia de
inflamagao até inflama¢@o minima no dia 19 apds inje¢do de PBMC’s, apresentando aumento
no processo inflamatério nos camundongos humanizados (Fig. 15F).

A andlise histopatologica do figado (Fig. 15G) de animais humanizados e ndo
humanizados demonstrou um recrutamento de células nos animais humanizados (Fig. 15G-1 e
2). Nas imagens com marcagdo, o controle negativo ndo recebeu anticorpo anti-hCD45 (Fig.
15G-3). Na figura 15G-4, o anticorpo anti-hCD45 foi aplicado. Apds a marcagdo das células
hCD45, € possivel observar as células inflamatérias em marrom, indicando que o infiltrado ¢

formado por células humanas.
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Figura 15: Avaliacdo dos parametros clinicos, hematolégicos e histopatologicos dos animais
humanizados a partir de PBMC humano proveniente de doadores saudaveis.

Conforme esquema da figura 14A, camundongos NSG foram inoculados por via intravenosa com 5x10°
PBMC’s de diferentes doadores e os animais que humanizaram foram avaliados ao longo do tempo (A
e B) e 19 dias apos inoculagdo (C-G). (A) Percentual de variagdo de peso corporal e (B) curva de
letalidade dos grupos de animais que apresentaram percentual médio de hCD45" superior a 40% a partir
do 14° dia apés inje¢do de PBMC (doadores 1, 2 e 4; Figura 15). (C-E) Analises hematologicas
realizadas no dia 19 apos a inje¢do de PBMC’s. Os graficos representam o perfil hematolégico de trés
grupos de animais individualmente enxertados com células mononucleares provenientes dos doadores
1, 2 e 4 (Figuras 15A-B). As linhas tracejadas representam os valores minimos hematologicos de
referéncia de animais selvagens. (C) Contagem total de células brancas por mililitro de sangue. (D)
Niveis de hematocrito expressos como porcentagem do volume ocupado pelos eritrocitos. (E)
Quantificagdo de plaquetas no sangue total expressas como plaquetas por microlitros de sangue. (F)
Escore histopatoldgico do figado dos animais no dia 19. Barras de erro do grafico mostram erro padrao
da média (EPM); barras horizontais no dot plot mostram valores da média. **** p<0.05. (G) Cortes
histolégicos de figados obtidos no dia 19 apds inje¢do de PBMC. (G-1-2) Coloragdo H&E de se¢des do
figado de camundongos NSG (1) e NSG + PBMC (2). (G-3-4) Marcagdo de células CD45 humanas por
imunohistoquimica no figado de camundongos NSG + PBMC 19 dias ap6s inje¢do de PBMC. (G3)
Amostra de humanizado sem anticorpo controle negativo da reacdo. (G-4) Amostra de humanizado com
anticorpo anti-hCD45. Em destaque, aumento da Barra de escala = 50 pm. Os graficos em A ¢ B
representam animais humanizados com PBMC’s de diferentes doadores, individualmente.
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9.6 O perfil de leucocitos apos a humaniza¢do com PBMC’s no sangue e em outros

orgaos foi inteiramente de linfocitos.

Apos o sucesso na humanizag¢do de camundongos NSG a partir de PBMC’s de doadores
saudaveis, foi feita a caracterizagdo dos leucdceitos no sangue periférico e em outros 6rgios dos
camundongos NSG humanizados. Em experimento independente, escolhemos um dos doadores
utilizados no experimento de caracterizagdo inicial e repetimos o experimento. A cinética de
humanizagdo demonstra que células humanas aumentaram ao longo do tempo. No dia 28 apos
a injecdo de PBMC um animal foi excluido da analise de sangue, bago e figado (Fig. 16A).
Além da presenca de leucdcitos humanos no sangue, verificamos também a presenca de
leucocitos humanos no bago e figado no dia 28 apods injecdo de PBMC com aumento
significativo de células humanas em ambos os 6rgdos (Fig. 16B). Adicionalmente, nossos
resultados indicam que as células CD45 humanas detectadas no figado e no bago também
expressavam majoritariamente o marcador CD3 de modo que, aparentemente, 50% das células

eram linfdcitos tipoCD4 e 50% tipo CD8. Ndo observamos presenca de linfdcitos expressando

CD19 (Fig. 16C- D).
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Gates anteriores: células (SSC-A x FSC-A) = single cells (FSC-A x FSC-H)
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Figura 16: Avaliacdo do perfil de leucdcitos humanos no sangue periférico, figado e bago de
camundongos NSG inoculados com PBMC's humanos de doadores saudaveis.

Em experimento independente, camundongos NSG foram inoculados com 5x10° células de PBMC’s
para avaliacdo do perfil de leucécitos humanos no sangue periférico, figado e bago. (A) A taxa de
humanizacdo foi avaliada no sangue periférico semanalmente pelo método de citometria de fluxo e
representada como frequéncia de células hCD45" no sangue periférico dos animais. (B) Frequéncia de
leucécitos humanos (hCD45") e murinos (mCD45") no bago e figado dos animais NSG 28 dias apos a
inje¢do intravenosa de PBMC’s humanos. ****p>(0.0001. (C-D) Estratégia de gafte e dot plots
representativos da frequéncia de leucdcitos humanos (CD3*, CD3'CD4", CD3'CD8" ¢ CDI19"),
respectivamente no baco e figado dos animais. Os graficos representam a caracterizacdo do fenotipo das
células humanas circulantes no figado e bagco dos animais representados em C e D. Nos gréficos, as
colunas representam a média e as barras de erro representam o erro padrdo da média (EPM).

9.7  Avaliacio dos tipos celulares ao longo da cinética ap6s inocula¢ao dos PBMC'’s.

Para verificar se os tipos celulares eram os mesmos ao longo do tempo, avaliamos as
células no sangue periférico nos dias 0, 7, 14 e 19. A Figura 17A representa a estratégia de gate
utilizada para avaliacdo dos tipos celulares ao longo do tempo, a partir de um animal
representativo. No dia 0, como ainda ndo havia reconstitui¢do, as analises posteriores ndo foram
representadas. A Figura 17B representa as células predominantes nesse modelo. Nossos

resultados demonstram que os leucdcitos humanos aumentaram no dia 14 e o pico de
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reconstitui¢do ocorreu no dia 19 apds a injecdo de PBMC’s. Destes leucécitos encontrados, as

células predominantes nos tempos avaliados eram linfécitos expressando CD3.
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Figura 17: Avaliacdo do fenétipo dos leucocitos humanos circulantes no sangue periférico de
animais NSG ao longo do tempo apds a inoculacio dos PBMC’s.
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Ap0s a analise dos tipos celulares no tecido, foi feita uma avaliagdo para verificar a frequéncia de cada
populagdo de leucécito humano em diferentes tempos apos o enxerto. (A) Estratégia de gate e dot plots
representativos dos tipos celulares avaliados nos dias 0, 7, 14 ¢ 19. (B) Grafico representativo dos tipos
celulares nos dias 7, 14 e 19 ap6s a inje¢do de PBMC’s nos animais NSG. Resultado representado como
frequéncia de leucdcitos humanos hCD45" dentre as single cells (primeira coluna) ou como frequéncia
de cada tipo celular dentre os leucocitos humanos circulantes (demais colunas). Nos graficos, as colunas
representam a média e as barras de erro representam o erro padrao da média (EPM). *p < 0.05, # p<0.05.

9.8  Infeccdo de camundongos humanizados pelo Dengue virus.

Com o objetivo de avaliar o desenvolvimento da doenca no animal NSG e no NSG
humanizado, primeiramente injetamos PBMC’s de doadores saudaveis e sem prévia exposi¢cao
ao virus da dengue e acompanhamos a reconstitui¢ao de leucocitos humanos ao longo do tempo.
A Figura 18A representa o esquema experimental da humanizacao e infec¢do dos animais NSG
utilizados neste experimento. Apds a injecdo de PBMC’s, os animais foram acompanhados, nos
tempos indicados na Figura 18A. No dia 39 apos a injecdo de PBMC’s, os animais que
apresentaram um percentual médio de reconstitui¢do de células humanas de 40% foram
infectados por DENV-2 (3295: Genbank EU081177.1), por inje¢do i.v. de 1x10° PFU. A
cinética de humanizagdo até o dia da infec¢do deste experimento estd representada na Figura
18B. Observamos um aumento na reconstituicao 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 reconstitui¢do aconteceu no dia 39. Para avaliar se a reconstituicdo de
células humanas se mantinha ap6s a infecgdo, foi feita uma cinética. A Figura 18C representa
a cinética de humanizagao apo6s a infeccdo por DENV-2. Nossos resultados indicam que, apos

a infeccdo, ndo houve diferenca na reconstituicao de leucécitos humanos.
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Figura 18: Infeccido dos camundongos NSG pelo Dengue virus.

Apo6s a humanizagdo, os camundongos foram infectados com DENV-2 3295-DK1 pela injecdo i.v. de
1x10° PFU/animal. (A) Esquema experimental da infec¢do dos camundongos NSG por DENV-2. (B)
Cinética de humanizagio dos animais ao longo do tempo. (C) Frequéncia de leucocitos humanos no
sangue periféricos dos animais NSG cinco dias apos a infeccdo avaliada por meio da técnica de
citometria de fluxo. *p<0.05, ****p<0.0005 em relagdo ao dia 0. #p<0.05, ##p<0.005 em relagdo ao dia
7. Coluna representa a média e barra de erro representa o erro padrdo da média (EPM).

9.9 Avaliacio da expressio do marcador de ativacdo INFy por leucécitos humanos

provenientes de camundongos humanizados apds a infec¢cio por DENV-2.

Para investigar a funcionalidade e a responsividade dos leucdcitos humanos apds a
infecgdo pelo DENV-2 descrito na figura 18, a expressdo da citocina INFy foi avaliada no
sangue e no baco dos animais, 5 dias apos a infec¢do. Primeiramente, foi feita a estratégia de
gate para fenotipagem das principais populagdes de leucdcitos encontradas
(hCD45'hCD3"hCD4* e hCD45"hCD3"hCD8") (Fig. 19A). A figura 19B demonstra a

estratégia de gate para avaliagdo da funcionalidade dos linfocitos CD4 e CD8 dos animais
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infectados e ndo infectados que expressavam INFy. Nossos resultados demonstram ndo ter
havido alteragdes na expressao de INFy. Como pode ser observado na figura 19C, ndo houve
alterag¢do na producgdo de INFy pelas células TCD4 e TCDS do sangue dos animais humanizados
e humanizados e infectados. Somente foi possivel observar aumento de INFy nas células TCD4
do bago dos animais humanizados e infectados quando comparado ao grupo somente

humanizado (Figura 19D, painel esquerdo).
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Figura 19: Leucécitos humanos provenientes de camundongos humanizados nio sdo ativados pela
infeccao por DENV-2 in vivo, exceto em linfocitos TCD4 no bago, que respondem produzindo
INFy.

Camundongos NSG humanizados foram infectados com 1x10° PFU de DENV-2 assim como descrito
na figura 18A. (A) Leucocitos humanos (hCD45) foram fenotipados quanto a expressdo de marcadores
CD4 e CD8 por meio da técnica de citometria de fluxo. (B) Em seguida, os linfocitos TCD4 e TCDS
foram avaliados quanto a expressdo de citocina (INFy). (C-D) Graficos representativos das analises
referentes a figura B mostrando a expressdao INFy nos linfocitos TCD4 e TCD8 no sangue e baco dos
animais NSG infectados pelo DENV-2. A expressao da citocina INFy foi expressa em porcentagem de
células. Resultados representados por picogramas/mL. Quantificagdo feita por ELISA. * para p<0.05
em relacdo ao grupo NSG + PBMC.

9.10 Parametros clinicos, hematoldgicos e histopatolégicos dos animais humanizados e

infectados por DENV-2.

Os animais infectados com DENV-2 foram acompanhados por 5 dias ap6s a infec¢ao e
os parametros clinicos como peso (Fig. 20A) e letalidade (Fig. 20B) foram avaliados. Os
resultados mostram que a infec¢do pelo virus ndo induziu perda de peso ou morte dos animais
nos grupos avaliados. De maneira geral, camundongos selvagens possuem linfocitos como
sendo as células predominantes no seu perfil celular. Porém, camundongos NSG nao possuem
células T, B e NK, e seu perfil predominante ¢ de neutréfilos. Nesse sentido, avaliamos o
percentual de leucocitos nos grupos. Nossos resultados demonstram que nao houve diferenga
no numero de linfécitos e neutrofilos circulantes (Fig. 20C e E). De maneira interessante,
observamos uma redu¢do do numero de monocitos no grupo humanizado e infectado (Fig 20D).
Tal resultado pode indicar uma supressao na resposta imune inata. Além disso, avaliamos outros
parametros hematoldgicos. A avaliagao de hematdcrito nao indicou diferengas entre os grupos
avaliados (Fig. 20F) e a avaliacdo de plaquetas dos animais indicou aumento no grupo infectado
podendo indicar aumento de atividade de megacariocitos na medula (Fig. 20G). No entanto, a
medula dos animais ndo foi avaliada nesse estudo. Por fim, a capacidade em induzir lesdao
hepatica foi avaliada. Nossos resultados demonstram que houve um maior infiltrado de células
inflamatorias no grupo humanizado quando comparado ao grupo ndo humanizado e ndo houve
diferenga no grupo humanizado e infectado, demonstrando que a infec¢do ndo induziu maior
aumento de infiltrado inflamatorio no tecido (Fig. 20I). A intensidade desse processo variou
desde auséncia de inflamagao até inflamacdo minima no dia 5 ap6s infec¢dao por DENV-2 (Fig.
20I). Nas imagens de marcacao, o anticorpo anti-hCD45 foi aplicado (Fig. 20H-4 a 6). A anélise
do figado do grupo NSG ilustra a integridade tecidual (Fig. 20H-1). A figura 20H-2 corresponde

a analise histopatoldgica de um animal do grupo humanizado. Nessa analise, podemos observar
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um discreto aumento no recrutamento celular. O grupo infectado apresenta um infiltrado celular
mais intenso (Fig. 20H-3). Imagem de imuno-histoquimica de animal NSG sem a presenca de
células humanas (Fig. 20H-4). Na figura 21H-5 e 6, as células inflamatdrias marrons sdo as
células marcadas, ou seja, sdo células mononucleares presentes no infiltrado inflamatério de
animais humanizados e humanizados e infectados, respectivamente. Os hepatdcitos ndo estdo
marcados. Interessante notar que, no infiltrado inflamatorio, ha tanto células marcadas como
células ndo marcadas, o que indica que o infiltrado € formado tanto por células humanas quanto
por células dos camundongos. Dentro dos vasos sanguineos também € possivel notar células
marcadas, o que indica que as células humanas, de fato, estdo circulando (Fig. 20H-5 em
destaque). Controle negativo (sem anticorpo anti-hCD45) esta representado na figura 20H-7.
Nessa imagem, ndo foi aplicado o anticorpo. Assim, o infiltrado inflamatorio ndo estd marcado.
Logo, podemos concluir que as células marcadas nos cortes com anticorpo sdo mesmo células
CD45" humanas, visto que, na auséncia do anticorpo, elas ndo marcaram, ou seja, a reagdo foi
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Figura 20: Avaliacio dos pariametros clinicos, hematolégicos e histopatologicos dos animais
humanizados e infectados com Dengue virus.
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Conforme esquema da figura 19A, camundongos NSG humanizados foram infectados por DENV-2
3295-DK1 pela injegdo i.v. de 1x10° PFU i.v. e as avaliagdes feitas no dia 5 pés infecgdo por DENV-2.
(A) O grafico representa a varia¢do de peso corporal dos grupos avaliados a partir do dia da infeccao.
(B) Curva de letalidade expressa em porcentagem. (C) Contagem total de linfocitos expresso como
porcentagem. (D) Contagem total de mondcitos expresso como porcentagem. **p<0.005 em relacao ao
grupo NSG. (E) Contagem total de neutréfilos expressa em porcentagem. (F) Niveis de hematocrito
expresso como porcentagem do volume ocupado pelos eritrocitos. (G) Quantificacdo de plaquetas no
sangue total expressas por microlitro de sangue. (H1 a H3) Coloracdo H&E de segdes do figado dos
grupos NSG, NSG + PBMC e NSG + PBMC + DENV-2, respectivamente. (H4 a H6) Marcacdo de
células hCD45 por imunohistoquimica no figado de camundongos NSG, NSG + PBMC e NSG + PBMC
+ DENV-2, respectivamente, 5 dias apos infecgdo com DENV-2 (G5) Em destaque, presenga de células
humanas dentro dos vasos. (G7) Controle ndo marcado. Barra de escala = 50 pm. (I) Score
histopatoldgico do figado dos animais. Barras de erro do grafico mostram erro padrdo da média (EPM);
barras horizontais no dot plot mostram valores da média. * p<0.05 em relagdo ao grupo NSG.

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

O proximo passo foi verificar se esses leucocitos humanos foram infectados pelo
DENV-2. Nesse sentido, apds a eutanasia dos animais humanizados e infectados, procedemos
para um ensaio de titulagdo de placas para recuperar carga viral vidvel. O resultado da titulagdo
demonstrou que apenas 3 amostras de 13 tiveram titulo detectavel (2x10%, 3x10% ¢ 5x10?).
Portanto, como a técnica de titulagdo ndo teve sensibilidade suficiente dentro do modelo e
condicdes testadas, partimos para a analise da presenca da proteina NS3 viral nesses leucocitos
humanos pelo método de citometria de fluxo. A detecgdo 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 expressao da proteina NS3 nas células humanas
circulantes 3 e 5 dias ap6s a infe¢do pelo DENV no sangue (figura 21A) e no bago 5 dias apos
a infec¢do (figura 21B). Nas condi¢des testadas, o DENV ndo foi capaz de infectar as células
humanas no modelo hu-PBMC. Esse resultado justifica, pelo ao menos em parte, a semelhanca
nos sinais clinicos dos animais NSG e NSG + PBMC infectados com DENV e a auséncia de

uma doenga mais grave nos animais humanizados.
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Figura 21: Avaliacio da expressiao da proteina NS3 viral em leucécitos humanos de camundongos
humanizados e infectados pelo Dengue virus.

Conforme esquema da figura 18A, camundongos NSG humanizados foram infectados com DENV-2
3295-DK1 pela injegdo i.v. de 1x10° PFU i.v. e as avaliagdes feitas nos dias 3 e 5 apds a infecgdo com
DENV-2. (A) Dot plots representativos da expressdo de NS3 nos leucdcitos humanos (hCD45")
circulantes no sangue periférico dos animais hu-NSG infectados ou ndio com DENV. O sangue periférico
foi coletado para avaliagdo 3 e 5 dias apos a infec¢do. B) Dot plots representativos da expressdo de NS3
nos leucocitos humanos (hCD45") presentes no bago de animais hu-NSG infectados ou ndo com DENV.
O bago foi coletado para avaliagdo 5 dias ap0s a infec¢do. d.p.i.= dias pds infecgdo.
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10. DISCUSSAO

Os modelos murinos sdo ferramentas indispensaveis para o entendimento da patogénese
de diversas doengas e no desenvolvimento de uma ampla variedade de abordagens terapéuticas
(AKKINA, 2013). Apesar da grande contribui¢do que os estudos em camundongos tém
fornecido nas ultimas décadas, inimeros componentes dos sistemas bioldgicos murinos diferem
daqueles observados em humanos, particularmente no que diz respeito ao sistema imune. Essas
divergéncias limitam consideravelmente a utilizagdo de muitos dos modelos murinos
desenvolvidos até o momento, quando se pretende responder perguntas bioldgicas envolvendo
aspectos especificos da biologia humana (WALSH et al., 2017). Assim, existe um esfor¢o
constante para o desenvolvimento de modelos experimentais que supram a necessidade de se
estudar de maneira sistematica e controlada, as respostas imunes humanas frente a diferentes
estimulos, 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 terapéuticas para o
tratamento de diversas doengas humanas de importancia médica estd na elevada taxa de falha
(~40%) ou reduzida eficacia destes compostos durante os testes clinicos em fase Il em seres
humanos (LEGRAND et al, 2009; DRAKE, CHEN, CHEN, 2013). A auséncia dessa eficacia,
sugere, pelo menos em parte, que os métodos de screening pré-clinico utilizados rotineiramente
ndo mimetizam de maneira fidedigna os parametros clinicos da doenga como vista em humanos.
Estes estudos sdo geralmente baseados na utilizagdo de sistemas de cultura in vitro (deficientes
nas interagdes fisioldgicas) assim como em modelos experimentais que muitas vezes falham
em mimetizar adequadamente a natureza dessas condi¢cdes patologicas. 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 avangos tém sido alcangados no aprimoramento dos modelos de hu-
camundongos, e a geracdo de camundongos portadores de mutacdes no gene /L2rg foi, sem
duvida, o passo-chave para o sucesso dos hu-camundongos. A cadeia comum yc ou /L2rg, é um
componente importante compartilhado por varios receptores de citocinas e indispensavel para
a sinalizacdo fisioldgica desses receptores. Camundongos com mutagdes no gene Prkdc
(Prkdc*<™?) associadas com mutag¢des no IL2rg ndo possuem imunidade adaptativa, incluindo a
auséncia de células natural killer (NK). Atualmente, existem algumas linhagens de
camundongos IL2rg™" imunodeficientes, incluindo os NOD.Cg-Prkdc*““112rg™ Vil (NSG)
(DRAKE et al. 2012). Camundongos NSG combinam a auséncia de atividade de células T e
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células B do camundongo SCID e a reduzida atividade de macrofagos do camundongo NOD
com a auséncia de atividade de células NK devido a auséncia da expressao de IL-2Ry (EHX et
al. 2018).

Estes modelos oferecem, ndo somente uma oportunidade de estudo da fisiopatologia de
doencas humanas, como também possibilitaria o teste pré-clinico de drogas (WALSH et al.
2017). Além disso, grandes avancos nas pesquisas tém sido feitos usando esse modelo animal
como ferramenta de estudo de varios sistemas bioldgicos, de respostas imunologicas
exclusivamente humanas (ALLEN er al, 2017, BREHM; SHULTZ; GREINER, 2010,
SHULTZ; ISHIKAWA; GREINER, 2007; LAN et al., 2006; ANDRE et al., 2010).

Baseado na especificidade do patégeno a ser estudado, nas necessidades experimentais
e no modo de preparacdo, diversas fontes de células humanas vém sendo empregadas na
construcao do modelo que melhor atenda aos requisitos da pesquisa a ser realizada (AKKINA,
2013). Assim, para este trabalho, investigamos trés fontes de células para humanizagdo de
camundongos NSG: i) Figado fetal humano; ii) Bolsa de leucoaférese; iii) Células
mononucleares do sangue periférico — PBMC.

A recuperacdo de células progenitoras CD34" a partir do figado fetal sofre influéncia de
multiplos fatores que podem ser definidos como pré-analiticos e analiticos. Idealmente, as
amostras devem ser processadas imediatamente apos a coleta. De acordo com a literatura, os
figados provenientes de fetos abortados entre 16 e 28 semanas de gestacdo sdo fontes ideais
dessas células (AKKINA, 2013, CUI et al. 2017, DUAN et al. 2011, LEGRAND et al. 2009) e
a presenca de células humanas no sangue periférico dos animais enxertados com essa fonte de
células permanece detectdvel por até 16 semanas (DUAN et al. 2011). Alguns paises
consideram o aborto legal, o que facilita o acesso dos pesquisadores a figados fetais em idade
gestacional 6tima para a obten¢do de células-tronco hematopoiéticas com alta viabilidade e
rendimento. No Brasil, a legislacdo acerca do aborto € proibitiva, exceto quando ha risco de
morte da mae, quando a gravidez ¢ resultado de estupro e/ou quando o feto ¢ anencéfalo (nao
tem cérebro). Assim sendo, a obten¢do de amostras de figado fetal nas idades gestacionais
recomendadas na literatura ¢ dificultada, ocorrendo apenas nas situagcdes acima mencionadas
ou quando o aborto ¢ espontaneo. Neste trabalho, em parceria com o Hospital das Clinicas de
Belo Horizonte, tivemos acesso a amostras de figados de fetos natimortos ou mortos neonatais,
variando de 36 a 40 semanas de gestagdo e uma Unica amostra de feto de 26 semanas de gestagao
(Tabela 3). Apds o comunicado do dbito e retirada dos 6rgaos, as amostras foram transportadas
até o nosso laboratdrio no Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG e processadas para

isolamento de células-tronco hematopoiéticas CD34". A andlise por citometria de fluxo das
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amostras apos o processo de purificagdo, 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 analise
ao microscopio de luz. Acreditamos que o tempo decorrido entre o 6bito e o processamento das
amostras pode ter causado uma perda de qualidade e viabilidade, inviabilizando a obtencao de
um rendimento satisfatorio de células viaveis (5x10° células/animal) para a continuag¢do do
experimento a partir dessa fonte de células. Uma sugestdo que pode ser feita para esse modelo
no sentido de otimizar a recuperacao celular seria a utiliza¢ao de figados provenientes de fetos
mais novos (COELHO-DOS-REIS et al. 2019), por possuirem alta capacidade de diferencia¢ao
e reconstituicdo, e serem imprescindiveis a diferenciacio da linhagem mieloide.
Adicionalmente, a utilizagdo de animais neonatos irradiados, como no estudo conduzido por
Rongvaux e colaboradores (2014), onde os pesquisadores utilizaram animais com 2 dias de vida
irradiados ¢ observaram o desenvolvimento de células do sistema imune inato (monocitos,
macrofagos e células NK). Além disso, a reducao do tempo transcorrido entre a recuperacao do
6rgdo e seu processamento também seriam opgdes para otimizagdo do modelo.

Em seguida, como segunda fonte de células progenitoras CD34", utilizamos bolsas de
leucoaférese. Tais bolsas sdo obtidas a partir de um procedimento clinico onde o sangue do
doador ¢ removido do corpo através de uma sonda inserida em um dos bragos, passa por um
equipamento onde os leucocitos sdo separados para, entdo, retornar ao doador por meio de
sonda inserida no braco 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 leucécitos humanos no
sangue periférico dos camundongos humanizados, administramos GM-CSF humano aos
animais enxertados com as células progenitoras em trés momentos. O GM-SCF ¢ um fator de
crescimento hematopoiético capaz de promover o desenvolvimento e maturacdo de células
mieloides, assim como a diferenciagdo de células dendriticas (EGEA et al. 2010). No entanto,
nas condi¢des testadas, a taxa de humanizacdo obtida foi inferior a 1%, conforme andlise do
sangue periférico por citometria de fluxo ao longo de quase 3 meses. Dessa forma, alteragdes
protocolares se fazem necessarias no intuito de otimizar a humanizacao desses animais a partir
da enxertia de CTH’s provenientes de bolsas de leucoaférese. Por exemplo, a utilizacdo 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 gera¢ao
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de células T, células B, macrofagos, células NK e células dendriticas, assim como a irradiagao
dos camundongos como forma de criar um nicho na medula para reconstituicdo das células
progenitoras, como demonstrado em estudos conduzidos por André ef al. (2010) e Han et al.
(2021), onde os camundongos utilizados no modelo de humanizacdo a partir de células
progenitoras CD34" provenientes de bolsa de leucoaférese passaram por irradiagdo subletal
antes do inicio do experimento. Como resultado, foi demonstrado uma eficiéncia robusta do
enxerto e o desenvolvimento de multiplas linhagens celulares linféides a partir do enxerto de
células CD34" provenientes de leucoaférese. Ainda, André et al. 2010, comprovaram que a
injecdo de células suplementada com hIL-7, citocina importante no desenvolvimento de células
B e T, demonstrou resultar em niveis elevados de desenvolvimento e diferenciacdo de células
TCD3". E descrito na literatura que a ndo reconstituigio das células nesse modelo pode estar
relacionada com a deficiéncia na suplementagdo de citocinas humanas necessarias para o
desenvolvimento e manutengdo das linhagens celulares (AMALADOSS et al. 2015). Assim,
futuramente, a introducdo e suplementagdo de citocinas que promovam crescimento e
diferenciagio pode aperfeigoar a geragio de modelos humanizados (ANDRE et al. 2010, HAN
etal 2021).

A partir desses resultados, demos continuidade ao estudo e avaliamos a viabilidade de se
utilizar sangue periférico de doadores saudaveis (PBMC’s) como fonte de células humanas para
humanizagdo de camundongos NSG. O modelo de PBMC’s ¢ o modelo mais simples, do ponto
de vista técnico, para o desenvolvimento de camundongos humanizados, por ser um método de
facil obtengao de células ¢ facil enxerto (AKKINA, 2013). O uso desse modelo oferece um
tempo de reconstitui¢do menor e mais rapido (MORILLON et al. 2020), quando comparado ao
modelo de leucoaférese, que leva meses para a reconstitui¢do, como no estudo de André e
colaboradores (2020), que acompanharam o desenvovimento da linhagem linfoide por mais de
20 semanas ap0s o transplante das células hematopoiéticas. No entanto, uma grande limitagao
desse modelo estd no desenvolvimento precoce de GvHD, que ocorre devido ao
reconhecimento das células T humanas pelo MHC murino, o que a torna uma complica¢ao
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 limitagao no uso de
PBMC’s esta no fato de nao permitir a diferenciacdo em diferentes tipos celulares, uma vez que
as células obtidas ja estio maduras (AKKINA, 2013). Por este motivo, o uso do modelo de
humanizag¢do 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 sindrome da tempestade de citocinas (YE et

al. 2020). De forma semelhante, estudos indicam ser evidente a importdncia de um modelo
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animal humanizado adequado que forneca uma plataforma para a investigacdo in vivo para o
entendimento da biologia, fisiologia e fisiopatologia dos microrganismos causadores de
enfermidades como doengas autoimunes: lupus (PEARSON et al. 2008, YOUNG et al. 2015,
GUNAWAN, et al. 2017), GvHD (KING et al. 2008, KING et al. 2009), doengas do sistema
imune (COVASSIN et al. 2013). Adicionalmente, resposta imune humana antitumoral (LI e?
al. 2019, MORILLON et al. 2020, HER et al. 2017, MERAZ et al. 2019), doencas virais como
0 HCV (KENG et al. 2015), HIV (KIM et al. 2016, BRAINARD et al. 2011, KOVAROVA et
al. 2018), malaria (AMALADOSS et al. 2015) e dengue (CUl et al. 2017, ZANINI et al. 2018),
a qual os mecanismos patogénicos dessas doengas permanecem sem completa elucidagao.

Sendo assim optamos, no presente trabalho, pelo uso do camundongo NOD/SCID/IL-
2Ry™! (NSG) para o estabelecimento do modelo experimental humanizado como plataforma
para o entendimento da resposta do organismo frente a infec¢do causada pelo virus da dengue.

Uma vez estabelecido e caracterizado o modelo de hu-PBMC com boa janela terapéutica,
nosso proximo objetivo foi comparar a infecgdo de animais NSG (ndo humanizados) e hu-NSG
com um virus com alto tropismo por células humanas, o DENV.

Neste contexto, para a defini¢do do in6culo de células a serem injetadas, nos baseamos
em estudos anteriores em nosso laboratorio, nos quais utilizamos diferentes indculos: 1x10°,
5x10°e 1x107(dados ndo mostrados). O menor indculo levou um tempo maior para reconstituir.
J& o maior indculo reconstituiu muito rapido, induzindo o aparecimento de GvHD
precocemente (dados ndo mostrados). Assim definimos o in6culo de 5x10° células por animal
como o mais adequado para a humanizagao dos camundongos NSG. Conforme discutido acima,
a ocorréncia do fendmeno de GvHD ¢ uma complicagdo comumente presente apds a
humanizagdo e potencialmente letal que precisa ser evitada nestes animais (ALI ef al., 2012).
De acordo com dados da literatura, o desenvolvimento de GvHD, apos reconstituicdo de
animais imunossuprimidos com linfécitos humanos torna este modelo apenas adequado para
estudos de doencas humanas com pequena janela terapéutica (entre 4 e 8 semanas) (BREHM
et al. 2012, SKELTON et al., 2018). Animais que desenvolvem GvHD apresentam sinais
clinicos como erupc¢do cutdnea (AZEVEDO, 2010), perda de peso, ericamento de pelos,
arqueamento de dorso, diarreia, anemia, trombocitopenia, culminando em altos niveis de
mortalidade (ALI et al. 2012, KING et al., 2009). Como forma de evitar GvHD, pode-se
eliminar a expressdo 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 doenca por < 125 dias apds o enxerto com PBMC’s humanos.
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Nossos resultados demonstram que conseguimos atingir o objetivo de humanizagdo
minima de 40%, sem o desenvolvimento de GvHD em periodos precoces. De modo
interessante, a humanizacao 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 14° dia ap6s injecdo, 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
humanizag¢do ainda ¢ baixa (cerca de 3%), aumentando com 14 dias. O maior aumento foi visto
no dia 19 pés inje¢do de PBMC'’s, com cerca de 60% de humanizagdo no periodo avaliado,
periodo que variou entre os experimentos e¢ foi dependente de doador. A cinética de
humanizagdo observada neste trabalho estd em acordo com estudos anteriores, onde células
imunes humanas circulantes foram detectadas em animais inoculados com PBMC’s duas
semanas apoés o enxerto (MORILLON et al. 2020). Neste trabalho, a avaliacdo clinica feita nos
hu-camundongos indicou que a injecdo de PBMC’s ndo induziu perda de peso, morte, assim
como os dados encontrados por Frias-Staheli ef al. (2014), ou outras alteragdes clinicas, bem
como nos parametros sanguineos. No entanto, mesmo ndo havendo alteragdes nos parametros
clinicos, a avaliagdo histoldgica demonstrou um recrutamento celular em amostras de figados
dos animais humanizados. Corroborando esse dado, a avaliagdo imunohistoquimica comprovou
que esse acumulo de células era, de fato, composto por células humanas, comprovando o
sucesso da humanizacgao.

Sabe-se que no modelo de hu-PBMC, as células T sdo a populacdo predominante no
sangue circulante, enquanto as células B sdo 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 ndo foram encontrados linfécitos B (BREHM et al.
2019, KIM et al. 2016). Semelhantemente, a analise de baco e figado dos hu-camundongos
demonstrou haver predominio de células CD45". De maneira interessante, a reconstitui¢cdo de
linfocitos B foi praticamente indetectavel no sangue periférico nos diferentes tempos avaliados,
bem como no figado e no bago, conforme avaliado ao final do experimento. Mondcitos e células
dendriticas ndo foram identificados no sangue periférico dos hu-camundongos.

Uma vez estabelecido e caracterizado o modelo de hu-PBMC com boa janela terapéutica,
nosso proximo objetivo foi comparar a infec¢do de animais NSG e hu-NSG com um virus com
alto tropismo por células humanas, o DENV.

A dengue ¢ uma doenga febril transmitida por mosquitos que infecta milhdes de pessoas

em todo o mundo e tem se destacado entre as enfermidades reemergentes, sendo considerada a
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mais importante das doencas virais transmitidas por artropodes, também conhecida como
arbovirose (WHO, 2009). O tropismo do virus da dengue por diferentes células humanas e a
auséncia de um modelo animal apropriado para o estudo dessa doenga aumentam os desafios
do estudo desse virus, como por exemplo a identificagdo do risco de desenvolvimento de formas
mais severas da doenga e o desenvolvimento de terapias e farmacos direcionados a dengue (CUI
et al. 2017, BOZZA et al. 2008, MOTA; RICO-HESSE, 2011). Por ser uma doenga que nao
possui tratamento antiviral especifico (BEGUM et al. 2019) ou vacina licenciada e os
mecanismos envolvidos na imunidade protetora contra infec¢des pelo virus ainda ndo serem
totalmente entendidos, se faz necessario o estabelecimento de modelo animal que seja efetivo
e mimetize mais fidedignamente os mecanismos envolvidos na doenga para um potencial
desenvolvimento de estratégias terapéuticas e vacinais (GUZMAN et al. 2010).

A dengue esta associada a trombocitopenia e outras caracteristicas clinicas, com aumento
de permeabilidade vascular e choque. Adicionalmente, hu-camundongos infectados pelo
DENV-2 desenvolvem leucopenia transitéria, trombocitopenia que pode perdurar por 4
semanas, danos hepaticos, viremia transitoria em 6rgaos alvo (plasma, figado e bago), produgao
de citocinas (INFy, TNF). A presenca de leucopenia transitéria e trombocitopenia em hu-
camundongos infectados por DENV sugere que a doenga seja autolimitada ao modelo (CUI et
al. 2017, FRIAS-STAHELI et al. 2014). Nestes trabalhos, a infec¢do de animais NSG e hu-
NSG nao resultou em redugdo na contagem de plaquetas ou hemoconcentragdo em relagao aos
respectivos grupos controle ndo infectados. Sabe-se que os animais NSG possuem poucas
plaquetas circulantes em comparagdo a animais selvagens (JAISWAL et al. 2009),
possivelmente pela mutagdo genética que portam e que pode alterar os seus progenitores de
plaquetas. A contagem normal de um camundongo ¢ no minimo 800 mil plaquetas por 10°uL
de sangue. Como no modelo de PBMC as células ja sdo diferenciadas, ndo ha progenitores de
plaquetas, sendo esperado ndo observarmos queda de plaquetas humanas nos hu-camundongos
infectados pelo DENV.

Na dengue, ¢ comum ocorrer comprometimento de figado, podendo levar a faléncia do
6rgao e alguns fatores parecem contribuir para essa disfunc¢do, incluindo dano causado
diretamente pelo virus e respostas imunes causadas pela lesdo (FERNANDO et al. 2016). Em
estudo conduzido por CUI et al. (2017), camundongos humanizados com células progenitoras
CD34" provenientes de figado fetal desenvolveram queda em niveis significativos de plaquetas
humanas, mondcitos/macréfagos e hepatocitos e a infec¢gdo pelo DENV nesses animais
mimetizou caracteristicas da doenca assim como visto em humanos, como leucopenia,

trombocitopenia e dano hepatico, indicando que este modelo ¢ sensivel o suficiente para
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reproduzir alteragdes como as vistas em humanos. Nossos resultados corroboram com os dados
da literatura, demonstrando diminui¢ao do nimero de monocitos apos a infeccao pelo DENV-
2. Entretanto, houve um aumento do niumero de plaquetas, fato que pode ter ocorrido pela
infec¢do de megacaridcitos na medula.

Adicionalmente, em nosso modelo a partir de PBMC’s humanos, a avaliagdo
histopatologica ndo indicou presenga de danos hepaticos ap6s a infecgdo. A alteragio observada
no figado foi um discreto aumento no infiltrado celular, indicando um possivel processo
inflamatorio de natureza leve. Adicionalmente, a marcacao das células com o anticorpo hCD45
indicou a presenca de células humanas, inclusive dentro dos vasos sanguineos, sugerindo
sucesso na enxertia dos PBMC’s nesses sitios.

Dessa forma, em seguida, buscamos avaliar se o dengue virus seria capaz de infectar os
linfocitos humanos e se esses linfocitos seriam responsivos a infec¢do, avaliando a presenca da
proteina ndo estrutura viral (NS3 viral), envolvida na replicagdo do virus. Diversos estudos
sugerem que o DENV pode infectar linfocitos (ST. JOHN; RATHORE, 2019). Outros estudos
como o de Silveira et al. (2017), afirmam haver escassez de informagdes sobre interagdes entre
linfocitos T e DENV durante o curso da doenca. No entanto, esses mesmos pesquisadores
investigaram a presenca da proteina viral NS3 e demonstraram que células TCD4 e TCD8
humanas naive sustentam a replicacdo do virus e sdo permissivas a infec¢o in vitro, indicando
que essas células sdo susceptiveis a infec¢do. Em nosso estudo, a fim de avaliarmos a carga
viral, inicialmente procedemos com um ensaio de titulagdo viral, o qual ndo teve sensibilidade
o suficiente para detec¢ao do virus. Em seguida, investigamos a presenca da proteina viral NS3
pelo método de citometria de fluxo e, da mesma forma, ndo observamos presenc¢a dessa proteina
nos linfocitos T humanos dos Hu-PBMCs contrariando os dados obtidos por Silveira et al.
(2017), onde afirmam que, tanto células TCD4 e TCD8 sdo infectadas por DENV em pacientes
em fase aguda. Futuramente, o uso de metodologias mais sensiveis como PCR serd usado.

Em seres humanos, a proporcao de células expressando CD4 (~70%) € superior as células
expressando CD8 (~30%) (CHAPLIN, 2010). No nosso modelo, a avaliacao do fenotipo dos
leucdcitos humanos circulantes no sangue periférico dos animais NSG, demonstrou que a
propor¢ao era maior de células expressando CD4 com o pico dessa diferenga ocorrendo no dia
14. No entanto, apds a infeccdo pelo DENV-2, a melhor resposta de ativagdo de linfocitos
encontrada foi de CD4, se mostrando mais funcional. Talvez o CDS presente no PBMC injetado
estivesse altamente proliferativo no animal, porém, expressando moléculas de exaustdo e, apds
a proliferacdo inicial, se tornado anérgico e assim, ndo respondendo a infec¢do. Apesar de, no

inicio, mostrarmos que o modelo estava enriquecido de CD8 em comparagdo ao sangue
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humano, este modelo parece ser vidvel para CD4. No entanto, o perfil celular ndo foi
caracterizado no inicio do experimento e, considerando esses achados, propomos caracterizar
o perfil celular dos PBMC'’s antes da injecdo. O trabalho com modelo humanizado ¢ dificultado
pela necessidade de anticorpos monoclonais que reajam somente com humano, pois o sistema
¢ humano x murino. Alguns ensaios de ELISA foram feitos (dados ndo mostrados), porém esses
ensaios ndo foram tdo especificos para células humanas e sinais positivos para citocinas

humanas foram encontrados em animais que ndo foram humanizados.

11. CONCLUSAO

Sumarizando, no presente trabalho, demonstramos que: i) Por limitacdes éticas e técnicas
(tempo gestacional e condi¢des de coleta), o figado fetal humano nao foi uma boa fonte de
obtengdo de células progenitoras CD34" viaveis, impossibilitando a posterior humanizagao dos
animais NSG; ii) Bolsas de leucoaférese de doadores submetidos ao tratamento com GM-CSF
sdo fontes satisfatorias de células tronco hematopoiéticas (CD34"), no entanto, nas condi¢des
avaliadas, a humaniza¢do de camundongos NSG com essas células ndo ocorreu, mesmo na
presenga de estimulagdo exodgena por GM-CSF, sendo, portanto, necessarios ajustes
protocolares nas condi¢des de enxertia de camundongos NSG a fim de se obter humanizacao
satisfatoria. iii)) PBMC’s humanos obtidos a partir de doadores sauddveis foram eficientes em
induzir a humaniza¢do de camundongos NSG (Hu-PBMC'’s), os quais foram dependentes do
doador e resultaram na enxertia majoritaria de linfécitos T no sangue periférico e o6rgdos
estudados (bago e figado) em um percentual de humanizagao satisfatorio (40-70% de células
humanas), com enxertia ocorrendo dentro de uma janela de ~3-4 semanas, o que possibilitou o
estudo de condicdes patologicas humanas sem, no entanto, induzir alteragdes clinicas deletérias
nestes animais (eg: GvHD); iv) Neste contexto, a infec¢ao pelo virus da dengue (DENV), um
patdgeno cujo tropismo ¢ exclusivo para células humanas, foi escolhido como objeto de estudo
dos Hu-PBMC’s; v) A infeccdo de Hu-PBMC’s com o virus da dengue ndo resultou em
infeccdo e/ou ativagdo satisfatdria dos linfocitos T humanos enxertados; vi) No entanto, uma
pequena alteracdo no perfil de células do sangue periférico foi observada apos a infecgao.

Os resultados obtidos até este momento demonstram que a infec¢do de Hu-PBMC’s com
o DENV nao foi efetiva em induzir infec¢ao e/ou ativagdo importante dos linfocitos T humanos,
bem como falhou em induzir aspectos clinicos associados a fisiopatologia da dengue.

De maneira geral, nés identificamos uma boa fonte de células tronco hematopoiéticas

(CD34) derivadas de bolsa de leucoaférese a ser futuramente explorada na humanizagido 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 reconstituicdo de linfécitos T humanos no qual abre
perspectivas para o estudo in vivo de condigdes clinicas humanas com significativa participacao
destes subtipos celulares na patogénese de doengas com tropismo majoritario por células
humanas. Além disso, em estudos futuros, novos sitios de infec¢do podem ser mais explorados,
como a medula, por ser um local importante para quimeriza¢do 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 frequéncia

maior de células dendriticas nesses sitios do que em outros tecidos.
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