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FORMATO DA DISSERTACAO

A presente dissertagdo ¢ composta por capitulos. O capitulo 1 apresenta uma introdugdo
geral, a contextualiza¢do do tema, os objetivos, hipoteses do estudo e referéncias. O capitulo 2
“Efeitos da administracdo intravenosa de células estromais mesenquimais alogénicas,
derivadas de tecido adiposo, em 5 cdes com doenca renal cronica.” Trata-se de artigo cientifico
completo, contendo referéncias. O capitulo 3 finaliza esta dissertagdo com conclusdes gerais e

consideragdes finais deste trabalho e sugestdes para estudos futuros.



RESUMO GERAL

A doenga renal cronica (DRC) ¢ uma doenca irreversivel e progressiva, que provoca um
constante estado inflamatdrio nos caes. O tratamento com terapia celular ¢ pouco estudado em
animais domésticos e ainda ndo existem informacdes sobre a seguranca no uso de células
estromais mesenquimais (CEMs) alogénicas, e bem como de seus efeitos, em caes com DRC.
O objetivo do presente estudo foi avaliar a seguranca do tratamento de CEMs derivadas de
tecido adiposo, em cdes com DRC, em momentos p6s administragdo e durante o periodo de
acompanhamento de 153 dias. Adicionalmente procurou-se avaliar seus efeitos sobre
parametros de exame fisico, biomarcadores de fungdo (creatinina, uréia, fosforo,
dimetilarginina simétrica, sodio, potassio, cdlcio idnico sérico, hemogasometria venosa,
hemograma e densidade urindria) e de lesdo renal (razdo proteina/creatinina urindria e
cilindrtria). Cinco cdes com DRC receberam trés aplicagdes de CEMs alogénicas derivadas de
tecido adiposo com intervalos de 21 dias entre as aplicagdes, via intravenosa, na dosagem de 1
x 10° £ 10% de CEMs alogénicas por Kg de peso vivo do animal. As avaliagdes clinica e
laboratorial foram realizadas a cada aplicagdo, 30 e 120 dias apos a ultima aplicagdo de CEMs.
Adicionalmente, obteve-se relato dos tutores a respeito das manifestagdes clinicas dos animais,
antes e apos o tratamento. Como resultado, evidenciou-se que os animais investigados nao
apresentaram nenhum efeito adverso imediatamente apos a infusdo, nem ao longo dos 153 dias
que se seguiram. Um animal tratado apresentou reducdo da creatinina, de 3,5 mg/dL para 2,4
mg/dL do dia 0 para o dia 153, ganhou 100 gr de peso vivo, bem como melhora na disposigao.
Considerando o grupo de estudo, ndo se observou diferenca estatistica, nos biomarcadores de
lesdo e fun¢do renal ao longo do tempo de estudo (p>0,05). Como conclusdo, a terapia com
CEMs alogénicas derivadas de tecido adiposo mostrou-se segura para caes com DRC, e
evidenciou efeitos benéficos, o que pode representar potencial terapéutico para essa condi¢do,

necessitando de novos estudos.

Palavras-chave: Cao, Doenga renal, Nefropatias, Qualidade de vida, Seguranca, Terapia
celular.
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ABSTRACT

Chronic kidney disease (CKD) is an irreversible and progressive disease that causes a constant
inflammatory state in dogs. There are few studies about treatment with cell therapy in domestic
animals and still has no information on the safety in the use of allogeneic mesenchymal stromal
cells (MSCs), and their effects in dogs with CKD. The objective of the present study was to
evaluate the safety of the treatment of adipose-derived MSCs, in dogs with CKD, in the
moment after infusion and during the follow-up period of 153 days; additionally, we tried to
evaluate its effects on some function biomarkers (creatinine, blood urea, phosphorus, SDMA,
sodium, potassium, serum ionic calcium, venous blood gas analysis, erythrogram and urine
specific gravity) and kidney injury (urine protein to creatinine ratio and cylindruria). Five dogs
with CKD received three infusions of MSCs with an interval of 21 days, intravenous
administration, about 1 x 10° + 10% of allogeneic MCSs per kg of animal body weight. Clinical
and laboratory evaluation was performed at each infusion, and 30 and 120 days after the last
infusion of MSCs. Additionally, owner’s reports were obtained regarding the clinical changes
of the animals. As a result, we demonstrated the safety of cell therapy with adipose-derived
allogeneic MSCs, in dogs with CKD, considering that the animals investigated did not present
any adverse effects immediately after the infusion, nor over the following 153 days. Two
animals showed a decrease in the creatinine serum 3,5 mg/dL to 2,4 mg/dL in day O to day 153,
100 gr body weight gain, as well as an improvement in the disposition of the treated dogs.
Considering the study group, there was no statistical difference in the biomarkers of injury and
renal function over the study period (p>0.05). It is concluded that therapy with adipose-derived
allogeneic MSCs derived is safety for dogs with CKD and has therapeutic potential for this

condition.

Keywords: Dog, Kidney diseases, Nephropathies, Quality of life, Cell therapy, Safety.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO E CONTEXTUALIZACAO

Os rins sdo 6rgdos que mantém a homeostase por meio das fungdes de filtracdo,
reabsorcao, secre¢do, e excre¢do de catabolitos (Bartges, 2012). A doenga renal cronica (DRC)
¢ uma doenca irreversivel, progressiva, que frequentemente acomete cerca de 25% dos caes
(Lund et al. 1999 e Pelander et al. 2015). E caracterizada pela anormalidade estrutural ou
funcional dos rins, levando a perda de funcdo renal com evolucdo de pelo menos 3 meses
(Polzin, 2011).

Apesar do carater cronico, a DRC provoca constante estado inflamatorio no paciente
que, em conjunto com o estresse oxidativo, leva a varias consequéncias graves da doenga como
anemia, alteragdes nutricionais, disfun¢des endoteliais e imunologicas (Kogika et al., 2015).

Os sinais clinicos geralmente sdo inespecificos, e observados nas fases mais avangadas
da doenca. Sendo as manifestagdes mais comuns a poliuria, polidpsia, perda de peso, ma
qualidade de pelagem, halitose, estomatite, gastroenterite e desidratagao (Cowgill et al., 2016).
Complicagdes da DRC incluem distirbios metabdlicos tais como hiperfosfatemia, acidose
metabolica, hiper ou hipocalemia, anemia, proteintria e hipertensao arterial (Polzin, 2011).

A acidose metabolica ocorre geralmente devido a retencdo de acidos que sao excretados
normalmente, maior reten¢do de dcidos metabdlicos, maior producdo de amoénia e diminui¢ao
da recuperagdo de bicarbonato. A acidose metabolica estd associada a hiporexia/anorexia,
hipocalemia e fraqueza muscular, catabolismo proteico enddgeno e agravo da azotemia
(Bartges, 2012).

Os rins estdo envolvidos também na regulagao do equilibrio eletrolitico. Os eletrolitos
sdo livremente filtrados no glomérulo, e reabsorvidos no tibulo contorcido proximal, por¢ao
espessa da al¢a de Henle, tubulo contornado distal e ducto coletor, o que estiver em excesso
sera eliminado pela urina. Um distarbio eletrolitico comum em caes com DRC € a hipocalemia,
consequéncia da hiporexia ou anorexia, politiria e ativagdo do sistema renina-angiotensina-
aldosterona (Bartges, 2012).

A anemia resultante da DRC ¢ multifatorial, sendo a diminuicdo da producdo de
eritropoietina pelos rins doentes um fator importante (Bartges, 2012). A gravidade da anemia
se correlaciona positivamente com as concentragdes séricas de creatinina, isso quer dizer que

a anemia ocorre nos pacientes que apresentem azotemia moderada a grave. Além de contribuir
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para letargia, anorexia e fraqueza, a anemia grave pode exacerbar a progressao da DRC devido
a diminuicdo da oferta de oxigénio para o rim residual, como modalidade terapéutica, indica-
se a reposicdo de eritropoietina para estimular a eritropoiese e corre¢cdo da anemia, com
consequente retardo da progressao da doenca (Fiocchi, 2017).

A perda urinaria de proteina pode ocorrer secundariamente a lesdo glomerular, tibulo-
intersticial ou mista. A proteiniria pode promover lesdo renal progressiva por varios
mecanismos, incluindo toxicidade mesangial, sobrecarga tubular e hiperplasia, toxicidade de
proteinas filtradas especificas e indu¢do de moléculas proé-inflamatorias. A reducdo da
proteinuria retarda a progressdo da doenga. O tratamento da proteintria renal envolve
diminuicdo da filtragdo e consequentemente da perda glomerular de proteinas, principalmente
albumina (Bartges, 2012).

Segundo Cowgil et al. (2016), uma caracteristica da DRC ¢ a progressdo, mas a
patogenia ainda ndo estd bem definida, e provavelmente ¢ multifatorial. Pois alguns animais
com DRC mantém fung¢ao renal estavel e aparentemente nao progridem. Varios fatores de risco
foram documentados, incluindo idade, hipertensdo, proteintria, agentes infecciosos, doengas
endocrinas, predilegdes por ragas, insuficiéncia renal aguda e doencas cardiacas. A natureza
progressiva da DRC pode ser sinalizada pelo aparecimento e agravamento de caracteristicas
clinicas evidentes da disfuncdo renal, incluindo inapeténcia, perda de peso, polidipsia, poliuria,
distarbios de micgdo, letargia e vomitos. Independentemente da progressdo da DRC no
paciente, todos parecem compartilhar uma caracteristica comum de estresse ativo ou lesdo
estrutural no rim, o que promove uma inflamacao intersticial ativa e fibrose.

Para estabelecer o diagnostico da DRC ¢é necessario unir as informagdes de anamnese e
exame fisico, com os exames complementares laboratoriais ¢ de imagem. Tradicionalmente,
na rotina utiliza-se ureia e creatinina sérica para o diagnostico, no entanto, esses biomarcadores
somente se encontrardo alterados quando o comprometimento renal for de 75% ou mais, sendo
considerados, portanto, biomarcadores tardios da reducdo da taxa de filtragdo glomerular
(TFG) (Polzin, 2011).

Outros exames empregados para o diagnoéstico da DRC sdo a urindlise, razio
proteina/creatinina urinaria (RPCy) e ultrassonografia abdominal. No exame de urina do doente
renal cronico observa-se redu¢do da densidade urindria, pode-se observar proteinuria e
ocasional cilindruria, quando a doenga estd em momento de agudizagdo. Quando houver perda
urinaria de proteina de origem renal, a RPCy, que ¢ um exame quantitativo, pode indicar a

perda de proteinas pelos glomérulos ou pelos tibulos. No entanto, somente terd valor
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diagnostico se esta proteintria for persistente, e auséncia de sedimento urinario ativo
(leucocitos, eritrocitos, bactérias e/ou espermatozoides), com proteina plasmatica normal, que
podem indicar proteindria pos renal e pré renal respectivamente. O exame de ultrassonografia
renal, por sua vez, buscard por alteragdes anatomicas do 6rgdo, que podem ser: no formato,
contorno, tamanho, diferencia¢do entre as camadas cortical ¢ medular e mesmo, presenca de
mineralizagdo tissular, no entanto, a auséncia de alteragdes ultrassonograficas ndo descarta a
DRC (Grauer, 2007).

Mais recentemente, a quantificacdo da dimetilarginina simétrica (SDMA) tem sido
utilizada como marcador mais precoce para o diagnostico da DRC. Trata-se de um aminoéacido
excretado pela urina que demonstra ter alta correlagdo com a taxa de filtracdo glomerular
(TFG), mostrando alteragdes da TFG antes dos outros marcadores convencionais. No entanto,
esse biomarcador ndo ¢ capaz de diferenciar os quadros agudos dos cronicos (Ernst, 2018).

A Sociedade Internacional de Interesse Renal (IRIS), foi criada para promover o
entendimento cientifico da doenga renal em pequenos animais, liderada por um conselho de 15
veterindrios independentes, de onze paises diferentes, com especial experiéncia em nefrologia.
A IRIS sugere a classificagdo da DRC em estagios (de 1 a 4) utilizando-se dois biomarcadores
de TFG, a creatinina sérica e 0o SDMA (Quadro 1), objetivando a padronizagdo da nomenclatura
para favorecer o diagnostico precoce e o reconhecimento da doenga, bem como fornecer

diretrizes para o tratamento em cada momento, além de auxiliar no prognéstico (IRIS, 2020).

Quadro 1 — Estadiamento e subestadiamento da doenca renal cronica em caes, segundo a

Sociedade Internacional de Interesse Renal (IRIS) (IRIS, 2020).

Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3 Estagio 4
Creatinina (mg/dL) <14 1,4-2.8 2,9-5,0 >5
SDMA (pg/dL) <18 18-35 36-54 > 54
RCPy sem proteintria <0,2  proteindria limite 0,2-0,5 proteinuria >0,5
PAS (mmHg) normotenso <140 pré-hipertenso 140-159

SDMA, dimetilarginina simétrica; RPCu, razio proteina/ creatinina urinaria; PAS, pressdo arterial sist6lica.

No estagio 1, ndo hd azotemia, o SDMA esta normal ou discretamente elevado. O
paciente pode apresentar algumas outras anormalidades anatomicas renais aos exames de
imagem, na palpacdo renal, na bidpsia renal, a presenga de proteinuria de origem renal,
aumento de duas vezes o valor basal de creatinina sérica do paciente ou de SDMA em amostras
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seriadas. A concentragdo persistentemente elevada do SDMA (>14 pg/dl) pode ser usada para
diagnosticar a DRC precoce. No estagio 2, a creatinina e o SDMA estdo discretamente
elevados, os sinais clinicos estdo ausentes ou sdo discretos, como eventual desidratagdo e
disorexia, poliiria com polidipsia compensatoria. No estagio 3, havera azotemia moderada e
sinais clinicos poderdo estar presentes. Se os sinais clinicos estiverem ausentes, pode ser
considerado estagio 3 inicial, enquanto que, a presenga de muitos sinais clinicos pode justificar
o estagio 3 tardio. Finalmente, no estdgio 4 ha azotemia intensa sendo que os sinais clinicos
estardo presentes e poderdo ser graves e geralmente correlacionam-se com complicagdes
sistémicas (IRIS, 2020).

A IRIS sugere o uso do SDMA para estadiamento, com o objetivo de aumentar a
acurdcia no diagndstico de redugdo da TFG. O SDMA pode ser um marcador mais sensivel,
pois € menos influenciado pela perda de massa corporal magra. Nos caes, se 0 SDMA for
persistente acima de 18 pg/dL, em um animal com creatinina abaixo de 1,4 mg/dL (IRIS DRC
estagio 1, com base em creatinina), esse paciente devera ser estadiado e tratado como paciente
IRIS DRC estagio 2. Se o SDMA for persistentemente acima de 35 pg/dL e a creatinina estiver
entre 1,4 e 2,8 mg/dL (IRIS DRC estagio 2, com base em creatinina), esse paciente devera ser
estadiado e tratado como um paciente IRIS DRC estagio 3. No caso do SDMA estar acima de
54 pg/dL em um cdo com creatinina entre 2,9 e 5,0 mg/dL (IRIS DRC estagio 3, com base em
creatinina), esse paciente sera estadiado e tratado como um paciente IRIS DRC estagio 4 (IRIS,
2020).

Ap0s o estadiamento da DRC, ¢ recomendado o susbestadiamento da doenga com base
nas avaliagdes seriadas da proteinuria, pela RPC, e da pressdo arterial sistdlica. Para avaliagao
da proteinuria ¢ importante que se confirme a origem renal da perda de proteinas, excluindo
infec¢des e inflamagdes do trato urinario (IRIS, 2020). Para a mensuragdo da pressao arterial
sistélica recomenda-se que o animal esteja tranquilo, e que sejam realizadas de cinco a sete
aferi¢des, em pelo menos duas ocasides diferente (Acierno et al., 2018). Apos o diagnostico e
estadiamento da DRC deve-se instituir o tratamento individualizado para cada paciente (IRIS,
2020). O tratamento conservador da DRC consiste em tratamento de suporte e sintomatico
projetado para corrigir excessos e déficits dependendo das situagdes que ocorrem (Bartges,
2012).

O tratamento deve ser direcionado de acordo com cada estagio da doenga, no entanto,
adaptagdes na terapia devem acompanhar a resposta clinica individual. O tratamento tem dois

objetivos principais: retardar a progressdo da doenga, preservando os néfrons funcionais, e
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reduzir os sinais clinicos, melhorando a qualidade de vida do paciente. Dentre as principais
diretrizes para o tratamento estdo: descontinuar o uso de farmacos nefrotoxicos, identificar e
tratar anormalidades pré e poOs renais, utilizacdo de dietas especificas, manter a hidratagao,
tratar as infecg¢des do trato urinario, a hipertensdo, a proteintria, a hiperfosfatemia, a acidose
metabolica e anemia, caso estejam presentes (IRIS, 2020).

Uma modalidade terapéutica importante ¢ o uso de dietas restritivas. Halfen e
colaboradores (2019) observaram que alimentar cdes com dieta comercial restritiva formulada
para doentes renais (que apresenta restricdo de proteina, sodio e fosforo, contendo
suplementagdo de acidos graxos insaturados, antioxidantes e prebidticos) por seis meses em
combinagdo com o tratamento de suporte foi eficaz no controle da uremia, na manutencdo do
equilibrio 4cido-base, da pressdo arterial, da capacidade antioxidante e redug@o da produgao de
citocinas inflamatorias, bem como na manuten¢do do escore corporal e massa muscular em
caes com DRC. J4 Hall e colaboradores (2018) observaram que num periodo de 12 meses, caes
DRC estdgio 1 alimentados com dieta comercial restritiva formulada para doentes renais,
apresentaram estabiliza¢cdo da fun¢do renal com base na diminui¢@o das concentragdes de uréia,
creatinina ¢ SDMA séricos, ¢ os tutores notaram melhora na qualidade de vida. Um estudo
classico realizado por Jacob e colaboradores (2002) mostrou que a dieta comercial restritiva
formulada para doentes renais reduziu o nimero de crises urémicas e aumentou o tempo médio
de sobrevida de caes azotémicos com DRC. Esses resultados corroboram com a recomendagao
de Polzin (2013) de administrar “dieta renal” aos caes com DRC a partir do estagio 1 da IRIS.

O prognostico da DRC ¢ de reservado a desfavoravel, dependendo do estagio da doenca.
Caso o diagnostico seja realizado nas fases iniciais, ¢ possivel que o animal conviva muitos
anos com essa condi¢do. No entanto, em caso de diagnostico tardio a expectativa de vida do
paciente ¢ baixa (Rudinski, 2018).

Para as doencas renais, bem como para muitas doengas cronicas, tém-se proposto a
utilizagcdo de terapias celulares. O objetivo principal desta modalidade terapéutica para os
pacientes doentes renais ¢ melhorar a qualidade de vida dos mesmos, bem como retardar a
progressdo da doenca. Acredita-se que estes objetivos sejam alcancados com a administragao
de células estromais mesenquimais (CEMs), pois apresentam capacidade de diminuir a
inflamacao local em diferentes 6rgdos e tecidos (Sutton, 2002).

A terapia celular com CEMs tem apresentado avancos em diversas especialidades

dentro da medicina veterinaria. As CEMs sdo capazes de originar tipos celulares necessarios
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em processos de reparacdo, como osteoblastos, condroblastos, hepatocitos, células renais,
cardiacas, entre outras (Monteiro et al., 2010; Gade et al., 2012).

A obtengcdo de CEMs pode ser feita a partir de diferentes locais do organismo do
individuo, tais como o tecido adiposo, cordao umbilical, cartilagem, liquido sinovial, musculos,
tendoes (Carvalho, 2001; Bittencourt et al., 2006; Nakage e Santana, 2006; Colomé¢ et al., 2008;
Oliveira et al., 2010) mas, na Medicina Veterinaria as fontes mais utilizadas de CEMs sdo a
medula 6ssea e o tecido adiposo (Chung et al., 2012; Barussi et al., 2016; Menarim et al., 2020).

Em animais domésticos, as CEMs do tecido adiposo sdo obtidas através de incisdo
cirurgica na regido abdominal, parede toracica, ou mais comumente, na base da cauda.
Procedimentos realizados diariamente em clinicas e hospitais veterinarios, como
orquiectomias, ovariohisterectomias e cesarianas, favorecem a maneira de obtengdo deste
material, viabilizando a coleta, sem precisar de intervencdes cirirgicas especificas para o
isolamento do tecido adiposo (Vidal et al., 2007; Mambelli et al., 2009; Martinello et al., 2011).

As CEMs sdo facilmente isoladas, cultivadas e manipuladas in vitro (Marques, 2016) e
devem apresentar as seguintes caracteristicas: ser aderente ao plastico quando mantido em
condi¢des de cultura padrdo usando frascos de cultura de tecidos, > 95% da populacdo CEMs
deve expressar CD105, CD73 e CD90, conforme medido por citometria de fluxo. Além disso,
essas células devem ndo ter expressdo (< 2% positivas), de CD45, CD34, CD14 ou CD11b,
CD79a ou CD19 e HLA classe II. E devem ser capazes de se diferenciar em osteoblastos,
adipocitos e condroblastos sob condi¢des padrdes de diferenciacdo in vitro (Dominici et al.,
2006).

As CEMs obtidas a partir de tecido adiposo parecem ser seguras para aplicagdo
alogénica sem perigo de rejeigdo pelo sistema imunoldgico do receptor, pois essas células
parecem possuir baixo grau de expressdo de complexo principal de histocompatibilidade classe
I (MHC 1) e auséncia de expressdo de MHCII na superficie celular (Le Blanc et al., 2003).
Dessa forma, torna-se possivel fazer o uso de CEMs alogénicas provenientes de banco de
células, em casos de urgéncia na aplicacdo, como em casos de insuficiéncia renal aguda ou na
agudizacdo de doentes renais cronicos.

Os efeitos das CEMs nos tecidos lesionados ocorrem devido a liberacdo de moléculas
bioativas (de adesdo, proteinas de matriz extracelular, citocinas, receptores de fatores de
crescimento) que permitem uma interacdo com o meio no qual elas sdo transplantadas, de forma

que, ao se unir com as cé¢lulas do organismo, modulam a resposta inflamatoria e mitose das
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células que estdo relacionadas ao processo de reparacdo tecidual e promovem a
imunomodula¢do (Huss, 2000; Bobis et al., 2006; Caplan, 2009).

A aplicagdo das células, seja local (in situ) ou intravenosa, ocorre com o objetivo de
promover multiplos efeitos tais como efeitos imunomodulatorios, através da secre¢do de
citocinas reguladoras e ativacdo de células imunologicas reguladoras, e capacidade de
aumentar o reparo celular através da secre¢do de mediadores anti-inflamatdrios (Morigi et al.,
2016).

Diante deste cenario, acredita-se que a diminui¢do do processo inflamatorio intersticial
renal pode melhorar as funcdes dos néfrons, e auxiliar o tratamento de doencas renais, sejam
agudas ou cronicas, pois constituem uma fonte promissora de proliferacdo e diferenciagio
celular (Yao e Bai, 2013).

Quanto a seguranca da aplicacdo de CEMs alogénicas derivadas do tecido adiposo,
podemos observar que existem trabalhos com diferentes doses e doencas. Villanueva e
colaboradores (2019), avaliaram a eficacia e a seguranca de CEMs autdlogas derivadas do
tecido adiposo, para o tratamento da DRC, com a infusdo intravenosa, em seis pacientes
humanos, utilizando o protocolo de aplicagdo de 1x10° células/kg de massa corporal, onde ndo

observaram efeitos adversos e podendo ser benéfico o uso aos pacientes. Villatoro e

colaboradores (2018) demonstraram em 26 cdes que a dose 1,5><106 c¢lulas/Kg de massa

corporal de CEMs alogénica de origem de tecido adiposo, em uma Unica administracdo via
intravenosa, nao produziu efeitos adversos onde foi acompanhado com os perfis hematoldgicos
e bioquimicos séricos que foram obtidos no dia do tratamento e aos 1, 3 ¢ 6 meses. Em um
outro trabalho, com 13 cdes com osteoartrite de cotovelo que receberam trés infusdes
intravenosas de CEMs, administradas em intervalos de duas semanas, na dose de 1-2 x10°
células/Kg de massa corporal, os animais foram monitorados durante a infusdo e por 20
minutos apos a infusdo, e seus tutores foram aconselhados a supervisionar seus caes apos a
alta; observou que as CEMs ndo causaram nenhum efeito colateral nos caes (Olsen et al., 2019).
Neste outro trabalho, com 11 caes com doenga inflamatdria intestinal que receberam uma unica
infusdo intravenosa de CEMs alogénica derivada de tecido adiposo, na dose de 2 x 10°
células/Kg de massa corporal, também ndo apresentaram nenhuma reacdo aguda ou efeito
colateral (Pérez-Merino et al., 2015).

As CEMs tém sido estudadas como possivel tratamento para as doencgas renais. Em dois
gatos, Quimby e colaboradores (2011) infundiram CEMs aut6logas derivadas de tecido adiposo
em trés pontos na cortical renal guiado por ultrassom, demonstrando leve diminui¢do da
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creatinina sérica, € sem quaisquer efeitos adversos. Em outro estudo do mesmo grupo, foi
investigada a infusdo intravenosa de diferentes quantidades de CEMs alogénicas, que ndo
resultaram em efeitos benéficos a func¢do renal e provocaram efeitos adversos nos animais
tratados, tais como vomito e aumento da frequéncia respiratoria. Ainda, investigaram a infusao
intravenosa de 2 x10° CEMs alogénicas a cada duas semanas, completando trés infusdes; nesta
pesquisa ndo foram observados efeitos adversos, mas também nao se observou melhora clinica
apos o tratamento, sugerindo-se que os efeitos da terapia celular devam ser avaliados a médio
e longo prazo (Quimby et al., 2013). E Thomson e colaboradores (2019), num estudo clinico
(Fase 1) infundiram CEMs aut6logas em gatos via artéria renal, demonstrando ser uma possivel
via de administragdo, ndo observando-se qualquer efeito adverso em até trés meses apos o
tratamento.

Na DRC, os estudos em animais de companhia s@o escassos. Nao se tem informagdes
sobre o uso das CEMs em cdes com DRC, e seus possiveis efeitos na funcdo renal e qualidade
de vida. Portanto, em funcdo da auséncia de estudos que comprovem a seguranga da aplicacdo
intravenosa de CEMs alogénicas em caes com DRC, e visto que o potencial terapéutico dessas
células pode trazer melhora de qualidade de vida desses pacientes, esse trabalho teve como
objetivos avaliar a seguranca dessa terapia celular e seus efeitos na funcdo renal desses

pacientes.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar a seguranca e investigar efeitos da terapia celular com células estromais
mesenquimais (CEMs) alogénicas, derivadas de tecido adiposo, em cdes com doenca renal

cronica (DRC).

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a seguranca do tratamento de CEMs alogénicas nos caes com DRC no momento
da infusdo, p6s imediato e 120 dias apds administracao.

Avaliar o efeito da aplicacdo de CEMs sobre biomarcadores de fun¢do renal (creatinina,
uréia, fosforo, SDMA, sddio, potassio, cdlcio idnico sérico, hemogasometria venosa,
eritrograma ¢ densidade urindria) em cdes com DRC durante o tratamento e 120 dias apds
administracao.

Avaliar o efeito da aplicagdo de CEMs sobre biomarcadores de lesdo renal (RPC, e
cilindrtria) em caes com DRC durante o tratamento e 120 dias apds administracao.

Avaliar o efeito da aplicacdo de CEMs sobre a massa corporal em caes com DRC durante
o tratamento e 120 dias apds administragao.

Avaliar o efeito da aplicacdo de CEMs sobre a pressdo arterial sistdlica em cdes com

DRC durante o tratamento e 120 dias apds administracao.

3.HIPOTESES

HO: As CEMs alogénicas administradas por via intravenosa em cdes com DRC ndo tém
efeito benéfico.

H1: E seguro administrar CEMs alogénicas por via intravenosa em cies com DRC.

H2: As CEMs alogénicas administradas por via intravenosa em caes com DRC resultam
em melhora clinica avaliadas por meio do exame fisico e de exames complementares.

H3: As CEMs alogénicas administradas por via intravenosa em caes com DRC resultam

em melhora da qualidade de vida dos pacientes.
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CAPITULO 2

EFFECTS OF INTRAVENOUS ADMINISTRATION OF ALLOGENEIC
MESENCHYMAL STROMAL CELLS, DERIVED FROM ADIPOSE TISSUE, IN
FIVE DOGS WITH CHRONIC KIDNEY DISEASE.

Objectives: The objective of the present study was to evaluate the safety of the treatment of
adipose-derived mesenchymal stromal cells, in dogs with chronic kidney disease, in the

moment, after infusion and during the follow-up period of 120 days.

Materials and Methods: Five dogs with chronic kidney disease received three intravenous
infusions of mesenchymal stromal cells, with an interval of 21 days, about 1 x 10% + 10% of
allogeneic mesenchymal stromal cells per kilogram of body weight, clinical and laboratory
(creatinine, blood urea, phosphorus, SDMA, sodium, potassium, serum ionic calcium, venous
blood gas analysis, blood count, urine specific gravity, urine protein to creatinine ratio and
cylindruria) evaluation were performed at the moments of each infusion, and 30 and 120 days

after the last infusion of mesenchymal stromal cells treatment.

Results: There were no adverse effects in the investigated animals, immediately after each
infusion, evaluated from owner’s care, nor over the 120 days of clinical follow-up. Two
animals showed a decrease in the creatinine serum, body weight gain, as well as an

improvement in the disposition of the treated dogs.

Clinical Significance: It is concluded that therapy with adipose-derived allogeneic
mesenchymal stromal cells derived is safety for dogs with chronic kidney disease, and

presented positive results for a potential therapeutic use, which must be further investigated.
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1. INTRODUCAO

O tratamento da doenca renal cronica (DRC) tem por objetivos retardar a progressao da
doenga, preservar os néfrons funcionais e reduzir as manifestacdes clinicas, promovendo
qualidade de vida aos pacientes (IRIS, 2020).

Apo6s o diagnostico e estadiamento da DRC, deve-se instituir o tratamento
individualizado para cada paciente. A Sociedade Internacional de Interesse Renal (IRIS)
recomenda o tratamento de acordo com os estagio da doenca, no entanto, certas adaptacdes na
terapia devem acompanhar a resposta clinica de cada paciente. Contudo, ainda ndo existe um
tratamento que evite a progressdo da doenca. A natureza progressiva da DRC pode ser
sinalizada pelo aparecimento e agravamento de caracteristicas clinicas evidentes da disfuncdo
renal. Independentemente da progressao da DRC no paciente, todos parecem compartilhar uma
caracteristica comum de estresse ativo ou lesdo estrutural no rim, o que promove uma
inflamacgao intersticial ativa e fibrose. Dentre as principais diretrizes para o tratamento da DRC
estdo descontinuar o uso de farmacos nefrotoxicos, identificar e tratar anormalidades pré e pds
renais, utilizacdo de dietas terapéuticas, manter a hidratagcdo, e tratar as infec¢des do trato
urindrio, a hipertensdo, a proteintria, a hiperfosfatemia, a acidose metabdlica e anemia, caso
estejam presentes (IRIS, 2020).

Neste contexto, as células estromais mesenquimais (CEMs) tém sido estudadas como
possivel tratamento para as doencas renais, em humanos. Recentemente, Villanueva et al.
(2019) avaliaram a eficacia e a seguranca CEMs aut6logas derivadas do tecido adiposo, para o
tratamento da DRC, com a infusdo intravenosa, em seis pacientes humanos utilizando o
protocolo de aplicagdo de 1x10% células/kg de massa corporal, onde ndo observou efeitos
adversos e possivel beneficio aos pacientes. Em dois gatos, Quimby et al. (2011) infundiram
CEMs autdlogas derivadas de tecido adiposo em trés pontos na cortical renal guiado por
ultrassom, demonstrando leve diminuicdo da creatinina sérica, € sem quaisquer efeitos
adversos. Em outro estudo do mesmo grupo, foi investigada a infusdo intravenosa de diferentes
quantidades de CEMs alogénicas criopreservadas, que ndo resultaram em efeitos benéficos a
fung¢do renal e provocaram efeitos adversos nos animais tratados, tais como vOmito e aumento
da frequéncia respiratoria. Ainda, investigaram a infusdo intravenosa de 2 x10% CEMs
alogénicas a cada duas semanas, completando trés infusdes; nesta pesquisa ndo foram
observados efeitos adversos, mas também ndo se observou melhora clinica ap6s o tratamento,
sugerindo-se que os efeitos da terapia celular devam ser avaliados a médio e longo prazo

(Quimby et al., 2013). E Thomson et al. (2019), num estudo clinico (Fase 1) infundiram CEMs
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autdlogas em gatos via artéria renal, demonstrando ser uma possivel via de administra¢ao, ndo
observando-se qualquer efeito adverso em até trés meses apos o tratamento.

Na DRC, os estudos em animais de companhia sdo escassos. Nao se tem informacdes
sobre o uso das CEMs em cdes com DRC, e seus possiveis efeitos na funcdo renal e qualidade
de vida.

Portanto, em funcdo da auséncia de estudos que comprovem a seguranga da infusdo
intravenosa de CEMs alogénicas em cdes com DRC, e visto que o potencial terapéutico dessas
células pode trazer melhora de qualidade de vida desses pacientes, esse trabalho teve como
objetivos avaliar a seguran¢a dessa terapia celular bem como os seus efeitos na fun¢do renal

desses pacientes acompanhados ao longo do tempo.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais, aspectos éticos e delineamento do estudo

Trata-se de estudo clinico longitudinal prospectivo, realizado com a aprovacdo do
Comité de Etica no Uso de Animais da Pontificia Universidade Catélica do Parana
(CEUA/PUC-PR) registrado sob o nimero 01214/ 2017 (Anexo 1).

Foram selecionados cinco caes doentes renais cronicos oriundos da rotina clinica de um
hospital veterinario particular da cidade de Curitiba, no periodo de agosto de 2018 a setembro
de 2019, com doenca em evolucdo natural; portanto, ndo tivemos um grupo homogéneo
(Tabela 1). Foram diagnosticados como doentes renais cronicos por clinicos veterinarios e
entdo encaminhados para selecdo de participagdo do estudo. Todos os pacientes foram
estadiados baseando-se nas diretrizes propostas pela IRIS, ndo fizeram uso de quaisquer
medicagdes e alimentacdo balanceada durante a vigéncia do estudo. Os tutores foram
informados sobre a pesquisa e com a anuéncia de todos, os pacientes foram submetidos a
terapia celular, concomitantemente com a terapéutica clinica previamente estabelecida pelos

veterinarios responsaveis pelos casos.
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Tabela 1- Raca, idade e estagio IRIS dos caes com doenga renal cronica tratados com células

estromais mesenquimais alogénicas derivadas de tecido adiposo (Curitiba/PR, 2018-2019)

Cao Raca Descri¢cdo Estagio IRIS*
1 Pinscher 16 anos MC II
2 SRD 15 anos MC I
3 SRD 8 anos MC II
4 SRD 13 anos MC II
5 Jack russel terrier 11 anos MC 11

SRD, sem raga definida; MC, macho castrado; IRIS, Sociedade Internacional de Interesse Renal;

*Estagio IRIS no momento da admissao para o estudo.

Os animais receberam trés infusdes de CEMs no dia 0, 21e 42. As avaliagdes clinica e

laboratorial foram realizadas no dia 0, 21, 42, 63 e 153.

2.2 Avaliacio clinica
Na avaliagdo clinica, os tutores foram inqueridos a respeito da evolugdo clinica, uso de
medicagdes, exposi¢do a toxinas, apetite e tipo de alimentagdo, comportamento e frequéncia
de micg¢do, volume e cor da urina, quantidade e qualidade da dgua ingerida. No exame fisico
foram avaliados estado de consciéncia, peso, hidratagdo, coloracdo de mucosas, inspecao de
linfonodos periféricos, frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria, temperatura retal e foi
realizada a aferi¢do da pressdo arterial sistolica (PAS) por meio do aparelho Doppler, modelo

811 B (Parks medical, Oregon, USA).

2.3 Avaliacao laboratorial
Para avaliagdo laboratorial foram colhidos 8,6 mililitros (mL) de sangue da veia jugular
e distribuidos em trés frascos. Trés mL foram transferidos para tubo vacuntainer com EDTA,
para realizacdo do hemograma. Quatro mL em tubo a vacuo com ativador de coagulo (silica)
para analise de ureia, creatinina, fosforo e SDMA, enquanto 1,6 mL na seringa de gasometria
sem agulha, contendo heparina de litio balanceada com célcio para andlise de hemogasometria,
sodio, potassio e célcio i6nico. Os exames foram realizados imediatamente apds a coleta, no
Laboratério de Andlises Clinicas — Clinilab (Curitiba, Brasil).
Os exames bioquimicos foram realizados no equipamento Mindray BS-240 (Mindray

Bio-medical eletronics CO., LTD, Shenzhen, China), quimica liquida no kit bioquimico
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Bioclin (Obelis S.A, Bruxelas, Bélgica). Sendo, a creatinina por método cinético colorimétrico
kit Creatinina Cinética (Bioclin, Bruxelas, Bélgica), o fosforo por método UV de ponto final
kit Fosforo UV de ponto final (Bioclin, Bruxelas, Bélgica), e a ureia por método de cinética de
ponto fixo com o kit Ureia UV (Bioclin, Bruxelas, Bélgica).

O hemograma foi realizado no equipamento Mindray BC-2800 Vet (Shenzhen Mindray
Bio-medical eletronics CO., LTD, Shenzhen, China) com hematoscopia microscopica (Zeiss
KF2 ICS, Gena, Alemanha), para contagem diferencial de células e analise morfologica.

O teste SDMA ¢ um imunoensaio de alto rendimento realizado com um analisador
bioquimico de alta produtividade no laboratério da IDEXX em Sao Paulo, SP, Brasil. A
hemogasometria venosa foi realizada em equipamento EDAN il5 VET (Shenzhen,
Guangdong, China).

A coleta da urina foi feita por cistocentese ecoguiada, para evitar a adigdo de proteina ao
trato urogenital, posicionando o animal em decubito dorsal, localizando a vesicula urinaria com
o ultrassom para a realizacdo da punc¢do vesical com uma agulha de calibre 22 conectada a uma
seringa de 10 mL (Chew, 2011). A anélise da urina foi realizada avaliando-se o aspecto fisico,
quimico e a andlise do sedimento. A densidade urinaria foi estimada por refratometria em
refratometro clinico (ATC, China), a andlise quimica foi realizada por meio de tira reagente
(Combur!® Test M, Roche Diagnostic, Mannheim, Alemanha), e a avaliagdo do sedimento
urindrio foi realizado por microscopia dptica, em aumento 10 e 40X, com amostra a fresco.

O exame bioquimico de relagdo proteina/creatinina urinaria (RPCuy) foi realizado com
o sobrenadante da urina apds a centrifugacdo, por método colorimétrico — vermelho de
Pirogalol. A proteina foi mensurada com o kit BIOPROT U/LCR (Obelis S.A, Bruxelas,
Bélgica) e a creatinina com o kit Creatinina Cinética (Bioclin, Bruxelas, Bélgica), ambos no

equipamento BS-240 Mindray (Mindray Bio-medical eletronics CO., LTD, Shenzhen, China).

2.4 Terapia celular

Os caes receberam trés administracdes de CEM alogénicas, sendo nos dias 0, 21 e 42.
As células foram recebidas a partir do laboratério Bio Cell (Laboratorio Bio Cell, de Brasilia,
Brasil), enviadas conservadas em botijdo de nitrogénio, e com certificado do laboratdrio para
a cultura e analises imunofenotipicas.

O tecido adiposo do subcutaneo foi coletado de trés cdes jovens e saudaveis. Para a
coleta do tecido adiposo, os doadores foram submetidos a um protocolo anestésico e, em

seguida, realizou-se uma incisdo na regido lombar e, aproximadamente, 20 gramas de tecido
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adiposo foram retirados da base da cauda. O tecido adiposo foi lavado em solugao salina 0,9%
para remover residuos sanguineos, e transportado resfriado até o laboratdrio, onde passou pelo
processo de digestdo enzimdtica. Esse material foi submetido a um processo de filtragdo para
iniciar uma selecdo das CEMs. Posteriormente, as células foram colocadas em frascos de
cultura com meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Sigma-Aldrich), e foram
incubadas a 37,5 °C e 5% COas. O meio de cultura foi trocado uma vez a cada trés dias, até as
células atingirem 80% de confluéncia, quando a tripsinizacdo foi realizada utilizando-se
tripsina EDTA (Sigma-Aldrich) para retirar as células das garrafas e quantifica-las em camara
de Neubauer. Posteriormente elas foram envasadas em palhetas de 0,5 mL na concentracao de
1 milhdo de células por palheta para congelamento em nitrogénio liquido. O meio de
congelamento utilizado foi a solug¢do de dimetilsulfoxido (DMSO) e soro fetal bovino (SFB).O
procedimento de isolamento, cultivo e caracterizagdo das CEMs foi realizado conforme

descrito por Falcdo et al. (2019).

Parte das CEMs do lote de células utilizadas no experimento foi descongelada e os
testes para a presenca de Mycoplasma, fungo e bactéria foram realizados pelo método de reagao

em cadeia da polimerase (VeritiThermalCycler — Thermo Fischer Scientific).

2.5 Controle de qualidade e caracterizacio das CEMs

2.5.1 Imunofenotipagem

As CEMs foram caracterizadas de acordo com o definido pela Sociedade Internacional
de Terapia Celular (ISCT) por imunofenotipagem com os anticorpos CD29-RD1 de rato anti-
humano (Beckman Counter, Fullerton, CA, USA), CD44-FITC de rato anti-equino (AbD
Serotec, Raleigh, NC, USA), caprina anti-canina CD90 primaria (Washington State University,
Seattle, WA, USA) e IgM de rato conjugado anti-caprino AF594 secundario (Thermo Sci.,
Rockford, IL, USA). E ainda o marcador de superficie negativo CD34-FITC anti-humano de
rato (Invitrogen). A funcdo de pluripoténcia (marcadores intranucleares) SOX2 e OCT3/4
também foi analisada. Os marcadores foram avaliados pelo método de imunofenotipagem por
citometro de fluxo de Imagem Amnis®. Apds essa caracterizagdo, as células foram

descongeladas e lavadas com PBS (Reprodux) para aplicacdo nos animais.

2.5.2 Teste do congelamento
Para realizar e avaliar a viabilidade das CEMs apds o congelamento, um milhdo de

CEMs, de cada animal, foram descongeladas e duas garrafas de cultivo células foram abertas
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com 200.000 células por garrafa de 25cm?. Apds 24 horas do descongelamento foi realizada a
avaliag¢do da capacidade de adesdo ao plastico das células e a propor¢ao de células mortas. Foi
realizada a avaliacdo da multiplicagdo celular por microscopia Optica apds 48 e 96 horas do

congelamento.

2.5.3 Diferenciacio celular

As CEMs dos 3 animais foram induzidas a diferenciacao celular para tecido 6sseo, tecido
cartilaginoso e tecido adiposo, em triplicata. O ensaio de diferenciacdo foi realizado com
passagem celular 4.

Resumidamente, as células foram semeadas em placas de 12 pogos. Apo6s 3 dias, quando
as células atingiram 80% de confluéncia, o meio de cultivo foi substituido por meio comercial
de diferenciacdo (condrogénico, adipogénico e osteogénico) e a cultura permaneceu por 21 dias
com alteracdes de meio a cada 2 dias. Para confirmar a diferencia¢do nos trés tipos de tecido,
as c¢lulas foram fixadas durante 20 minutos a temperatura ambiente em paraformaldeido a 4%
e coradas durante 5 min com Oil Red 1,25% para visualizar gotas lipidicas intracelulares
(esperados apds diferenciagdo adipogénica), Alizarin Red a 2% para visualizar depdsitos de
calcio (esperados apds diferenciagdo osteogénica) e de azul de Alcian 1% para visualizar as
glicosaminoglicanas (esperadas ap6s diferenciacdo condrogénica). As células coradas foram

examinadas de forma qualitativa e documentadas sob microscopia de campo claro.

2.5.4 Esterilidade

Parte das CEMs do lote de células utilizadas no experimento foi descongelada e o teste
de presenca de Mycoplasma, Fungo e Bactéria foram realizados pelo método reacdo em cadeia
da polimerase (VeritiThermalCycler — Thermo Fischer Scientific). Os testes foram realizados
pelo laboratério VETDNA, localizado em Botucatu-SP e os primers utilizados foram

desenvolvidos por eles.

2.5.5 Viabilidade Celular

Além disso, a viabilidade das células apds o descongelamento foi avaliada por citometria
de fluxo, no equipamento Amnis Imaging, com o kit de apoptose com anexina V Alexa Fluor™
488 e iodeto de propidio (PI) (ThermoFischerScientific). A avaliagdo foi realizada 1 hora pos

descongelamento.
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Ap6s a realizagdo de todos os testes de controle de qualidade descritos acima, as CEMs
congeladas foram enviadas para Curitiba, a fim da realizagdo dos experimentos.

Foram mantidas em botijao de nitrogénio até os dias de administracdo. Nos dias de
tratamento os materiais utilizados durante o procedimento do descongelamento foram
posicionados em uma bancada e ficaram 30 minutos expostos a luz ultravioleta, enquanto tubos
conicos contendo meios de descongelamento, lavagem e transporte ficaram no banho maria a
37°C. Apds os 30 minutos, a luz ultravioleta foi desligada e iniciado o processo de
descongelamento. As palhetas foram retiradas do botijdo de nitrogénio e colocadas em banho
maria a 37°C, por 10-20 segundos. As CEMs foram depositadas no tubo com meio de
descongelamento e centrifugadas por trés minutos a 200 rpm. Apds, foi realizado o descarte do
sobrenadante e adicionado cinco mL do meio de lavagem. O processo de lavagem foi repetido
trés vezes, sendo trés minutos de centrifugacdo a 200 rpm, e descartando o sobrenadante. Por
fim, as CEMs foram colocadas em um meio de transporte e armazenadas em uma seringa,
dentro de uma caixa de isopor até o0 momento da aplicagdo.

Todos os pacientes foram submetidos ao tratamento com CEMs alogénicas derivadas de
tecido adiposo, pela infusdo de 1 x 10° + 10% de células estromais mesenquimais alogénicas
por Kg de peso vivo do animal. A infusdo foi realizada via intravenosa pela veia cefalica, sendo
as células diluidas em 50 mL de solug@o de ringer com lactato (Fresenius Kabi Brasil Ltda.,
Aquiraz, Brasil), em torno de 30 minutos. Os caes receberam trés infusdes de CEMs alogénicas,
sendo no dia 0, e repetida nos dias 21 e 42, ap6s serem selecionados.

Apds o descongelamento, as CEMs utilizadas tiveram aliquotas separadas e foram
analisadas para a viabilidade celular, no Nucleo de Tecnologia Celular da Pontificia
Universidade Catélica do Parana (Anexos 2,3 e 4). Para a viabilidade celular foi utilizado o
corante vital 7-AAD (BD Pharmingen, San Jose, USA), por 30 minutos, lavadas com PBS
(Gibco Invitrogen, Carlsbad, USA) e fixadas com PBS contendo 1% de paraformaldeido
(Sigma Aldrich, Sdo Paulo, Brasil). As amostras foram adquiridas no citometro de fluxo
FACSCalibur (BD Bioscience, San Jose, USA) ¢ analisadas no software FlowJo (FlowlJo,
Ashland, OR, EUA).

2.6 Analise estatistica
Os dados clinicos e diagnosticos (paramétricos) coletados no estudo foram analisados
quanto a normalidade por meio do teste de Shapiro-Wilk (Shapiro & Wilk, 1965), sendo entdo

descritos em média e desvio padrao (Anexo 5).
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Para analise da resposta da infusdo intravenosa de CEMs, foi utilizado o teste ANOVA
de medidas repetidas seguido do teste de Bonferroni. Os dados foram expostos em médias,
observando-se o valor de F e considerando intervalo de confianga de 95%, nivel de
significancia a 5% e valor de p>0,05 (Anexos 6 ¢ 7).

Utilizou-se o software STATA (versao 14, College Station, Texas, US) para as analises

estatisticas.

3. RESULTADOS

A conservacao das CEMs em nitrogénio liquido ndo afetou a viabilidade celular, visto
que todas as trés amostras avaliadas apresentaram viabilidade acima de 90%. (Tabela 2,

Anexos 2,3 e 4).

Tabela 2 — Amostras de células estromais mesenquimas derivadas de tecido adiposo
utilizadas para tratamento de cdes com doenga renal cronica e avaliadas quanto a

viabilidade celular (Curitiba/PR, 2019).

7-AAD Viabilidade
Amostra 1 8,31% 91,69%
Amostra 2 7,82% 92,18%
Amostra 3 6,65% 93,35%

Nenhum dos pacientes apresentaram qualquer efeito adverso como: vOmito, diarréia,
alteracdo respiratoria, alteracdo da frequéncia cardiaca ou reagdo anafilatica, durante e apds
uma hora de cada aplicacdo, bem como nao foi observada nenhuma alteragdo como apatia ou
inapeténcia ap0s a infusdo das CEMs.

Os resultados relacionados ao peso vivo, PAS, contagem total de eritrécitos e de
leucdcitos sanguineos, creatinina, SDMA séricos, pH venoso, densidade urinaria e RPC,, de

cada um dos cinco cées tratados, sdo demonstrados na Tabela 3.

Tabela 3 — Dados clinicos (peso e pressdo arterial sistdlica), hematologicos (eritrocitos e
leucdcitos), bioquimicos (creatinina, SDMA, pH venoso) e urinarios (densidade urinaria e
RPC,) de caes com doenca renal cronica tratados com células estromais mesenquimais
alogénicas derivadas do tecido adiposo (Curitiba/PR, 2019).

34



Dias de Avaliacao

0 21 42 63 153
Peso 3,8 3,8 3,8 3,7 3,8
PAS NR 170 160 131 115
Eritrocitos 8,68 8,61 8,09 8,18 7,34
Leucocitos 8,3 8,1 7,4 7.7 6,2
Cao 1l Creatinina 2,1 2,1 2,2 2.3 2,6
SDMA 35 35 37 44 39
pH venoso 7,26 7,3 7,3 7,29 7,29
Densidade urinaria 1,018 1,018 1,018 1,016 1,015
RPCy 0,10 0,10 0,12 0,13 NR
Peso 9,3 9,2 9,2 9,2 9,2
PAS 250 NR 180 NR NR
Eritrocitos 7,05 7,38 7,62 6,80 7,1
Leucocitos 8,1 7.2 8,3 7.5 6,6
Cao 2 Creatinina 1,2 1,4 1,5 1,6 1,6
SDMA 17 17 20 18 27
pH venoso 7,35 7,35 7,33 7,34 7,3
Densidade urinaria 1,015 1,018 1,016 1,020 1,016
RPCy NR NR 0,40 NR 0,50
Peso 20,5 20,9 20,5 20,4 20,4
PAS 125 NR 180 NR NR
Eritrocitos 8,46 8,29 8,50 7,87 8,07
Leucocitos 8,1 6.8 6.3 7,6 6,6
Cao 3 Creatinina 2,1 1,8 1,8 1,7 2,0
SDMA 44 19 21 20 15
pH venoso 7,43 7,38 7,38 7,34 7,3
Densidade urinaria 1,006 1,015 1,016 1,014 1,016
RPCy NR 0,09 0,71 0,13 0,51
Peso 6,0 6,3 6,2 6,6 6,6
PAS 120 NR 116 NR NR
Eritrocitos 8,82 7,39 7,53 7,97 6,95
Leucdcitos 9,2 8,8 9,5 10,8 8,1
Cao 4 Creatinina 1,8 1,9 1,8 2,0 1,7
SDMA 20 15 16 17 22
pH venoso 7,38 7,38 7,38 7,39 7.4
Densidade urinaria 1,030 1,028 1,026 1,022 1,030
RPCy NR NR 0,62 NR 0,49
Peso 7,8 7,9 7,9 7,9 7,9
PAS 210 130 130 NR NR
Eritrocitos 5,12 5,7 5,36 49 5,01
Leucocitos 8,8 7.5 7.8 7,1 6.5
Cao 5 Creatinina 3,5 2,1 2,7 3,1 2,4
SDMA 19 27 20 28 33
pH venoso 7,36 7,31 7,35 7,36 7,41
Densidade urinaria 1,020 1,018 1,020 1,020 1,018
RPCy NR NR 1,1 0,72 0,87

Peso — Kg; PAS — pressio arterial sistolica, mmHg; Eritrocitos — milhdes/mm?; Leucocitos — mil/mm?; Creatinina
— mg/dL; SDMA - dimetilarginina simétrica, mg/dL; RPCu - razdo proteina/ creatinina urinaria; NR — ndo

realizado.
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Foi observada a manutencdo da maioria dos parametros, como demonstrado na Tabela
3. Um animal apresentou queda da taxa de creatinina, 3,5 para 2,4 do dia O pra o dia 153 e em
dois animais as taxas permaneceram estaveis. A maioria dos caes mantiveram a massa corporal
ao longo do periodo avaliado, e um cdo ganhou 600 gr de massa corporal.

Cilindraria foi observada em um paciente (cdo 4), o qual, no inicio do estudo,
apresentava de quatro a seis cilindros hialinos € um a dois cilindros granulosos, por campo.
Durante o tratamento foi observado uma redu¢ao na observagao de cilindros e, no dia 63 em
diante, sua auséncia.

Considerando o grupo dos cinco animais tratados nao foi observado diferencga estatistica
dos parametros de eritrocitos, creatinina, uréia, SDMA, sodio, potassio, calcio, fosforo e
densidade urinaria ao longo do tempo de estudo (p>0,05). Os valores de média e desvio padrao
se mantiveram similares e sobrepostos, como mostra o Anexo 5. Particularidades relacionadas
a cada um dos animais tratados e informagdes relatadas pelos tutores estdo relatadas na Tabela

4.

Tabela 4 - Sinais clinicos e comportamento (de acordo com os tutores) de cdes com doenga renal
cronica, antes e apos o tratamento com células estromais mesenquimais alogénicas derivadas

do tecido adiposo.

Sinais clinicos Sinais clinicos Comportamento Comportamento
Animal antes do depois do antes do depois do
tratamento tratamento tratamento tratamento
Vémitos Auséncia de
esporadicos, fezes Vorrlnolrtlc;,afie;zes
1 pastosas, ; Apatia 1 Atividade
hiporexia normorexia,
hipe rtensﬁ’o normotensao,
P +40 g PV
2 Sem alteracao Sem alteracao Sem alteracao Sem alteracao
| Ingestao de agua,
Polidpsi énci . ..
3 © 1dp’51‘a © l Frgngnma Sem alteracao 1 Atividade
nocturia urinaria,
+350 g PV
4 Sem alteracao +50 g PV Sem alteracao Sem alteracao
5 Sem alteracao +350 g PV Apatia 1 Atividade

PV - peso vivo, g — gramas, 1- aumentou, |- diminuiu, + - ganho
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4. DISCUSSAO

O presente estudo teve, como principal objetivo, avaliar a seguran¢a da administragdo
de células estromais alogénicas em cdes com DRC, ja que isso ainda ndo havia sido
demonstrado nessa espécie, nesta condi¢cdo clinica; e, em segundo plano, seus efeitos.
Observou-se que a infusdo alogenica de CEMs ndo apresentou quaisquer efeitos adversos
durante, ¢ nem imediatamente apds as infusdes, bem como durante o periodo de
acompanhamento de 120 dias apds a mesma.

Optou-se pelo uso de CEMs alogénicas entendo-se que, por se tratar de pacientes
doentes renais cronicos, submeté-los a procedimentos anestésico e cirurgico para a coleta
do seu proprio tecido adiposo poderia significar risco importante de piora do quadro
clinico bastante delicado. A opcao foi de se ter CEMs para pronto uso, para infusdo por
via intravenosa, por ser um procedimento mais simples e representar menor risco de
complica¢des aos pacientes com DRC. Contudo, a seguranca em relagdo a essa
terapéutica ainda ndo havia sido devidamente demonstrada em caes com DRC, somente
em gatos. Até o momento do presente estudo, ndo encontramos pesquisas realizadas com
o uso terapéutico de células estromais mesenquimais em caes com DRC.

O numero de cinco animais investigados no presente estudo, acompanhados pelo
periodo de 120 dias ap6s o tratamento, nos permitiu uma boa avaliagdo da seguranca do
tratamento com CEMs alogénicas derivadas do tecido adiposo. Contudo, entendemos
que, para a avaliagdo dos efeitos terapéuticos em cdes com DRC, foram utilizados os
marcadores de rotina clinica, mas notou-se que estes sao limitados para comprovar a agao
benéfica. Seriam necessarios testes fora da rotina clinica, como: bidpsia renal com
avaliacdo histopatoldgica, avaliagdo de interleucina, ou seria necessario avaliar um
nimero maior de pacientes.

Assim, a avaliagdo estatistica dos achados clinicos e dos biomarcadores de funcao e
lesdo renal, ndo apresentou diferenca entre os momentos de avaliacdo, mas acredita-se
que algumas das observagdes identificadas tenham relevancia clinica e, portanto,
merecem ser enfatizadas e discutidas a fim de poderem servir a novos estudos.

Os cdes que apresentavam sinais clinicos de DRC no inicio do tratamento, tiveram
melhora desses sinais. Caes com DRC sob tratamento convencional, podem apresentar
melhora clinica, mas muitas vezes a medicagdo tem que ser mantida (Roudebush et al,

2010). Portanto, sugere-se que resultados de melhora clinica nos animais investigados no
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presente estudo sejam por participagdo das CEMs no controle da doenga e conferindo
melhora de qualidade de vida aos mesmos.

Nesse sentido, no nosso estudo houve a manuten¢do ou o ganho de massa corporal
nos cdes tratados com CEMs, evidenciando um resultado importante benéfico do
tratamento com CEMSs nos cdes com DRC, j& que normalmente ocorre perda de peso com
a progressdo da doenca. A perda de peso pode ser causada por inimeros fatores que
decorrem da inflamag¢do, tais como o aumento do catabolismo proteico; a excrecao
aumentada de bicarbonato leva a acidose metabodlica, a qual estimula nos musculos a
degradacdo das células musculares e perda da massa magra. Além disso, as citocinas IL-
6 e TNF-alfa também agem comprometendo o apetite, levando a uma redugao espontanea
da alimentagdo (Costa de Oliveira et al., 2010).

A perda de massa corporal ¢ um fator de risco, que aumenta as taxas de morbidade e
de mortalidade em pessoas e cdes com doencas cronicas (Freeman, 2012; Ineson et al.,
2019). Provavelmente, em nosso estudo, a a¢do anti-inflamatoria das CEMs possa ter sido
o mecanismo de melhora e manutencdo do peso nos cdes com DRC tratados no nosso
estudo, e certamente merece novos estudos, para o entendimento dos mecanismos
envolvidos, j& que isso pode influenciar na taxa de sobrevivéncia.

Adicionalmente, os caes que ap0ds a infusdo das CEMs se apresentaram mais ativos,
segundo seus tutores, nos leva a pensar que, por serem animais idosos e que podem
apresentar outras comorbidades, tais como doengas articulares, podem se beneficiar do
tratamento realizado. As CEMs podem ter migrado para outros focos inflamatdrios, tais
como as articulagdes, e com isso resultando em melhora na disposigdo e atividade, mas
com esse possivel controle do foco inflamatorio das articulagdes, o rim consequentemente
também esta sendo beneficiado. Este fator ¢ conhecido como homing, que ¢ a capacidade
das células-tronco de encontrar seu destino em um o6rgdo-alvo através da corrente
sanguinea, onde direciona a migracao de células-tronco através de diferentes vias de
sinalizagdo, mediadas por citocinas ou receptores de fator de crescimento liberados na
superficie das células-tronco. As citocinas, moléculas de adesdo, fatores de crescimento
e enzimas liberadas de um tecido ou oOrgdo especifico se ligam aos receptores
correspondentes expressos nas células-tronco e direcionam as células-tronco para um
alvo especifico (Tao et al., 2018).

Os exames hematologicos nao sofreram alteragdes dignas de nota. O niimero de

leucocitos se manteve estavel durante o periodo do estudo, podendo sugerir mais uma
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evidéncia, nesse estudo de seguranca do tratamento, pela auséncia de algum tipo de
resposta inflamatoria adversa decorrente das CEMs alogénicas.

Quanto aos biomarcadores, em relacdo a creatinina, utilizada para avaliar a fun¢do
renal, observamos que ndo houve aumento nos caes tratados, e ainda houve a diminui¢ao
dela em dois caes. Isso pode indicar um efeito benéfico das CEMs, no controle do quadro
clinico ou mesmo na melhora dele, o que exigiria um novo estudo com maior nimero de
animais para a confirmacao. A reducdo nos valores da creatinina sérica em pacientes com
DRC estagios II e III foi observada em gatos, aos sete dias e, de forma mais pronunciada,
60 dias apds a infusdo de CEMs alogénicas derivadas de membrana amniética (Vidane et
al., 2016), evidenciando efeito renoprotetor da terapia celular na DRC.

A resolugdo quanto a cilindrtria de um dos caes investigados, ao final do tratamento,
sugere uma melhora na prote¢ao do epitélio tubular. Cilindros sdo formados nos tabulos
distais por consequéncia de alta acidez, alta concentra¢do de solutos e baixa velocidade
do fluxo neste segmento do néfron (Chew, 2011). Nao temos o conhecimento de efeitos
das CEMs relacionados a formagao de cilindros na doenga renal, demonstrado em animais
domésticos, mas atenuaram marcadores de lesdo renal e dano oxidativo, protegendo o
epitélio tubular da lesdo de reperfusdo, inibindo a apoptose na regido lesada e aumentando
a proliferacdo de células sobreviventes, em um estudo realizado em ratos (Zhuo et al.,
2013).

Tivemos algumas outras limitacdes nesse estudo. Uma delas foi em relacdo a
avaliacdo da RPC,, pois este teste sO era realizado se houvesse presenga de proteintiria
semiquantitativa. A RPCynos ajudaria a estabelecer um progndstico, porque a proteintiria
persistente estd associada ao risco da morbidade e mortalidade urémica, e sugerimos que
seja incluida de forma consistente nos proximos estudos. Com relacdo a PAS, ndo foram
aferidas em todas as etapas, pois alguns pacientes estavam muito estressados no momento
do exame clinico. Contudo, dois pacientes evidenciaram redu¢do da PAS durante o
tratamento, e, para esses temos duas hipoteses, a que eles ja haviam se ambientado ao
ambulatorio, equipe e tratamento, ou, que realmente possa ter sido mais um efeito
benéfico das CEMs. Adicionalmente, sugere-se que os proximos estudos incluam a
avaliagdo da taxa de filtracdo glomerular e a andlise de citocinas urinérias. O baixo
niamero de animais nos surpreendeu, visto que se esperava poder contar com maior

nimero de casos, a fim de melhor responder as perguntas do estudo, contudo a adesdo
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por parte dos proprietarios foi baixa, mostrando o que pode ser inerente ao estudo que
conta com casuistica e adesdo de veterinarios e tutores.

Concluimos que, nosso estudo sugeriu a seguranga da terapia celular com CEMs
alogénicas derivadas de tecido adiposo, em cdes com DRC, acrescentando-se a efeitos
positivos que devem ser mais bem investigados. Assim, mostra-se que a terapia com
infusdo intravenosa de CEMs alogéncias ¢ promissora para o evitar a progressdo da DRC
em cdes com DRC no estdgio II, sugerindo-se novos estudos com maior nimero de

pacientes e avaliagdes que permitam identificar os mecanismos de acdo das células.
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CAPITULO 3

CONSIDERACOES FINAIS

Concluimos em nosso estudo que o uso de CEMs alogénicas, derivadas do tecido
adiposo, sugere ser segura em cdes com DRC, pois os cies ndo apresentaram nenhum
efeito colateral durante, imediatamente apos, ou apds 120 dias a infusdo intravenosa.
Embora, ndo tenha sido observado diferenga significativa nos pardmetros hematolédgicos,
bioquimicos e urinarios, por termos um nimero limitado de cdes, foi possivel observar
que alguns cdes tiveram alteragdes clinicas como: melhora do apetite, manutencao e até
ganho de peso e permaneceram mais ativo, sugerindo uma eficicia preditiva
renoprotetora. Por termos uma melhora clinica de alguns caes, sugerimos um estudo com
maior nimero de pacientes e por mais tempo, pois o controle da reagdo inflamatoria,
como fator de progressdo espontanea da DRC, pode ser promissor para a melhora da

qualidade e da expectativa de vida nos pacientes DRC.
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ANEXOS

Pontificia Universidade Catélica do Parana
Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagio
Comissio de Etica em Pesquisa no Uso de Animais

Curitiba, 16 de novembro de 2017,
PARECER DE PROTOCOLO DE PESQUISA
REGISTRO DO PROJETO: 01214 — 1°versédo

TITULO DO PROJETO: TERAPIA CELULAR COM CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS EM DOENGA RENAL
CRONICAS EM CAES

PESQUISADOR RESPONSAVEL
PEDRO VICENTE MICHELOTTO JUNICR

EQUIPE DE PESQUISA
Michelle Milistetd, Patricia F. Malard

INSTITUIGAO
Pontificia Universidade Catélica do Parana

ESCOLA/CURSQ 3
Escola de Ciéncias da Vida

VIGENCIA DO PROJETO | Margo/2018 a Julho/2019 QUANTIDADE DE ANIMAIS 24

ESPECIE/LINHAGEM Canis lupus familiaris N° SISBIO N&o se aplica
(Somente animats de vida livre)

SEXO Independente ATIVIDADES Né&o se aplica
(Somonte animais de vida livre}

IDADE { PESO Variados ESPEC[E - GRUPO | N&o se aplica
TAXONOMICOS (ce vida livre)

ORIGEM DO ANIMAL Hospital Veterinario Clinivet LOCAL (IS Nao se aplica
(Somente anirhais de vida lvre)

O colegiado da CEUA certifica que este protocolo que envolve a produgéo, manutencao efou ulilizagéo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto homem), para fins de pesquisa cientifica, encontra-se
de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794/2018 e Decreto n°® 6.899/2009, e com as normas editadas pelo CONCEA e
foi APROVADO pela CEUA - PUCPR em reuni&o de colegiado.

Se houver mudanca do protecolo o pesquisador deve enviar um refatorio @ CEUA descrevendo de forma clara e
sucinta, a parte do protocolo a ser modificado e as suas justificativas.

Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituices, cabe ao pesquisador ndo iniciar antes de
receber a autorizag&o formal para a sua realizag&o.

Rua Imaculada Conceigdio, 1155 Prade Velho CEP 80.215-901 Curitiba Parana Brasil
Telefone: (41) 3271-2292 www.pucpr.br

Anexo 1 - Aprovagio do Comité de Etica no Uso de Animais da Pontificia Universidade
Catolica do Parana (PUC-PR).
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ASSOCIACAO PARANAENSE DE CULTURA
PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO PARANA
NUCLEO DE TECNOLOGIA CELULAR

VIABILIDADE CELULAR

TECNICA: CITOMETRIA DE FLUXO

Curitiba, 08 de outubro de 2018.

IDENTIFICAGAO: Co 2
FONTE: Células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo

RESULTADO: 7AAD -8,31% Viabilidade — 91,69%

ﬁﬁé/zmz/w /Mffna /Q/Mgagéa Dt Movion Bolatnini Bt
70

ALEXANDRA CRISTINA SENEGAGLIA — Ph.D. LIDIANE MARIA BOLDRINI LEITE - Biéloga
CRBio: 09678-07 CPF: 899.298.619-04 CRBio: 108397/07-D CPF: 035.233.019-80

e Em concordancia com critérios pré-estabelecidos pelo Nucleo de Tecnologia
Celular da PUCR células com viabilidade celular acima de 70% s&o
consideradas elegiveis para infusdo nos pacientes.

e 7AAD (7-Aminoactinomycin D): células com a membrana celular comprometida
(mortas) sdo permeaveis e ficam coradas com o corante fluorescente enquanto
que as células vivas (com a membrana intacta) ndo absorvem o corante.

e Anexina V: é uma proteina de ligagdo para fosfolipideos que na presenca de
jons de calcio exibe alta afinidade para ligagdo seletiva a fosfatidilserina. A
presenca da fosfatidilserina na superficie celular € uma das mudancgas
estruturais que ocorre nas células em apoptose (morte celular programada).

Rua Imaculada Conceigdo, 1155. Prado Velho. Curitiba-PR
CEP: 80215-901 CNPJ: 76659820/0001-51
Fone: (41) 3271-1858 Fax: (41) 3271-2646

Anexo 2 — Avaliacdo da viabilidade celular através de citometria de fluxo do
04.004.16 (cao 2).
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ASSOCIAGAO PARANAENSE DE CULTURA
PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO PARANA
NUCLEO DE TECNOLOGIA CELULAR

VIABILIDADE CELULAR

TECNICA: CITOMETRIA DE FLUXO

Curitiba, 08 de outubro de 2018.

IDENTIFICAGCAO: Cio 5
FONTE: Células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo

RESULTADO: 7AAD -7,82% Viabilidade — 92,18%
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ALEXANDRA CRISTINA SENEGAGLIA — Ph.D. LIDIANE MARIA BOLDRINI LEITE — Bidloga
CRBio: 09678-07 CPF: 899.298.619-04 CRBio: 108397/07-D CPF: 035.233.019-80

e Em concordancia com critérios pré-estabelecidos pelo Nucleo de Tecnologia
Celular da PUCR células com viabilidade celular acima de 70% sé&o
consideradas elegiveis para infusdo nos pacientes.

e 7AAD (7-Aminoactinomycin D): células com a membrana celular comprometida
(mortas) sdo permeaveis e ficam coradas com o corante fluorescente enquanto
que as células vivas (com a membrana intacta) ndo absorvem o corante.

e Anexina V: é uma proteina de ligagdo para fosfolipideos que na presenga de
ions de calcio exibe alta afinidade para ligagdo seletiva a fosfatidilserina. A
presenca da fosfatidilserina na superficie celular é uma das mudangas
estruturais que ocorre nas células em apoptose (morte celular programada).

Rua Imaculada Conceigdo, 1155. Prado Velho. Curitiba-PR
CEP: 80215-901 CNPJ: 76659820/0001-51
Fone: (41) 3271-1858 Fax: (41) 3271-2646

Anexo 3 - Avaliagdo da viabilidade celular através de citometria de fluxo do cdo
04.005.16 (cao 5).
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ASSOCIAGAO PARANAENSE DE CULTURA
PONTIFiCIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO PARANA
NUCLEO DE TECNOLOGIA CELULAR

VIABILIDADE CELULAR

TECNICA: CITOMETRIA DE FLUXO

Curitiba, 08 de outubro de 2018.

IDENTIFICACAO: Cao 6
FONTE: Células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo

RESULTADO: 7AAD -6,65% Viabilidade — 93,35%
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ALEXANDRA CRISTINA SENEGAGLIA — Ph.D. LIDIANE MARIA BOLDRINI LEITE - Bidloga
CRBio: 09678-07 CPF: 899.298.619-04 CRBio: 108397/07-D CPF: 035.233.019-80

e Em concordancia com critérios pré-estabelecidos pelo Nucleo de Tecnologia
Celular da PUCR células com viabilidade celular acima de 70% sé&o
consideradas elegiveis para infusdo nos pacientes.

e 7AAD (7-Aminoactinomycin D): células com a membrana celular comprometida
(mortas) sdo permeaveis e ficam coradas com o corante fluorescente enquanto
que as células vivas (com a membrana intacta) ndo absorvem o corante.

e Anexina V: é uma proteina de ligacdo para fosfolipideos que na presenga de
ions de calcio exibe alta afinidade para ligagcdo seletiva a fosfatidilserina. A
presenga da fosfatidilserina na superficie celular é uma das mudangas
estruturais que ocorre nas células em apoptose (morte celular programada).

Rua Imaculada Conceigdo, 1155. Prado Velho. Curitiba-PR
CEP: 80215-901 CNPJ: 76659820/0001-51
Fone: (41) 3271-1858 Fax: (41) 3271-2646

Anexo 4 - Avaliagdo da viabilidade celular através de citometria de fluxo do cdo
04.008.16 (cao 6).
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PARAMETROS DIAO 21 DIAS 42 DIAS 63 DIAS 153 DIAS
Hemograma
Eritrécitos 7,6+ 1,6 7,5+1,1 7,4+1,22 7,1+1,4 69+1,0
(milhdes/mm?3)
Hematdcrito (%) 51+9,35 51+ 8,5 50,8 +9,7 48,8 + 10,2 47 +8,2
(lele/L:T:?:;;OS 85+0,5 7,7+0,8 7,9+1,2 81+15 6,8+0,7
,PlaqUEtaS 356,4 + 71 419 + 105,6 283,2 + 84,5 339+61,6 338,4 + 82,7
mil/mm?3)
Proteina total 7,2+ 0,7 73++0,8 7,6+0,7 7,3+0,72 7,3+0,7
(g/dL)
Bioquimico sérico
Ureia (mg/dL) 84,4 +30,4 82,4+ 31,5 90,4 + 24,4 95+279 88,4 + 26,7
Creatinina (mg/dL) 2,1+0,8 1,9+0,3 1,9+0,3 2,1+0,6 2,1+0,4
SDMA (mcg/dL) 27,6 £ 11,5 22,6 + 8,29 22,8 + 8,17 25,4 +11,3 27,2 £ 8,35
Hemogasometria
pH 7,4 £ 0,06 7,3+ 0,05 7,3+0,03 7,4 £ 0,06 7,4 + 0,05
pCO; (mm/Hg) 3752 36,5+ 6,2 34,7+3,7 33457 341+73
HCOs (mEq/L) 20,2 + 1,05 19,3+ 0,9 19+1,2 19+2,8 19,8+2,4
BE -46+2,3 -6,2+1,8 -60+1,1 -6,1+3,42 -5,6 +2,5
Sédio (mEq/L) 145+ 2,24 144,6+ 2,2 1452 +1,3 144,4 +1,52 147 +1,7
Potassio (mEq/L) 4,6 +0,53 4,5+0,4 4,9 +0,44 4,6 +0,5 4,6 +0,3
Calcio ionico 1,4+0,11 1,4+ 0,05 1,4 +0,04 1,3+0,04 1,4 +0,04
(mEa/L)
Fésforo (mg/dL) 32+04 35+0,6 3,7+0,4 52+3,1 35+0,8
Urinalise
Densidade urinaria 1,02 + 0,01 1,019 + 0,005 1,019 + 0,004 1,018 £ 0,003 1,019 + 0,006
pH 56+0,9 58+0,4 58+0,4 5804 59+1,1
Glicose Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Cilindros Hialino (1 c3o) Hialino (1 c3o) Hialino (1 c3o) Negativo Negativo
RPCy 0,1-1,3 (2 cdes) 0,7 (3 c3es) 0,8+0,4 0,8 (3 c3es) 0,5 (3 c3es)

RPCu — relacdo proteina creatina urindria

Anexo 5 - Sumarizagdo (média, desvio padrdo) dos dados laboratoriais de caes
submetidos a aplicacdo intravenosa de células mesenquimais
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Anexo 6 - Parametros sanguineos e urinario individuais de cada cdo doente renal cronico,

tratado ao longo dos 5 meses com células estromais mesenquimais por via intravenosa.
Cao 1 — azul, cdo 2 — laranja, cdo 3 — cinza, cdo 4 — amarelo, cdo 5 — verde.
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Anexo 7 - Valores médios e respectivos intervalos de confianga de pardmetros sanguineos
em cdes doentes renais cronicos, ao longo dos 5 meses de tratamento com células
estromais mesenquimais por via intravenosa.
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