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RESUMO

O objetivo deste relato de caso € registrar o achado de parasitas causadores de leishmaniose em células-
tronco mesenquimais de cdes de uma area ndo endémica, que foram negativos quando submetidos aos
testes RIFI e ELISA, fato que ndo havia sido documentado até o momento. Isso demonstra que essa
zoonose letal e amplamente distribuida pode escapar aos meios tradicionais de diagndstico e que a
terapia com células-tronco tem o potencial de ser uma fonte de transmissdo da doenga. Embora a
relativa seguranca da terapia com células-tronco seja presumida, os possiveis riscos associados ao seu
uso, especialmente o risco de transmissao do parasita, nao podem ser ignorados. Portanto, ¢ essencial
desenvolver protocolos rigorosos de triagem e teste para garantir a seguranca da terapia com células-
tronco.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose é uma das doencas tropicais negligenciadas de maior importancia medica
e veterinaria e € um problema de saude publica em varios paises [1,2]. De acordo com dados
publicados pela Organizacdo Mundial da Saude, 94% dos novos casos ocorreram em sete paises:
Brasil, Etiopia, India, Quénia, Somalia, Suddo do Sul e Suddo. Esses paises compartilham
problemas como epidemias frequentes, humanos e animais atuando como reservatérios e a
presenca de moscas transmissoras [3].

A doenca é transmitida através da picada de flebotomineos dos géneros Phlebotomus e
Lutzomyia. Pode se manifestar de forma cutanea ou visceral, dependendo do tipo de célula
infectada e, se ndo tratada, a taxa de mortalidade nos paises em desenvolvimento pode chegar a
100% em 2 anos [2,3].

As células-tronco mesenquimais (MSCs) sdo células multipotentes que podem ser isoladas
de diferentes tecidos, como medula 6ssea [4], corddo umbilical, tecido adiposo [5], sangue
periférico, raiz dentaria e figado [6]. A terapia com células-tronco surgiu como uma abordagem
promissora para o tratamento de uma ampla gama de doencas e lesdes [7,8]. As células-tronco
tém a capacidade de se diferenciar em varios tipos de células e podem ser usadas para substituir
ou reparar tecidos danificados [9]. No entanto, a seguranca da terapia com células-tronco tem sido
uma grande preocupacdo devido aos possiveis riscos associados ao seu uso, incluindo a
possibilidade de introducéo de parasitas no hospedeiro [10].

Recentemente, as células-tronco demonstraram funcionar como um nicho protetor para
patdgenos, como Mycobacterium tuberculosis [11]. Estudos sugerem que essas células protegem
patdgenos intracelulares da acdo do sistema imunoldgico e da acdo de drogas, pois residem em
locais imunoprivilegiados na medula dssea e as células-tronco mesenquimais nao desencadeiam
funcBes efetoras de linfocitos T citotoxicos, pois ndo possuem complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) Il e suas moléculas de MHC 1 sdo funcionalmente inativas
[12,13,14].

Leishmania spp. desenvolveu mecanismos de sobrevivéncia como modular as atividades
dos fagolisossomos de macréfagos [15], neutréfilos, aumentando sua vida Gtil nos tecidos e
retardando sua apoptose, beneficiando assim a multiplicacdo de Leishmania spp., e até mesmo o
mecanismo conhecido como “cavalo de Troia" [16]. Estudos in vitro relataram a infeccdo de
células-tronco mesenquimais por diferentes espécies de Leishmania, o que pode sugerir um
mecanismo utilizado por Leishmania spp. para escapar do sistema imunoldgico, apresentar

pacientes assintomaticos e reativar a doencga [17].
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Estudos tém demonstrado que os parasitas Leishmania spp. sdo capazes de infectar células-
tronco mesenquimais derivadas da medula éssea e alterar seu potencial de diferenciacédo, levando
ao desenvolvimento de um microambiente imunossupressor que suporta a sobrevivéncia do
parasita [18,19]. Outro estudo relatou a presenca de parasitas Leishmania spp. em MSCs derivadas
do corddo umbilical, sugerindo que os parasitas podem estar presentes na prépria preparacao de
células-tronco [20].

O principal objetivo deste relato de caso é documentar o isolamento acidental inédito de
formas amastigotas de Leishmania spp. em culturas de células-tronco mesenquimais de céaes de
uma regido nao endémica para a doenca. Vale ressaltar que este € o primeiro relatério desse tipo
no mundo e seu objetivo é aumentar a conscientizacao sobre a necessidade de estabelecer critérios

rigidos de selecéo e triagem para doadores de células-tronco.

2 MATERIAIS E METODOS

Trés cdes machos, saudaveis, sem raca definida, com dois anos de idade e massa corporal
média de 18 + 2 kg, foram recebidos no Centro de Experimentacdo de Pequenos Animais da
Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os cées ndo eram
de propriedade do cliente; Eles foram disponibilizados pela instituicdo de pesquisa para serem
utilizados em outro estudo de alto nivel. Os animais foram submetidos a exame clinico e amostras
de sangue foram coletadas para hemograma e sorologia para diagnéstico de leishmaniose pelos
métodos Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) e Immunofluorescence Indireta (RIFI).
Nao foram observadas alteracBes nos exames clinicos ou no hemograma, e os resultados do
ELISA e da RIFI foram negativos para os trés animais. Na semana seguinte, os cdes foram
submetidos a bidpsia de tecido adiposo para isolar e cultivar células-tronco mesenquimais. A
regido glutea direita foi tricotomizada e preparada para cirurgia asséptica. A veia cefélica foi
cateterizada e os animais receberam propofol (Fresofol, Fresenius Kabi, Brasil) 3mg/kg, por via
venosa (IV) para intubagdo e manutencdo anestésica. Como analgésico e anti-inflamatorio, o
meloxicam (Maxicam, Ouro Fino, Brasil) 0,2mg/kg, por via intramuscular (IM) foi administrado
imediatamente ap6s a indugdo anestésica.

As amostras de tecido adiposo foram retiradas cirurgicamente da regido glutea subcutanea
logo acima do trocanter maior. Aproximadamente 1cm3 de tecido adiposo foi retirado de cada
animal, totalizando 3cm?3 da amostra final. Imediatamente ap0s 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
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estabelecido descrito a seguir [9]. As amostras de tecido adiposo foram lavadas com solucgéo salina
tamponada com fosfato molar (PBS) 0,15 molar e submetidas a um protocolo de digestdo usando
uma solucéo de colagenase B a 0,1% massa/volume (M/V) (Roche Applied Science, Alemanha).
Apbs o processamento, a fragdo 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 UI/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 4 dias e quando a
confluéncia celular atingiu 80 - 90%, as células foram replantadas em outros frascos de T75. Na
quarta passagem, as células foram submetidas a caracterizacdo fenotipica por citometria de fluxo
para avaliar a expressdo de CD90, CD29, CD45 e CD34. Observou-se 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 avaliacdo morfoldgica, as
células foram plaqueadas a uma densidade de 1x104 células/cm2 em placas de seis pocos (Techno
Plastic Products em Trasadingen, Alemanha) contendo laminulas estéreis (Coverslips, Sarstedt,
EUA). Apds sete dias de cultivo a 370 C e 5% de CO2, as laminulas contendo as CTM foram

fixadas com alcool a 70%, coradas com hematoxilina e eosina e avaliadas em microscopia de luz.

3 RESULTADOS

Fig. 1 Fotomicrografia de células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo de cées infectados com Leishmania
spp. Observe o citoplasma das células preenchido com amastigotas. Imagens "A e B" Colora¢do de hematoxilina-eosina
(H&E), objetiva de 40x 60x.

UMA B

Inesperadamente, formas amastigotas de Leishmania spp. foram observadas dentro das células

(Fig. 1). Todas as células foram descartadas, e os trés cdes foram retestados por RIFI e ELISA e desta

REVISTA ARACE, Séo José dos Pinhais, v.7, n.2, p-9852-9863, 2025

9855



Revista N

ARACE

ISSN: 2358-2472

vez dois animais foram positivos em ambos os testes, e um foi negativo. Os animais também foram
positivos no exame parasitologico da medula 6ssea. Os dois cées positivos foram eutanasiados com
uma overdose de anestésico (tiopental sodico 100 mg/Kg 1V) seguida da aplicacdo de cloreto de
potéssio (solucdo de cloreto de potéssio 19,1% 20 ml IV).

Essas amostras foram destinadas a um estudo [9] sobre o isolamento e cultura de células-tronco
mesenquimais derivadas de tecido adiposo e medula dssea de caes, portanto, o objetivo era obter
amostras ndo contaminadas de MSCs (Fig. 2).

Fig. 2 Fotomicrografia de células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo de cdes saudaveis. Observe o
citoplasma claro das células. Coloracdo de hematoxilina-eosina (H&E), objetiva de 40x.

4 DISCUSSAO

Até onde os autores sabem, este € o primeiro relato documentado do isolamento acidental
de Leishmania em culturas de células-tronco mesenquimais (MSC) de cdes. Essa descoberta sem
precedentes destaca a necessidade urgente de estabelecer padrbes rigorosos na selecdo de
doadores de MSC. Uma vez inoculada no hospedeiro, Leishmania spp. invade qualquer célula do
sistema fagocitico mononuclear [21]. No entanto, outras células ja foram relatadas como
suscetiveis a Leishmania spp. Como células epiteliais amnio6ticas, fibroblastos [22], hepatdcitos
[23] e células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo [17].

Os achados deste relato destacam as limitacdes dos exames laboratoriais para deteccédo de
leishmaniose em cées, especialmente infecgbes recentes. O uso de testes soroldégicos como

imunofluorescéncia indireta (IFI) e ensaio imunoenzimético (ELISA) néo foi eficaz na detecgdo
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de Leishmania spp. nos animais deste relato. Embora esses testes sejam recomendados pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) como testes de triagem, eles
provavelmente foram realizados em um momento em que 0s animais ainda ndo haviam
soroconvertido. Espera-se que durante a leishmaniose visceral canina (LVVC), cées sintomaticos e
com alto parasitismo estejam associados a um aumento de imunoglobulinas 1gG, 19G2, IgM, IgA
e IgE, enquanto cédes assintomaticos e aqueles com baixo parasitismo estejam associados a um
aumento de 1gG1 [24]. O curso crénico da doenca, 0 atraso ha soroconversdo, reacdes cruzadas
nos testes sdo mecanismos conhecidos que dificultam o diagnéstico e podem resultar na deteccéo
da doenca varias semanas apo6s a infecgédo [24,25].

O método parasitolégico € altamente especifico e a identificagdo de apenas uma forma
amastigota € suficiente para determinar o teste como positivo. Os métodos diagnosticos
sorologicos de ensaio imunoenziméatico e reacdo de imunofluorescéncia indireta sdo
recomendados pelo MAPA, mas podem ter reacdo cruzada e ndo diferenciam entre infecgoes
atuais e passadas. Mesmo assim, os cdes do estudo foram capazes de escapar desses métodos de
diagnéstico no momento do primeiro teste. Atualmente, as técnicas baseadas em PCR sdo a
principal abordagem diagndstica devido a sua alta sensibilidade, além de permitir a avaliacdo da
carga parasitaria e a identificacdo da espécie de Leishmania [26].

Como alternativa para melhorar as chances de identificagdo de um céo infectado por
Leishmania spp., 0o MAPA destaca o uso de testes de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). A
PCR é uma técnica molecular capaz de detectar DNA de Leishmania spp. em amostras de sangue
ou tecido, proporcionando maior especificidade e confirmando a infec¢do. Além disso, a cultura
de Leishmania spp. a partir de amostras de tecido, como medula 6ssea ou pele, também pode ser
realizada para validar a presenca da infeccdo. Bidpsias de tecidos afetados, como a pele, podem
ser feitas para confirmar a presenca do parasita. No entanto, ha indicios de que, para uma triagem
mais eficaz, existem testes que podem detectar a infecgdo do parasita mais precocemente, Como
o0 ELISAp (ELISA com placas revestidas com promastigota) e, principalmente, o Western blotting
[25].

Um dos principais desafios da terapia com células-tronco ¢ garantir sua seguranca.
Embora as células-tronco tenham mostrado notavel potencial terapéutico em estudos pré-clinicos,
seu uso em humanos permanece 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,

incluindo parasitas. Esses riscos sdo particularmente relevantes no contexto do transplante
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alogénico de celulas-tronco, no qual as células-tronco de um doador sdo usadas para tratar um
paciente [27].

A terapia com células-tronco estd ganhando popularidade como um possivel tratamento
para vérias condigdes em cées, incluindo osteoartrite, doengas autoimunes e lesées na medula
espinhal [8,10,28,29]. O uso de células-tronco mesenquimais autélogas (MSCs) demonstrou ser
seguro e eficaz na reducdo da dor e da inflamacao, melhorando a mobilidade e a qualidade de vida
e promovendo o reparo tecidual em cdes [28]. No entanto, a terapia com células-tronco nao é
isenta de riscos. Um risco potencial é o desenvolvimento de tumores ou outros efeitos adversos
resultantes do crescimento descontrolado ou diferenciacdo de células transplantadas [29]. Outro
risco € a possivel transmissdo de doencas infecciosas, incluindo virus e bactérias, usando
preparacdes de células-tronco contaminadas [17].

A aplicacdo de anfotericina ndo pode ser considerada uma limitacdo do estudo, pois
embora a droga tenha um efeito anti-leishmania conhecido, a dose utilizada é considerada letal
para apenas 50% dos parasitas de Leishmania spp. [30], ndo sendo capaz de eliminar todos 0s
parasitas da espécie nas amostras.

Apesar dos riscos, o uso de células-tronco na medicina veterinaria se intensificou e em
alguns lugares esta até disponivel ao publico. Exemplos incluem o Animal Medical Center na
cidade de Nova York, EUA, que oferece terapia com células-tronco para uma variedade de
doencas em cdes e gatos, incluindo osteoartrite, doenca do disco intervertebral e doenca renal
cronica; o Hospital de Especialidades Veterinarias das Carolinas na Carolina do Norte, EUA e o
Centro de Medicina Regenerativa Veterinaria em Ontéario, Canada.

Este estudo apresenta limitacdes como a falta de identificacdo da espécie de Leishmania
que foi isolada juntamente com as células-tronco mesenquimais, bem como a auséncia de detalhes
mais abrangentes sobre o parasito. Em retrospecto, é crucial ressaltar que esse incidente ocorreu
inesperadamente durante um estudo anterior. Na época, todo o material foi descartado, pois a
descoberta de qualquer parasita o tornou inadequado para o estudo para o qual foi inicialmente
adquirido. S6 muitos anos depois percebemos a importancia do que havia acontecido, quando nao
foi mais possivel realizar testes adicionais para identificar detalhes mais aprofundados sobre o

parasita.

5 CONCLUSAO
A descoberta de formas amastigotas de Leishmania spp. nesses caes novamente levanta

questdes sobre a suposta segurancga da terapia com células-tronco. Portanto, hd uma necessidade
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urgente de desenvolver protocolos padronizados para a caracterizagdo e controle de qualidade das
c¢lulas-tronco utilizadas na pratica clinica, bem como estabelecer diretrizes claras para a
realizagdo de estudos clinicos que avaliem a seguranga 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 ¢ eficacia para melhorar a vida de pacientes com varias doengas e lesdes.
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