Revista Multidisciplinar em Satude ISSN: 2675-8008 V.4,N24,2023

Q CONBRASP

lll Congresso Brasileiro
de Saiide Piblica On-line

O USO TERAPEUTICO DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS PODE SER UM
MEIO DE TRANSMISSAO DA LEISHMANIOSE

VITOR PEGORER BILHARINHO; ISABEL RODRIGUES ROSADO; JOELY FERREIRA
FIGUEIREDO BITTAR; ROGERIA SERAKIDES; ENDRIGO GABELLINI LEONEL
ALVES

RESUMO

A leishmaniose ¢ uma das doengas tropicais negligenciadas de maior importancia médica e
veterinaria € ¢ um problema de satde publica em vdarios paises. De acordo com dados
publicados pela Organiza¢cdo Mundial da Satde, 94% dos novos casos ocorreram em sete paises
entre eles o Brasil, que conta com muitas areas endémicas. Esses paises compartilham
problemas como epidemias frequentes, seres humanos e animais atuando como reservatorios e
a presenga de moscas transmissoras. Recentemente, foi demonstrado que as células-tronco
funcionam como um nicho protetor para patdgenos contra a agdo do sistema imunologico e
contra a agao de medicamentos. O objetivo deste relato de caso € registrar o achado de parasitas
causadores de leishmaniose em células-tronco mesenquimais de cdes de uma 4rea nao
endémica, que foram negativas quando submetidas aos testes de imunofluorescéncia indireta e
ELISA, que até o momento sdo o protocolo indicado pelo MAPA, fato que nao havia sido
documentado até o momento. Isso demonstra que essa zoonose letal e amplamente distribuida
pode escapar dos meios tradicionais de diagndstico e que a terapia com células-tronco, que vem
ganhando enorme popularidade como novo tratamento revolucionario para diversas doencas,
tem o potencial de ser uma fonte de transmissdo da doenga. Este achado abre margem para que
se questione a relativa seguranca presumida da terapia com células-tronco, demonstrado a
necessidade da avaliagdo criteriosa dos possiveis riscos associados ao seu uso, especialmente o
risco de transmissdo de parasitas ndo pode ser ignorado. Portanto, ¢ essencial desenvolver
protocolos rigorosos de triagem e testes para garantir a seguranga da terapia com células-tronco.

Palavras-chave: Zoonose; Saude publica; Leishmaniose visceral; Terapia celular; Area
endémica.

1 INTRODUCAO

A leishmaniose ¢ uma das doengas tropicais negligenciadas de maior importancia
médica e veterinaria e ¢ um problema de saude publica em vérios paises (ALVAR,2012;
STERVERDING,2017). De acordo com dados publicados pela Organizagao Mundial da Saude,
94% dos novos casos ocorreram em sete paises: Brasil, Etiopia, India, Quénia, Somalia, Sudao
do Sul e Suddo. Esses paises compartilham problemas como epidemias frequentes, seres
humanos e animais atuando como reservatorios ¢ a presenga de moscas transmissoras
(WHO,2022).

A doenga ¢ transmitida pela picada de artropodes voadores dos géneros Phlebotomus ¢
Lutzomyia. Ela pode se manifestar na forma cutanea ou visceral, dependendo do tipo de célula

DOI: 10.51161/conbrasp2023/33113



Revista Multidisciplinar em Satude ISSN: 2675-8008 V.4,N24,2023

infectada e, se ndo for tratada, a taxa de mortalidade nos paises em desenvolvimento pode
chegar a 100% em dois anos (STERVERDING, 2017; WHO, 2022).

As células-tronco mesenquimais (MSCs) sdo células multipotentes que podem ser
isoladas de diferentes tecidos, como medula 6ssea (ALVES, 2014), cordao umbilical, tecido
adiposo (ALVES, 2016), sangue periférico, raiz de dente e figado (ELAHI, 2016). A terapia
com células-tronco surgiu como uma abordagem promissora para o tratamento de uma ampla
gama de doencas e lesdes (CAMARA, 2021; ROSADO, 2017). As células-tronco tém a
capacidade de se diferenciar em varios tipos de células e podem ser usadas para substituir ou
reparar tecidos danificados (ALVES, 2017). No entanto, a seguranga da terapia com células-
tronco tem sido uma grande preocupacao devido aos possiveis riscos associados ao seu uso,
inclusive a possibilidade de introducao de parasitas no hospedeiro (KORBLING, 2003).

Recentemente, foi demonstrado que as células-tronco funcionam como um nicho
protetor para patéogenos, como o Mycobacterium tuberculosis (DAS, 2013). Estudos sugerem
que essas células protegem os patogenos intracelulares da acao do sistema imunologico e da
acdo de medicamentos, uma vez que residem em locais imunoprivilegiados na medula 6ssea e
as células-tronco mesenquimais nao desencadeiam fungdes efetoras de linfocitos T citotoxicos,
pois ndo possuem o complexo principal de histocompatibilidade (MHC) II e suas moléculas
MHC I sdo funcionalmente inativas (FUJISAKI, 2011; RASMUSSON, 2007; TORMIN, 2011).

O género Leishmania desenvolveu mecanismos de sobrevivéncia, como a modulacio
das atividades dos fagolisossomos de macrofagos (HANDMAN, 2002), neutrofilos,
aumentando sua vida util nos tecidos e retardando sua apoptose, beneficiando assim a
multiplicagdo do parasita, e at¢é mesmo o mecanismo conhecido como "cavalo de troia"
(REGLI, 2017). Estudos in vitro relataram a infeccdo de células-tronco mesenquimais por
diferentes espécies de Leishmania, o que pode sugerir um mecanismo usado pela Leishmania
para burlar o sistema imunoldgico, apresentar pacientes assintomaticos e reativar a doenga
(ALLAHVERDIYEV, 2011).

Estudos demonstraram que os parasitas Leishmania sdo capazes de infectar células-
tronco mesenquimais derivadas da medula dssea e alterar seu potencial de diferenciagao,
levando ao desenvolvimento de um microambiente imunossupressor que apoia a sobrevivéncia
do parasita (FAVALI, 2007; MARKIKOU-OUNI, 2015). Outro estudo relatou a presenca de
parasitas Leishmania em MSCs derivadas do corddo umbilical, sugerindo que os parasitas
podem estar presentes na propria preparagao das células-tronco (DIRKX, 2022).

O principal objetivo deste relato de caso ¢ documentar o isolamento acidental e sem
precedentes de formas amastigotas de Leishmania em culturas de células-tronco mesenquimais
de caes de uma regido ndo endémica para a doenga. Vale ressaltar que este € o primeiro relato
desse tipo no mundo, e seu objetivo ¢ aumentar a conscientizagao sobre a necessidade de
estabelecer critérios rigorosos de sele¢do e triagem para doadores de células-tronco.

2 MATERIAIS E METODOS

Trés caes machos saudaveis, sem raga definida, com dois anos de idade e massa corporal
média de 18 + 2 kg, foram recebidos no Centro de Experimentacdo de Pequenos Animais da
Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os animais foram
submetidos a exame clinico e amostras de sangue foram coletadas para hemograma e sorologia
para diagnostico de leishmaniose pelos métodos ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) e RIFI (Indirect Immunofluorescence). Nao foram observadas alteragcdes nos exames
clinicos ou no hemograma, e os resultados do ELISA e da RIFI foram negativos para os trés
animais. Na semana seguinte, os caes foram submetidos a biopsia do tecido adiposo para isolar
e cultivar células-tronco mesenquimais. A regido glutea direita foi tricotomizada e preparada
para a cirurgia asséptica. A veia cefalica foi cateterizada e os animais receberam propofol
(Fresofol, Fresenius Kabi, Brasil) 3mg/kg, intravenoso (IV) para intubacdo e manutencao
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anestésica. Como analgésico e anti-inflamatdrio, foi administrado meloxicam (Maxicam, Ouro
Fino, Brasil) 0,2mg/kg, intramuscular (IM), imediatamente apos a indugdo da anestesia.

As amostras de tecido adiposo foram retiradas cirurgicamente da regido glutea
subcutanea logo acima do trocinter maior. Aproximadamente 1 cm3 de tecido adiposo foi
retirado de cada animal, totalizando 3 cm3 de amostra final. Imediatamente apds a coleta, as
amostras de tecido adiposo foram enviadas ao Centro de Células-Tronco da Escola de
Veterinaria da UFMG para isolamento e cultivo de Células-Tronco Mesenquimais (CTMs) de
acordo com o protocolo estabelecido e descrito abaixo (ALVES, 2017). As amostras de tecido
adiposo foram lavadas com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) 0,15 molar e
submetidas a um protocolo de digestdo usando uma solucdo de colagenase B (Roche Applied
Science, Alemanha) a 0,1% em massa/volume (M/V). Ap6s o processamento, a fracao estromal
foi cultivada em frascos T75 mantidos em estufa a 37 C° e 5% de CO2 com DMEM (Gibco,
EUA), enriquecido com gentamicina (60 pg/L), penicilina 100 Ul/mL, estreptomicina 100
pg/mL, anfotericina 25 pg/mL (PSA, Sigma-Aldrich, EUA) e 10% de soro fetal bovino (Sorali,
Brasil). O meio de cultura foi trocado a cada quatro dias e, quando a confluéncia celular atingiu
80 a 90%, as células foram replantadas em outras garrafas T75. Na quarta passagem, as células
foram submetidas a caracterizagdo fenotipica por citometria de fluxo para avaliar a expressao
de CD90, CD29, CD45 e CD34. Foi observada baixa expressdo dos marcadores de células
hematopoiéticas CD45 (1,54%) e CD34 (0,88%) e alta expressdo dos marcadores de células-
tronco CD90 (60,94%) e CD29 (77,08%). Para a avaliagdo morfoldgica, as células foram

2
plaqueadas em uma densidade de 1x104 células/cm em placas de seis pogos (Techno Plastic
Products em Tra-sadingen, Alemanha) contendo laminulas estéreis (Coverslips, Sarstedt,
EUA). Ap6s sete dias de cultura a 37 C° e 5% de CO2, as laminulas contendo as MSC foram

fixadas com 4lcool 70%, coradas com hematoxilina e eosina e avaliadas em microscopia Optica.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inesperadamente, foram observadas formas amastigotas de Leishmania no interior das
células (Fig. 1). Todas as células foram descartadas e os trés caes foram testados novamente
por RIFI e ELIZA e, dessa vez, dois animais foram positivos em ambos os testes ¢ um foi
negativo. Os animais também foram positivos no exame parasitologico da medula 6ssea, onde
foram observados cinetoblastos. Os dois cdes positivos foram eutanasiados com uma overdose
anestésica (tiopental sodico 100 mg/Kg IV) seguida da aplicacdo de cloreto de potassio (solugao
de cloreto de potassio 19,1% 20 ml IV).

(@ (b)

Figura 1. Fotomicrografia de células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo
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de caes infectados com Leishmania spp. Observe o citoplasma das células repleto de
amastigotas. Imagens "A e B" coloragao de Hematoxilina-Eosina (H&E), objetiva de 40x 60x.
Este ¢ o primeiro relato documentado em todo o mundo do isolamento acidental de
Leishmania em culturas de células-tronco mesenquimais (MSC) de caes. Essa descoberta sem
precedentes destaca a necessidade urgente de estabelecer padrdes rigorosos na selecdo de
doadores de MSC. Uma vez inoculada no hospedeiro, a Leishmania invade qualquer célula do
sistema fagocitico mononuclear (OLEKHNOVITCH, 2015). Entretanto, ja foi relatado que
outras cé¢lulas sao suscetiveis a Leishmania, como células epiteliais amnidticas, fibroblastos
(BOGDAN, 2000), hepatocitos (GANGNEUX, 2005) e células-tronco mesenquimais derivadas
do tecido adiposo (ALLAHVERDIYEV, 2011).

Os resultados deste relatdrio destacam as limitagdes dos testes laboratoriais para a
deteccdo de leishmaniose em caes, especialmente infec¢des recentes. O uso de testes
sorologicos, como a imunofluorescéncia indireta (IFT) e o ensaio imunoenzimatico (ELI-SA),
nao foi eficaz na deteccdo de Leishmania nos animais deste relatorio. Embora esses testes
sejam recomendados pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento - MAPA (6rgao
regulador brasileiro) como testes de triagem, eles provavelmente foram realizados em um
momento em que os animais ainda ndo haviam soroconvertido. Espera-se que, durante a
leishmaniose visceral canina (LVC), os caes sintomadticos e aqueles com alto parasitismo
estejam associados a um aumento nas imunoglobulinas 1gG, I1gG2, IgM, IgA e IgE, enquanto
0s caes assintomaticos e aqueles com baixo parasitismo estejam associados a um aumento na
IgG1 (REIS, 2009). O curso cronico da doenca, o atraso na soroconversao, as reacdes cruzadas
nos testes sao todos mecanismos conhecidos que dificultam o diagndstico € podem fazer com
que a doenga seja detectada varias semanas ap6s a infecgdo (REIS, 2009; OLIAS-MOLERO,
2020).

O método parasitologico ¢ altamente especifico e a identificagdo de apenas uma forma
de amastigota ¢ suficiente para determinar o teste como positivo. Os métodos de diagnostico
sorologico de ensaio de imunoabsor¢do enzimatica e reacao de imunofluorescéncia indireta sao
recomendados pelo MAPA, mas podem apresentar reacdo cruzada e nao diferenciam entre
infecgdes atuais e passadas. Mesmo assim, os caes do estudo conseguiram burlar esses métodos
de diagnoéstico no momento do primeiro teste. Atualmente, as técnicas baseadas em PCR s3o a
principal abordagem diagnostica devido a sua alta sensibilidade, além de permitir a avaliacdo
da carga parasitaria e a identificagdo das espécies de Leishmania (BRASIL, 2014).

Como alternativa para aumentar as chances de identificar um cdo infectado com
Leishmania, o MAPA destaca o uso de testes de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). A
PCR ¢ uma técnica molecular capaz de detectar o DNA da Leishmania em amostras de sangue
ou tecido, proporcionando maior especificidade e confirmando a infec¢dao. Adicionalmente, a
cultura de Leishmania de amostras de tecido, como medula dssea ou pele, também pode ser
realizada para validar a presenca da infeccao. Bidpsias de tecidos afetados, como a pele, podem
ser feitas para confirmar a presenca do parasita. Entretanto, hd indicacdes de que, para uma
triagem mais eficaz, existem testes que podem detectar a infecg¢ao pelo parasita mais cedo, como
o ELISAp (ELISA com placas revestidas de promastigota) e, especialmente, o Western blotting
(OLIAS-MOLERO, 2020).

Um dos principais desafios da terapia com células-tronco ¢ garantir sua seguranga.
Embora as células-tronco tenham demonstrado um potencial terapéutico notavel em estudos
pré-clinicos, seu uso em humanos continua sendo amplamente experimental. As preocupagdes
com a seguranca da terapia com células-tronco incluem o risco de tumorigénese,
imunogenicidade e a possibilidade de transmissdo de doengas infecciosas, inclusive parasitas.
Esses riscos sao particularmente relevantes no contexto do transplante alogénico de células-
tronco, no qual as células-tronco de um doador sdo usadas para tratar um paciente
(GOTHERSTROM, 2016).
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A terapia com células-tronco estd ganhando popularidade como um possivel tratamento
para varias condigdes em caes, incluindo osteoartrite, doengas autoimunes e lesdes na medula
espinhal (BLACK, 2007; ROSADO, 2017; RINALDI, 2014; KORBLING, 2003). O uso de
células-tronco mesenquimais (MSCs) autdlogas demonstrou ser seguro e eficaz na redugao da
dor e da inflamagao, melhorando a mobilidade e a qualidade de vida e promovendo o reparo de
tecidos em caes (BLACK, 2007). No entanto, a terapia com células-tronco tem seus riscos. Um
risco em potencial ¢ o desenvolvimento de tumores ou outros efeitos adversos resultantes do
crescimento ou diferenciagdo descontrolados das células transplantadas (RINALDI, 2014).
Outro risco ¢ a possivel transmissdo de doencas infecciosas, incluindo virus e bactérias, usando
preparagoes de células-tronco contaminadas (ALLAHVERDIYEV, 2011).

A aplicacdo de anfotericina ndo pode ser considerada uma limitagao do estudo porque,
embora o medicamento tenha um efeito anti-leishmanial conhecido, a dose usada é considerada
letal para apenas 50% dos parasitas Leishmania. spp (SOLTANI, 2019), portanto, ndo foi capaz
de eliminar todos os parasitas da espécie nas amostras.

Apesar dos riscos, o uso de células-tronco na medicina veterinaria tem se intensificado
e, em alguns lugares, esta at¢ mesmo disponivel para o publico. Exemplos incluem o Animal
Medical Center, em Nova York, EUA, que oferece terapia com células-tronco para uma
variedade de doengas em caes e gatos, incluindo osteoartrite, doencga do disco intervertebral e
doenga renal cronica; o Veterinary Specialty Hospital of the Carolinas, na Carolina do Norte,
EUA, e o Veterinary Regenerative Medicine Center, em Ontario, Canada.

Este estudo tem limitagdes, como a falta de identificagdo da espécie de Leishmania que
foi isolada junto com as células-tronco mesenquimais, bem como a auséncia de detalhes mais
abrangentes sobre o parasita. Em retrospecto, ¢ fundamental ressaltar que esse incidente ocorreu
inesperadamente durante um estudo anterior. Na época, ficamos tdo frustrados que todo o
material foi descartado. Foi somente muitos anos depois que percebemos a importancia do que
tinhamos, quando ndo foi mais possivel realizar testes adicionais para identificar detalhes mais
profundos sobre o parasita.

4 CONCLUSAO

A descoberta de formas amastigotas de Leishmania nesses caes de area nao endémica
novamente levanta questdes sobre o avanco dessa zoonose sobre o territorio brasileiro e sobre
a suposta seguranca da terapia com células-tronco. Portanto, ha uma necessidade urgente de
desenvolver protocolos padronizados para a caracterizacdo ¢ o controle de qualidade das
células-tronco usadas na pratica clinica, bem como de estabelecer diretrizes claras para a
realizacdo de estudos clinicos que avaliem a seguranca e a eficacia da terapia com células-
tronco. Esses esfor¢os serdo fundamentais para garantir que a terapia com células-tronco possa
ser usada com seguranga e eficacia para melhorar a vida de pacientes com varias doengas e
lesdes. Dentro do ambito da satide publica demonstra que pode estar havendo uma
propagagao silenciosa desta zoonose de dificil controle e que tem potencial para causar grande
impacto socioecondmico além do estrago que causa na vida dos humanos e animais
acometidos.
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