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Resumo

Sabbion RO. Influéncia da progressao da neoplasia pleural no resultado
da pleurodese em camundongos [tese]. “Sao Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo”; 2019.

INTRODUCAO: Trata-se de estudo experimental com a finalidade de avaliar
se o tempo de evolucdo de doenca neoplasica pleural esta associado ao grau
de fibrose pleural na pleurodese com talco, descrever alteracées nos niveis
pleurais de mediadores inflamatorios ativados pela pleurodese em diferentes
tempos de evolucdo da doenca neoplasica pleural e analisar se o tempo de
evolucdo da doenca neoplasica pleural é o fator que influencia na seguranca da
pleurodese com talco em camundongos. METODOS: Noventa e dois
camundongos foram randomizados em 2 grupos Céancer(injetados com 50mil
células de lewis intrapleural) e Salina(injetados com 0,5ml de soro fisiolégico
intrapleural), os quais foram subdivididos em Grupos Precoce(submetidos a
pleurodese apds 3 dias da injecdo pleural) e Grupos tardios(submetidos a
plerodese apo6s 7 dias de injecao pleural), compondo 4 grupos de estudo.
Parte dos animais foram sacrificados apds 24hs da pleurodese (para obtermos
os dados inflamatorios) e outra parte apds 8 dias (para obtermos os indices
macro e microscopico de fibrose pleural). RESULTADOS: Os Grupos Cancer
tiveram escores menores de fibrose que os grupos salina, e essa diferenca se
intensificou quando comparadas as fases precoces com as fases tardias
(p<0,001). (Grafico 6). Os escores de inflama¢do foram menores nos grupo
Céncer, particularmente no grupo Cancer tardio(p<0,001). Nos grupos Salina a
inflamacé&o foi intensa em 100% dos animais nos dois subgrupos(precoce e
tardio)(p<0,001).(Grafico 7). As aderéncias nao tiveram diferencas estatisticas
nas fases precoces. Nos grupos tardios, o subgrupo Cancer tardio teve os
escores mais baixos, e encontramos fibrose intensa somente no subgrupos
Salina tardio(p<0,001). (Grafico 8). As analises dos marcadores inflamatorios
pleurais mostraram resultados de variabilidade muito alta, ndo sendo possivel
identificacdo de diferengcas significativas, a excecdo do VEGF, que foi
aumentado nos animais com cancer particularmente nos animais do subgrupo
Cancer tardio(p=0,007), assim como o DHL sistémico(p<0,001). O grupo
cancer tardio foi 0 tnico grupo onde ocorreu distribuicdo sistémica do talco. (fig.
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7). CONCLUSAO: O tempo de evolucdo da neoplasia pleural é inversamente
proporcional ao grau de fibrose pleural em camundongos submetidos a
pleurodese com talco. Quanto mais precoce a pleurodese, melhores os
resultados relacionados a fibrose, menor inflamacéo sistémica, a circulacdo do

talco € menor e consequentemente, maior a seguranca da pleurodese.

Descritores: Derrame pleural, Neoplasias pulmonares, Metastase neoplasica,
Pleudorese, Talco



Abstract




Abstract

Sabbion RO. Influence of the progression of pleural neoplasia on the
outcome of pleurodesis in mice (thesis). “Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2019.



Abstract

PURPOSE: This is an experimental study aimed at evaluating whether the time
course of pleural neoplastic disease is associated with the degree of pleural
fibrosis in pleurodesis with talc slurry, describing changes in pleural levels of
inflammatory mediators activated by pleurodesis at different times of the pleural
neoplastic disease and determining whether the time course of neoplastic
pleural disease is the factor that influences the safety of talc pleurodesis in
mice.METHODS: Ninety-two mice were randomized in 2 groups with 50 mice
each. Cancer group that received intrapleural injection ofLewis cells) and
Salina group that received intrapleural injection of 0.5ml of saline solution.
Both groups were subdivided into Early Groups (submitted to pleurodesis after
3 days of pleural injection) and Late Groups (submitted to pleurodesis after 7
days of pleural injection). Half of the animals in each group was sacrificed after
24 hours of pleurodesis (to obtain the inflammatory data) and another part after
8 days (to obtain the macro and microscopic indices of pleural fibrosis).
RESULTS: Cancer Groups had lower fibrosis scores than Salina groups and
this difference was more evident when comparing the early phases with the
late phases (p <0.001). Inflammation scores were lower in Cancer groups,
particularly in the Late group (p <0.001). In Salina groups the inflammation
was intense in 100% of the animals in the two subgroups (early and late) (p
<0.001) . Pleural adhesions did not show statistical differences in the early
stages. In the late groups Cancer roup had the lowest scores, and we found
intense fibrosis only in t Salinegroups (p <0.001). .The analysis of the pleural
inflammatory markers showed high variability results and it was not possible
to identify significant differences among groups. The exception was the level of
, VEGF (p = 0.007) and LDH (p <0.001) which were increased in animals with
cancer particularly in  Late Cancer subgroup . Systemic distribution of talc
occurred only in the Late Cancer group. CONCLUSION: The time of evolution
of pleural neoplasia is inversely proportional to the degree of pleural fibrosis in
mice submitted to talc slurry pleurodesis. The earlier pleurodesis showed the
best results related to fibrosis, with less systemic inflammation and lower

systemic circulation of talc ; consequently, the pleurodesis is better and safe. .

Descriptors: Pleural effusion, Lung neoplasia, Pleurodesis, Metastasis, Talc
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O derrame pleural é definido como acumulo de liquido entre os folhetos
pleurais que recobrem a cavidade toracica e pulmdes. E uma entidade clinica
frequente, para a qual sdo descritas mais de cinquenta etiologias e diversos
tipos de apresentacdo na pratica médica. Por ter tantas nuances necessita,
portanto, de diferentes tipos de abordagens e tratamentos. Quando ha a
presenca de células neoplasicas neste liquido ou bidpsia pleural com
diagnostico de acometimento por cancer, o derrame pleural passa a ser
definido como derrame pleural maligno.

Dentre todas as causas conhecidas, o derrame pleural neoplasico é o
tipo de derrame que vem ganhando destaque devido ao aumento de sua
incidéncia. Isso ocorreu devido a melhora nos padrées de tratamento clinico
relacionados ao cancer e, consequentemente, ao surgimento de maior
guantidade de complicac@es relacionadas a esse tipo de doenca.

Estatisticas norte-americanas antigas ja apresentavam o significativo
namero de mais de 1.000.000 casos novos de derrame pleural/ano, e destes,
cerca de 200.000 estavam associados & doenca maligna’. Mesmo com estes
indices ja elevados, expectativa € de um aumento de 5% ao ano nestes
dados?.

O mecanismo do comprometimento pleural metastatico mais frequente
€ a disseminacdo vascular das células tumorais de 6rgdos distantes para o
pulméo e para a pleura visceral, com implantes secundarios na pleura parietal.
A pleura visceral apresenta-se acometida em 87% dos casos de metastases,
enquanto que, na pleura parietal, as metastases estao presentes em 47% dos
casos avaliados por necropsia®.

Outros mecanismos de acometimento pleural possiveis sdo a invaséo
direta da parede toracica (em cancer de origem pulmonar primaria, de parede
toracica e carcinoma de mama), a disseminacdo hematogénica diretamente
para a pleura parietal e o envolvimento linfatico. Além disto, 0 aumento da
permeabilidade capilar por resposta inflamatoria e a interferéncia com a

integridade da drenagem linfatica por comprometimento neoplasico
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mediastinal podem contribuir para o acumulo anormal de liquido no espaco
pleural®.
Além de estar associado a reducdo da expectativa de vida dos

pacientes devido & disseminacdo da doenca, °

0 acumulo progressivo de
liquido na cavidade pleural causa diversas alteracdes na mecanica ventilatoria
(compressao passiva do parénquima pulmonar, rebaixamento do diafragma e
balanco contralateral do mediastino) resultando em dispneia e comprometendo
a qualidade de vida destes pacientes.®

A pleurodese surge nesse contexto com a finalidade de impedir o
acumulo de liquido no térax e melhorar a qualidade de vida desta populacéo,
melhorando os sintomas relacionados ao derrame e trazendo mais conforto.
Entretanto, ha grande controvérsia entre cirurgides toracicos e oncologistas em
relacdo ao momento ideal para realizar a pleurodese. Por um lado, os
cirurgibes defendem que a pleurodese seja realizada precocemente pelo fato
de que seria mais eficiente e mais resolutiva, com boa relagdo risco beneficio
ao paciente. Por outro lado, os oncologistas defendem que com o tratamento
quimioterapico o liquido em excesso pode ser controlado, evitando-se
procedimentos mais invasivos. Ambos tem seus argumentos validos e a
literatura ainda ndo apoia mais definitivamente nenhuma das duas tendéncias.

E, mesmo com os estudos realizados até o momento descrevendo 0s
mecanismos inflamatérios envolvidos na pleurodese e fibrose pleural
associada, ndo temos respostas a estas perguntas.

O que sabemos até o momento é que a célula mesotelial exposta ao
talco € ponto fundamental no processo de pleurodese, pois participa da
liberacdo de diversos mediadores. Um dos principais é a interleucina-6, que
media a liberacdo do fator de crescimento Beta (TGF-B) e o VEGF. Assim,
quando a populacdo de células mesoteliais se reduz devido a
comprometimento tumoral, a resposta ao agente esclerosante é diminuida,
podendo culminar com a falha da pleurodese ’.

Os estudos que correlacionaram o grau de acometimento pleural e a
efetividade da pleurodese sugerem que existe correlacdo negativa entre as

duas varidveis®; entretanto o grau de acometimento pleural, por si s6, ndo
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seria responsavel pelo sucesso ou ndo da pleurodese com talco. Estes estudos
qguestionam o papel de outros mecanismos biolégicos envolvidos na falha do
procedimento particularmente aqueles relacionados a ativagdo da cascata
inflamatdria intrapleural, refletida por variacdes nos niveis de TGFB, IL6 e
VEGF.?

No contexto exposto acima, associado ao grande numero de novos
casos de cancer e consequentemente de derrame pleural neoplasico, o
interesse pela literatura atual a respeito do tema cresceu proporcionalmente.
Mesmo com a aten¢do maior dada pela comunidade cientifica, ainda sabemos
pouco sobre o mecanismo de formacao do liquido pleural e fibrose em seu
ajuste fino, e nada foi publicado correlacionando essas questbes ao grau de
acometimento neoplasico da pleura. Decidimos, portanto dar nosso primeiro

passo na tentativa de resposta para algumas questdes.
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2.1

Objetivo Primario

O Obijetivo principal deste estudo é avaliar se o tempo de evolucao de

doenca neoplasica pleural esta associado com o grau de fibrose pleural em

camundongos submetidos a pleurodese com talco

2.2

Objetivo Secundério

Os objetivos secundarios deste estudo séo:

. Descrever as alteracdes nos niveis pleurais de mediadores
inflamatorios ativados pela pleurodese em diferentes tempos de
evolucdo da doenca neoplasica pleural.

. Analisar se o tempo de evolucdo da doenca neoplasica pleural é o
fator que influencia na seguranca da pleurodese com talco em

camundongos.
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3.1 Alternativas terapéuticas

A abordagem cirdrgica da cavidade pleural € necessaria como terapia
primaria ou complementar para o tratamento do derrame pleural. Esta pode
ser realizada através de procedimentos menos invasivos como uma simples
drenagem fechada (seja com cateteres provisorios ou drenagem intermitente
permanente, a depender da indicagdo) até interven¢cdes maiores como
videotoracoscopia, decorticacdo ou pleurodese.

A pleurodese surge neste cenario como alternativa para erradicar a
formacao do excesso de liquido pleural, pela instilacdo de agente esclerosante
na cavidade toracica. A presenca deste agente ativa a cascata inflamatoria e
de coagulacéo, produzindo fibrina e consequentemente fibrose. O produto final
das cascatas (fibrose) € o responsavel pela formacédo de aderéncias e sinfise
entre os folhetos pleurais.®

Os primeiros relatos de pleurodese datam do inicio do século XX,
guando Bethune injetou talco no espaco pleural, com o objetivo de colabar uma
cavidade pds lobectomia®. Atualmente, é utilizada no tratamento de processos
pleurais redicivantes de diferentes etiologias, sendo empregada principalmente

no tratamento de derrames pleurais neoplasicos.

3.2 A Pleurodese

Para a indicacdo da pleurodese em derrames pleurais neoplasicos, o
paciente deve preencher obrigatoriamente os seguintes critérios de eleicéo®.
- Ter derrame pleural recidivante com presenca de células neoplasicas,

- Ter Performance Status maior que 40,
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- Apresentar melhora dos sintomas e expanséo pulmonar na radiografia
de torax apds a retirada do liquido

Nestes pacientes, pleurodese torna-se o procedimento de escolha, com
a finalidade de erradicar o liquido, melhorar a funcdo ventilatéria, e

consequentemente, a qualidade de vida dos pacientes.

3.3 Agentes esclerosantes

Na teoria, 0 agente esclerosante ideal teria as seguintes

caracteristicas:

1. Custo reduzido;
Ampla distribuicdo mundial,
Facilidade no manejo, administracao e esterilizagao;
Baixos indices de infeccéo pleural;
Prescindir do esvaziamento da cavidade;
N&o provocar, de forma intensa, dor ou desconforto;
Mortalidade nula e morbidade minima;

© N o g s~ w D

Eficacia préxima a 100%.

Definido o ideal (que até o momento néo foi descoberto), varios estudos
foram publicados e muitas discussfes foram pautadas sobre qual seria o
melhor agente esclerosante para a pleurodese. Foram descritos desde
radioisotopos, guimioterapicos  (mostarda  nitrogenada, bleomicina,
mitoxantrona), derivados da tetraciclina (doxiciclina e minociclina), talco,
eritromicina, nitrato de prata, iodo iodopovidona, Corynebacterium parvum até
o OK-432, que é um imunoestimulante obtido a partir do Streptococcus
pyogenes™®.

Todos estes agentes sé&o subdivididos de acordo com a forma de acao
para resultar em fibrose: estimulo mecéanico, como a abrasdo da pleura,
estimulos quimicos (que descamam o mesotélio) e estimulo imunologico.

Apds comparar as opcgdes e atentos nas caracteristicas do que seria um agente

ideal, o preferido atualmente é o talco. Ele produz o estimulo quimico aliado ao
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mecanico, e dentre suas outras caracteristicas, destaca-se das demais opcdes
por ser eficaz, barato e relativamente seguro (conforme descreveremos

adiante).

3.4 Fisiopatologia da pleurodese

O processo inflamatorio pleural induzido pela pleurodese ndo esta
completamente elucidado e é dependente do agente esclerosante escolhido™”.
Sabemos que na fase precoce da pleurodese induzida por talco ou nitrato de
prata, ocorre lesdo mecéanica da camada mesotelial. Essa escarificacdo celular
libera citocinas que faz com que ocorra inflamacdo aguda pleural e sistémica,
além do recrutamento de neutrofilos. As principais citocinas descritas nesse
processo sdo a IL-6 e VEGF* dentre outras.

A IL-6 age estimulando células T, diferenciando células B e
favorecendo tanto a hematopoese quanto a trombopoese®®, recrutando células
e favorecendo o acumulo de liquido. Em conjunto com a IL-8(a qual ndao ¢é
possivel mensura-la em camundongos), sao as responsaveis pela formacao do
liquido pleural ***°

Este exsudato rico em proteinas é posteriormente reabsorvido, e séo
formadas as aderéncias, inicialmente compostas apenas de fibrina que
funciona como um substrato para a intensa ativacao de fibroblastos e formacao
de colageno®.

Nesta fase, é importante ressaltar o papel do TGF-B, citocina
multifuncional capaz de inibir certas respostas celulares, aumentar a
proliferacdo de outras, controlar os multiplos aspectos do tecido conectivo e
influenciar numerosos pontos de controle do sistema imune'” E conhecida por
estimular a fibronectina e a producdo do coldgeno, ao induzir nas células
mesoteliais humanas a sintese de RNA mensageiro do colageno tipo | 2,

Tem um papel importante em muitas facetas das doencgas pleurais,
particularmente em relagdo a suas propriedades pro-fibréticas e anti-

inflamatérias™®.
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Com a producéo de colageno pelos fibroblastos, mediada pelo TGF-4,
as aderéncias vao se tornado mais espessas e estruturadas, acabando por
obliterar o espaco entre a pleura visceral e parietal e impedindo assim a

recidiva e reaciimulo do derrame pleural®®.

3.5 Principais citocinas inflamatérias envolvidas na pleurodese

A) IL6

A interleucina 6 (IL-6) é uma citocina pré-inflamatéria, induzida com as
citocinas fator-a de necrose tumoral (TNF-a) e interleucina-1 (IL-1) em muitas
condicdes de alarme, num sinergismo de acdo inflamatéria rotulado como
resposta de fase aguda **%°.

E produzida por varios tipos celulares imunologicamente ativos:
linfécitos T e B, fibroblastos, macréfagos, células mesoteliais e endoteliais.

Devido ao seu papel nos processos inflamatorios, esta interleucina é
considerada como marcadora de ativacdo sistémica das citocinas pro-
inflamatérias’®, e pode inclusive, apresentar-se como marcador de mau
prognéstico quando presente em algumas situacdes neoplasicas®.

Apbs procedimentos cirargicos, por exemplo, a concentracdo de IL-6
no soro eleva-se dentro de 2 a 4hs e a intensidade da resposta correlaciona-se
com a duracédo da injuria. Por este motivo, pode ser um bom marcador de dano
tissular e seus niveis um bom marcador de progndstico, pois existe uma
correlagdo comprovada entre suas concentracdes e o grau de severidade do
quadro clinico do paciente®*% .

Na pleura, trabalhos pesquisando niveis de IL-6 correlacionadas com
injuria pleural (videotoracoscopia e pleurodese), mostraram que os niveis de IL-
6 (em conjunto com MMP-9 e PCR), que estes marcadores sobem nas

primeiras horas e culminam em 16 a 48hs apos a intervengéao, com niveis entre
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1.5 inicialmente indo para 102 no caso da MMP-9, que se correlacionava
significantemente com IL-6 (r=79, n=47, p<0,1)**.

Também sabemos que, mesmo quando ndo ocorre injuria externa a
pleura (cirurgias ou pleurodese, por exemplo), ao comparamos 0s niveis de IL-
6 nos exsudatos e transudatos, existe grande diferenca entre os dois grupos
(3,350+-3,627 vs. 1,677+-1,086 pg/m), tendo niveis muito maiores nos
exsudatos, refletindo também a extensdo do comprometimento pleural

diretamente proporcional aos niveis encontrados?>.

Estes achados* sugerem que os niveis de IL-6 no liquido sdo bem

I**, porem este fato ndo se repete no

correlacionados com a inflamacao pleura
plasma, onde os niveis de IL-6 ndo se alteram tanto quando comparados com
0os niveis pleurais quando ocorre algum tipo de inflamacéo ou infeccdo na

pleura .

Em relacdo a pesquisa experimental, Diao e Kohanawa ja
demonstraram que o0s niveis de IL-6 podem ser também usados, na
diferenciagao entre exsudatos e transudatos, inclusive em ratos, refletindo, de

certa forma, a mesma fisiopatologia quando comparada as curvas em humanos
26

Também no ambito experimental, >’ a IL-6 tem seus niveis elevados
em lavados pleurais de cdes submetidos a toracotomia para disseccao
linfonodal, e seus niveis ndo tem diferenca estatistica entre os animais

submetidos & toracotomia apenas e toracotomia com disseccao linfonodal #’.

7

Dessa forma, concluimos que a IL-6 é uma citocina muito bem
estudada e reportada em estudos como indicador do status inflamatério em
animais e seres humanos, tendo a mesma curva e modelo de acdo em ambos.

Isso justifica seu uso em estudos clinicos e experimentais, incluindo este?’.
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B) VEGF

O VEGF é a unica glicoproteina dimérica com massa molecular de 34-
42kDa. E expressada por varios tipos celulares jovens, mas também & super
expressada por inimeras células neoplasicas de diversos tipos tumorais™®.

Tem 2 propriedades principais: a capacidade de aumentar funcdo angiogénica
e intervir na funcé@o de defesa ao atuar sobre os linfécitos.

Em relagdo a acdo com o sistema capilar, o VEGF além de estimular o
crescimento dos capilares sanguineos, também tem efeito mitogénico
especifico e efeitos quimiotaticos em células endoteliais vasculares™. Assim,
além de aumentar a quantidade de capilares, também aumenta a sua
permeabilidade, em um valor maior que 50mil vezes o da histamina®®?®, Devido
a isso, é implicado na formacdo dos derrames, principalmente os neoplasicos
(conforme medidas encontradas desta citocina quando comparadas ascite),
liquor e outras efusfes, em situagdes que envolviam células malignas e outras
nas quais tais células ndo eram encontradas®.

Como ja& sabemos, o VEGF esta presente em derrames pleurais de
varias etiologias®, e seu papel na formacdo de derrames cavitarios foi
estudado por Yano e colaboradores®®. Foram injetadas células de
adenocarcinoma e de carcinoma espinocelular em camundongos e observaram
que os animais com adenocarcinoma expressaram niveis mais elevados de
VEGF e tumores mais vascularizados quando comparados ao outro grupo.
Além disso, os niveis de VEGF tiveram correlacao direta com a quantidade de
derrame maligno formado.

Em uma fase posterior, as células de adenocarcinoma foram
transfectadas com um gene anti-VEGF165, que ao suprimir a producdo de
VEGF, reduziu significativamente a permeabilidade vascular e a quantidade de
derrame pleural produzido. Achados semelhantes foram obtidos, em
camundongos, ap6s a instilagcdo intraperitoneal de células de carcinoma
ovariano e utilizagdo concomitante de anticorpos neutralizantes anti-VEGF. Os

autores observaram reducdo da massa tumoral, aumento da sobrevida dos
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animais e inibicdo quase completa da producéo de ascite neoplasica no grupo
tratado™.

Estudos também demonstraram que, geralmente, 0s exsudatos
apresentam niveis de VEGF significativamente mais elevados do que os
transudatos>"%,

O VEGF esta presente na formacgéo dos derrames pleurais também por
aumentar a permeabilidade da barreira mesotelial®®, e, potencializar a
passagem pela parede de capilares e vénulas, através da abertura das juncdes
intercelulares e da inducao de fenestragdes no endotélio, mesmo em regides
onde estas ndo costumam ocorrer !,

Em relacéo a seu efeito no sistema de defesa, o VEGF (assim como IL-

3234 ambos atuando

10 e TGF-B) é detectado no microambiente neoplasico
como obstaculo ao efeito imune antitumoral, e ndo ao crescimento do tumor em
si %3 Por esse motivo, é relacionado ao pior prognéstico dos pacientes que
demonstram maiores indices desta citocina "8,

Ao contrario da interleucina-8, descreve sua curva igualmente no
sangue e liquido pleural, ou seja, logo apds a pleurodese, o VEGF tende a
aumentar seu valor paralelamente no liquido e no sangue, refletindo assim,
aumento de permeabilidade capilar, contribuindo ndo sé para o aumento do
volume de liquido pleural mas, consequentemente contribuindo para o aumento
da passagem de pequenas moléculas do espaco pleural para o sangue™°.

N&o h& estudos correlacionando os niveis de VEGF com o resultado

final da pleurodese e seguranca relacionado ao talco.

C) DHL

O DHL é uma enzima celular cujo nivel se eleva como resultado de
lesdes teciduais de uma maneira inespecifica?’. Por isso, é elevado em varias

condicdes clinicas®.
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7

No entanto, a DHL sérica alta desproporcionalmente e isolada é
especifica para certos grupos de diagnéstico como sepsis e céancer. Além
disso, trata-se de um marcador de mau prognéstico nessas condicdes*! #.

A elevacdo do DHL pleural reflete o uso preferencial da glicélise em
detrimento a fosforilacdo oxidativa pelas células tumorais. Isso seria vantajoso
para o crescimento do tumor, pois por essa via, as células sdo capazes de
produzir adenosina trifosfato(ATP) consideralvelmente mais r4pido que a
fosforilacdo oxidativa®®.

A alta taxa de DHL reflete entdo na pratica, um crescimento tumoral
mais rapido e consequentemente, maior necrose tumoral na pleura e
teoricamente maior agressividade, sendo usado como preditor de sobrevida em

alguns trabalhos em populacées asiaticas**.

Verma et. al**, estudaram o desempenho do DHL pleural na predicdo
de sobrevida de pacientes com Adenocarcinoma pulmonar e derrame pleural,
através de coorte retrospectiva e concluiram que ovalor do DHL encontrado no
liquido pleural tinha correlacdo inversa: quanto maior o valor do DHL, menor a
sobrevida. Em valores absolutos, pacientes com DHL pleural >1500Ul/L tem

sobrevida maior que um ano®.

Dentro do mesmo prisma relacionado ao DHL pleural, alguns outros
estudos (mesmo limitados por serem retrospectivos), julgam o DHL um melhor
preditor de sobrevida que 0 ECOG*. A justificativa seria de que o ECOG n&o é
tao fidedigno, pois poderia ser influenciado pela idade do inicio da doenca (um
paciente mais jovem estaria melhor que um paciente idoso com 0 mesmo
estagio da doenca), tipo de neoplasia (cancer de pulmao seria mais debilitante

gue cancer de mama).

Dois grandes ensaios clinicos randomizados demonstraram que as
estratégias de calculo da expectativa de vida relacionada ao derrame pleural
neoplasico ndo eram fidedignas. No trial TIME2, apesar de excluir os pacientes

com sobrevida prevista de <3 meses, 34% morreram apos 3 meses do inicio
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do trial .Em outro estudo, 17% dos pacientes com sobrevida estimada em 2
meses, morreram em menos de 30 dias*®. Dessa forma, o julgamento clinico
baseado unicamente na escala ECOG se baseia € imprecisa. O DHL pleural
seria mais objetivo e preciso como preditor em pacientes com baixa sobrevida

estimada®*.

3.6 A resposta sistemica

As curvas de resposta das principais citocinas envolvidas (lI-6),
hemograma e DHL ja sdo bem conhecidas ao relacionarmos com resposta
inflamatodria sisttmica. No entanto, nada foi estudado até o momento
correlacionando esses parametros com o grau de acometimento pleural por
células neoplésicas.

Nada se sabe ainda sobre a relagdo entre o grau de acometimento
neoplasico pleural com o aumento ou diminuicdo da inflamacéo e efetividade

ou ndo da pleurodese com talco.

3.7 O talco

O talco é o agente esclerosante que mais se aproxima do agente
esclerosante ideal, conforme descrito anteriormente, mas mesmo sendo 0 mais
usado, ainda perduram davidas em relacéo ao seu uso e efeitos colaterais.

Os mecanismos inerentes aos efeitos sistémicos apds o uso de talco
para pleurodese, como a sindrome da angustia respiratéria (especialmente),

ainda sao desconhecidos.
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As possiveis causas e, dentre elas, provavelmente a principal, incluem
a migracdo das particulas de talco da cavidade pleural para a circulagédo
sistémica.

Isto ocorre por diversos motivos, e dentre eles podemos citar:

- Alteragbes provocadas pelos diferentes componentes do talco
(incluindo a presenca de agentes contaminantes);

- Estabelecimento do processo inflamatorio na cavidade pleural,
alterando a permeabilidade de capilares sanguineos e linfaticos e

- Procedimentos cirargicos realizados (bidpsias) que proporcionam uma

via de acesso que facilite a absorcao sistémica®®**,

3.7.1 A segurancado talco

A cadeia de eventos inflamatdrios que levam a ocorréncia de efeitos
locais e sistémicos € acionada pela resposta inflamatéria mediada aos
componentes de talco ou contaminantes, tanto no espaco pleural quanto fora
dele.

A compreensdo dessa resposta ndo so pleural, mas também sistémica
€ de grande importancia, principalmente no que diz respeito a resposta celular
aguda por leucdcitos, linfocitos, citocinas e secundariamente, o nivel de DHL.

No liquido pleural, temos os mesmos parametros, exceto pelo fato de
que a resposta celular aguda que ocorre na cavidade pleural é descrita
primariamente pela desidrogenase lactica, a principal enzima que reflete essas
manifestacdes, e secundariamente, contagem celular especifica (ao contrario
do que ocorre no sangue)*°.

Trabalhos relacionados ao tema segurangca no uUSO versus resposta
inflamatoria sugerem que particulas menores sédo mais facilmente absorvidas
pela circulacdo sistémica, causando os efeitos adversos descritos*’ 4849,

Varios autores corroboram com esta teoria, desde o primero trabalho

descrevendo a absorcao sistemica do talco publicado em 1999 por Werebe et
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al.>® utilizando particulas de 5,7 a 70um em ratos. Foram encontradas
particulas de talco no cerebro, figado, baco, coracdo e no pulmao contralateral.

Na mesma linha de pesquisa, surgiu em 2002, Ferrer et al *°, com
particulas de 8,3um, que demonstrou haver maior inflamacdo com particulas
menores.

Por fim, Fraticelli et al., com particulas maiores (33um) e que
aparentemente demonstrou menor disseminacdo, enquanto particulas <5um,
causaram reacéo inflamatéria pleural e sistémica maior e mais prolongada °* de
acordo com parametros inflamatérios medidos no liquido pleural e sangue,
inclusive na proteina C reativa, quando comparado pleurodese com particulas
<20um e <10um, sendo a PCR maior quando utilizadas particulas <10um®2,

Mais atualmente, Froudarakis et al >°

avaliou o efeito do talco na reacéo
inflamatodria sistémica na pleurodese quando comparada somente a biopsia
pleural. Neste estudo, o autor concluiu que o talco participa ativamente do
sistema reacional, causando leucocitose (especialmente no que tange aos
neutrofilos) e associado a febre. Paralelamente, a proteina C também era
significantemente maior no pacientes submetidos a talcagem®°.

N&o existem estudos correlacionando a absorgéo de talco com o grau
de reacdo inflamatéria nem tampouco ao grau de acometimento pleural por

doenca neoplésica.



4 Métodos
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4.1 Modelos experimentais descritos

A fisiopatologia do derrame pleural neoplasico era pobremente
compreendida até pouco tempo atras devido a falta de modelos animais
singénicos e imunocompetentes que expressassem relativa similaridade de
respostas quando comparados aos seres humanos.

O modelo que mais se aproximou destes requisitos e possibilitou
grande avan¢o na nossa area de pesquisa foi o desenvolvido pelo grupo de
Stathopoulos GT e KalomenidisL utilizando camundongos C57 Black6
(C57/BL6), imunocompetentes, nos quais eram injetados com 100mil células
singénicas de carcinoma pulmonar intrapleural, denominadas Células LLC
(denominadas células LLC (Lewis Lung Cancer), provenientes do banco de
células American Type Culture Collection (ATCC, EUA)*,

O tamanho do camundongo C57/BL6, a facilidade na reproducdo da
espécie, a viabilidade de analise de reagentes e ferramentas, e a multiplicidade
genética (incluindo possibilidades para engenharia genética - Knockouts (genes
deficitarios especificos), Knocking (genes carreadores especificos) e
camundongos transgénicos)>> demonstraram ser melhores que os modelos
prévios, como ratos (Balb/c) imunodeficientes injetados com células de
fiborossarcoma (MethA), e coelhos (NZW-New Zealand White) injetados com
células VX2°°.

Os camundongos C57/BL6 imunocompetentes e singénicos sao
superiores aos demais modelos de derrame neoplasico basicamente pelos
motivos listados abaixo:

A reacao inflamatoria altera a progressao tumoral e a fisiopatologia da
reacao inflamatéria do derrame pleural. Nos animais imunocomprometidos este
fenbmeno € muito menor, resultando em menor acumulo de liquido e
distanciamento do mimetismo em humanos. Dessa forma, o uso de
imunocomprometidos poderia enviesar a resposta inflamatéria pleural®

principalmente quando medimos as citocinas pro inflamatorias produtoras de
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derrame pleural, como TNF-A, NF-kB e a proteina quimioatrativa de mondcitos
(MCP-1), além de prejudicar a avaliacdo de toxicidade®®>°.

Em segundo lugar, a formacdo do derrame pleural é o resultado de
complexas interacdes entre o tumor e hospedeiro (as células tumorais
secretam mediadores que atraem células inflamatérias do hospedeiro, células
endoteliais e aumentam a permeabilidade vascular), e por isso é importante 0os
dois serem singénicos, para que possam utilizar a mesma linguagem “espécie-
especifica” e com isso, reproduzir com maior precisdo a resposta humana® ..
Isto é valido desde quando se trata de citocinas como a IL6 e VEGF*’, além de
abrir também a possibilidade de pesquisar mediadores seja do hospedeiro ou
tumor, mesmo sendo de diferentes espécies™°.

Ao assumirmos portanto, que o melhor modelo de neoplasia seria o0 de
Kalomenidis et. al, fomos em busca do modelo de pleurodese.

O pioneiro no desenvolvimento desse modelo, Marchi et.al °?, também
utilizou camundongos da espécie C57/BL6, que foram submetidos a
pleurodese com talco (solu¢do de soro fisiolégico com concentracdo de 4mg/g
de talco estéril).

Nesta concentragédo de talco, Marchi obteve pleurodese com sucesso
apos 28 dias, com escores de adesdao macroscopica com valores de 3,6+-4
(em escala que variava de 0 a 4, sendo 3 a correspondente por ter aderéncias
com fibrose em toda a pleura e 4 pleura com sinfise completa), e escore
microscoépico de inflamacao ficou com média 1,9+-0,8 (em escala que variava 0
a 4, onde 1 era inflagdo minima e 2 inflamacéo moderada).

A dose de talco utilizada nos animais € muito maior proporcionalmente
a utilizada em humanos (calculada em g/m2). Na pratica, torna-se mais de 50
vezes proporcionalmente maior (0,07mg/g em humanos).

Mesmo com esta discrepancia, o modelo de Marchi provou ser
extremamente (til e factivel por tratar-se de animal singénico e
imunocompetente e assim, trazer todas as vantagens no manejo descritas

anteriormente.
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4.2 Modelo experimental utilizado

O estudo foi realizado no Laboratério de Pleura do Instituto do Coragéo
(InCor), aprovado pelo Comissdo de Etica no Uso de Animais(CEUA) nimero
178/14 do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de

Sao Paulo (FMUSP), por um periodo de 5 meses.

Para o desenvolvimento deste estudo, utilizamos modelo animal de
neoplasia pleural descrito por Statophoulos ** e modificado de acordo com os
estudos pilotos descritos nos anexos, descritos no Anexo 1, injetando 50mil

células de Lewis intrapleural para simular neoplasia.
O modelo de pleurodese utilizado foi o descrito por Marchi et. al ®%.
Utilizamos 92 camundongos C57BL/6.

Destes, 50 individuos foram injetados com 50mil células LLC (Lewis
Lung Cancer), provenientes do banco de células American Type Culture
Collection (ATCC, EUA), intrapleural.

O grupo controle foi feito com outros 42 animais (8 dos 50 animias
deste grupo morreram nos procedimentos), os quais foram submetidos a
injecdo de soro fisiolégico 0,9% na cavidade toracica com a finalidade de

violacéo pleural.

Para obtermos um grupo de animais com doenca neoplasica pleural
menos extensa e outro grupo com doenca neoplasica pleural mais
desenvolvida, utilizamos os tempos de 3 e 7 dias ap0s a injecao intrapleural de

50mil células de Lewis.

Esses tempos apos a inducdo de doenca neoplasica pleural foram
escolhidos de acordo com os estudos piloto descritos nos anexos. Além de

significar um periodo maior que o dobro em dias entre os grupos estudados,
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observamos que esse intervalo de tempo esta associado a grande diferenca de
volume de neoplasia na pleura, conforme observado nos animais sacrificados
apos 3 e 7 dias da injecdo celular de 50mil células deLewis. Estes individuos
foram utilizados como os controles do desenvolvimento da doenca (vide figuras
le?2).

Figura 1. Pleura do camundongo Figura 2. Pleura do camundongo
com 3 dias de doenca. Notamos com 7 dias de doenca. Notamos
a presenca de poucas células a presenca de conglomerado de
neoplasicas aderidas na pleura células neoplasicas aderidas na
visceral. pleura visceral.

Para confeccionarmos as laminas demonstradas acima, padronizamos
o corte histologico da pleura no local de maior quantidade de células
neoplasicas agrupadas e quantificamos sua maior medida, desde a lamina

elastica até o final do conglomerado celular.

Os tempos utilizados nos grupos controle (animais injetados com soro

fisiolégico 0,9%) para a pleurodese foram exatamente 0s mesmos.

Apos a pleurodese com talco no 3° dia (pleurodese precoce) e 7°
dia(pleurodese tardia), a contar do tempo de injecdo de células de Lewis ou
violagdo pleural, os animais foram sacrificados em 2 periodos distintos de

acordo com o objetivo da analise:
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1.PERIODO INFLAMATORIO: 24 horas ap6s a pleurodese. Chamamos este
periodo de Periodo Inflamatério pois € o0 momento que temos o maior pico de
acdo das citocinas pleurais apos a pleurodese. Nesse periodo avaliamos a

inflamacéo pleural, refletida por citocinas e marcadores inflamatorios.

2. PERIODO FIBROTICO: 8 dias da pleurodese. Chamamos este periodo de
Periodo Fibrético pois é o tempo necessario para o surgimento do colageno,
sem que tivéssemos Obito dos animais por acometimento neoplasico (nos
grupos cancer). Nesse periodo avaliamos a fibrose resultante da pleurodese,

por meio da analise macro e microscépica dos animais, além do Picrosirius.

Demonstramos esquematicamente a seguir as subdivisdes e tempos

utilizados no experimento.

4.3 Grupos experimentais

Os animais utilizados foram todas fémeas, com peso e idade

semelhantes. Todos eles tiveram livre acesso a agua e a alimentacéo

apropriada.

Apresentamos esquematicamente abaixo a subdivisdo dos grupos, os

tempos utilizados e as analises realizadas.



Métodos 25

Figura 3. Algoritmo da subdivisdo dos grupos, tempos e andlises
realizadas no estudo
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Onde:
Grupo Cancer Grupo de animais com neoplasia pleural

Grupo Salina: Grupo de animais injetados na pleura soro fisiolégico, com a
finalidade de violar o espacgo pleural, constituindo assim, um grupo controle

adequado.
No Grupo Céancer:

- Grupo Pleurodese Precoce: Grupo com Cancer, submetidos a pleurodese

com 3 dias de doenca

- Grupo Pleurodese Tardia: Grupo com Cancer, submetidos a pleurodese

com 7 dias de doenga

No Grupo Salina (grupo controle)

- Grupo Pleurodese Precoce: Grupo injetado com Soro Fisiologico

submetidos a pleurodese apoés 3 dias de violacao pleural.

- Grupo Pleurodese Tardia: Grupo injetado com Soro Fisiolégico submetidos

a pleurodese ap0s 7 dias de violacao pleural.
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4.4  Descricdo dos Procedimentos

A) Inducéo da doenca pleural

Para o desenvolvimento da neoplasia pleural, apds anestesia por injecao
intraperitoneal de 35mg/kg de ketamina (Cristélia, Brasil) e 5mg/kg de xylazina
(Bayer, Brasil), os camundongos foram posicionados em uma mesa cirdrgica e

a pele da regido toracica limpa com alcool a 70%.

Figura 4 - Demonstracédo da anestesia intraperitoneal no camundongo

No Grupo Céancer (50 animais) foi inserida uma agulha 23-G no espaco
pleural direito para a injecdo por diferenca de pressao de 0,5 ml de solucdo
contendo 0,5 x 10° células neoplasicas. Terminada a instilacéo, todo o sistema
foi imediatamente removido, para prevenir a entrada de ar inadvertidamente na

cavidade pleural.
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No Grupo Salina (42 animais) foram feitos os mesmos procedimentos,
porém com instilag&do de 0,5ml de Soro Fisiologico 0,9% no espago pleural.

Figura 5 - Esquema de injecao intrapleural nos camundongos

B) Pleurodese

Para pleurodese, os animais foram novamente anestesiados por
injecdo intraperitoneal de 35mg/kg de ketamina (Cristalia, Brasil) e 5mg/kg de
xylazina (Bayer, Brasil). Apds a anestesia, 0s camundongos foram
posicionados na mesa cirlrgica e a pele da regido toracica foi limpa com alcool
a 70%.

Apbs esse preparo, foi inserida uma agulha 19-G no espaco pleural
direito e injetada solucéo de talco estéril na concentracdo de 400mg/kg para a
pleurodese, em dias diferentes de acordo com o desenvolvimento da doenca,
no 3° e 7° dias posteriores a indugédo da doenca ou violagéo pleural. Terminada
a pleurodese, todo o sistema foi imediatamente removido, para prevenir a

entrada de ar inadvertidamente na cavidade pleural.

Figura 6 - Esquema de pleurodese com talco no camundongo
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C) Eutanasia e Preparo dos orgéaos e tecidos

Os camundongos foram eutanasiados através de injecdo
intraperitoneal de 35mg/kg de ketamina (Cristélia, Brasil) e 5mg/kg de xylazina
(Bayer, Brasil), em duas fases distintas: metade dos subgrupos foram
eutanasiados 24hs apdés a pleurodese e a outra metade 8 dias apds a
pleurodese, de acordo com as finalidades e tempos ja descritos.

Apébs constatado Obito, o animal foi posicionado na mesa cirargica e

realizada incisdo mento-pubica para acesso total aos 6rgaos.

O toérax foi removido em bloco e os pulm&es expandidos e fixados em

formol a 10% e temperatura ambiente.

O liquido pleural foi coletado por puncédo transdiafragmatica com
agulha 19-G, para quantificacdo volumétrica e analise. Medimos o volume de
liquido pleural coletado, e acondicionamos em tubos com o anticoagulante
acido diaminoetiltetracético (EDTA) para avaliacdo citologica (contagem total
de células e diferencial de leucdcitos) e, através de técnica imunoenzimatica
(ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay), analisamos 0s niveis de IL6,

VEGF e DHL de acordo com as recomendacdes do fabricante.

A coleta de sangue foi realizada através de puncdo da veia cava
inferior abdominal com agulha 19-G e acondicionamos em tubos com o
anticoagulante &cido diaminoetiltetracético (EDTA) para avaliacdo citologica
(contagem total de células e diferencial de leucdcitos) e, através de técnica
imunoenzimatica (ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay), analisamos

os niveis de IL6 e DHL de acordo com as recomendac¢des do fabricante.

Figado, baco e rim foram ressecados e submetidos a corte transhilar
para amostra tecidual. Posteriormente foram fixados em formol a 10% e

temperatura ambiente para posterior analise da disseminacao do talco
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4.5 Avaliacbes

Para as avaliacbes dos graus de fibrose macro e microscopico, 0s
térax removidos em bloco foram examinados apés 48 a 72 horas, fizemos o
exame macroscopico da cavidade pleural e analisamos os graus de fibrose
macroscopica de acordo com as tabelas. Cortes de pleura realizados em locais
de maior aderéncia visualizada na macroscopia foram submetidos a exame
microscopico e analise microscopica do grau de inflamacéao e fibrose de acordo

com as tabelas descritas abaixo.

Para avaliar a quantidade de colageno na pleura do animais, laminas
foram coradas pelo reagente Sirius Red (método de picrosirius), e
quantificamos o colageno tipo I, tipo Il e total através de um analisador de
imagem com software especifico. (Q500IW Imaging Sistema (Leica Ltd,
Cambridge, UK), na mesma localizacdo onde encontramos maior quantidade

dos elementos inflamatorios.

Este método de coloracdo é especifico para coldgeno e consegue
distinguir seus padrdes de agregacdo fisica. No colageno imaturo (fino)
identificamos as fibras como estruturas levemente birrefringentes na tonalidade
verde enquanto as fibras maduras (grossas) séo identificadas por forte

birrefringéncia e coloracdo amarela ou vermelha.

O sangue e o liquido pleural coletados foram preparados segundo

recomendacdes do fabricante e analisados os parametros ja descritos.

Para analisar se o tempo de evolucdo da doenca neoplasica pleural € o
fator que influencia na seguranca da pleurodese com talco em camundongos,
de acordo com a quantidade de disseminacdo de talco, sorteamos
aleatoriamente 2 animais pertencentes aos 4 grupos do periodo fibrético para a

avaliacao da disperséo extrapleural de talco.
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Foram preparados para andlise microscopica, fragmentos de pulméo
direito, rins, bago e figado dos animais, os quais foram retirados fragmentos
para inclusdo em parafina. Os blocos de parafina foram submetidos a corte
histolégico de 3 mm e corados por hematoxilina-eosina (HE) para analise por

microscopia oOptica e luz polarizada para pesquisa de particulas de talco.

A obtencdo de fragmentos obedeceu a uma padronizagdo com o
objetivo de homogeneizacdo das amostras. Para os pulmdes foram retirados
fragmentos dos lobos inferiores. Os demais O6rgdos foram seccionados

transversamente e retirados fragmentos incluindo o hilo renal e esplénico.

Para o estudo da presenca de particulas de talco nos 6rgaos, sob
objetiva x10, utilizamos o programa de analise de imagem (LEYCA QWIN,
EUA) e avaliamos 10 campos aleatdrios. Em cada campo quantificamos a area
total de parénquima e, por meio de detec¢ao colorimétrica, a area ocupada por

particulas de talco.

4.6 Coleta dos dados e andlises de acordo com os periodos

4.6.1 Periodo inflamatério

O PERIODO INFLAMATORIO (24hs apés a pleurodese), foi assim
denominado por ser o momento de pico de acdo das citocinas, conforme

descrito anteriormente.

Para avaliar a resposta inflamatoria aguda pleural, medimos as

seguintes variaveis:
Resposta Inflamatoria Pleural

- A analise bioquimica do liquido pleural (DHL, VEGF e IL6)
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- O volume do liquido pleural

- A andlise citolégica do liquido pleural

4.6.2 Periodo fibrético

O PERIODO FIBROTICO (8 dias apdés a pleurodese) foi assim
chamado por ser o periodo suficiente para formacéo de aderéncias. Com esse
tempo, também conseguimos manutencdo do animal viavel, conforme

discusséo prévia e achados dos pilotos (Anexo 1).

Avaliamos a resposta “sub aguda/crénica” a pleurodese neste periodo

através das variaveis abaixo:

Resposta “crénica” Pleural

A)Volume do liquido pleural

B) Analise macroscépica da pleura (escores de aderéncia)

C) Analise histolégica da pleura (escore de fibrose e inflamacao pleural)
D) Picrosirius

E) Pesquisa da disseminacgao do talco.

Descricao das tabelas utilizadas

A) Andlise do grau de aderéncias (Fibrose macroscopica)

A presenca de aderéncias macroscopicas foram avaliadas de acordo com uma

escala semi-quantitativa®, recebendo escores de 0 a 4:



Métodos 33

Achados Classificacéo Escore

Macroscépicos

Auséncia de Ausente 0
aderéncias

1-3 aderéncias, Minima 1
sem sinfise

3 ou mais Leve 2
aderéncias

localizadas, sem

areas de sinfise

Multiplas Moderada 3
aderéncias, com
areas isoladas de

sinfise

Multiplas Intensa 4
aderéncias com
sinfise completa

da cavidade

pleural

Tabela 1 - Escores macroscopicos de acordo com a tabela
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B) Andlise do grau de inflamacéo pleural e fibrose microscoépica

A inflamagdo pleural (parietal e visceral) foi avaliada semi-
quantitativamente® em laminas coradas por HE, graduadas de 0 a 4 de acordo
com a densidade de células inflamatorias, deposicéo de fibrina e presenca de
vasos neoformados, na regiao da lamina onde identificarmos maior quantidade

desses elementos.

Alteracéo histoldgica Escore
Pleura normal 0

- Alteracdo minima 1
Leve 2

: -/3.
'/‘:;" —/
- ’/,‘

Moderada 3
Intensa 4

Tabela 2- Escore semi quantitativo de inflamacao (0-4)




Métodos 35

4.6.3 Resposta sistémica

A resposta sistémica foi avaliada nos PERIODOS INFLAMATORIO E

FIBROTICO de acordo com as variaveis coletadas no sangue:
- Hemograma
- DHL

- IL6

4.7 Analise estatistica

47.1 Estatistica descritiva

As andlises descritivas para os dados quantitativos que apresentaram
distribuicdo normal foram realizadas, apresentado as médias acompanhadas
dos respectivos desvios padrédo (+dp). Para os dados quantitativos sem
distribuicdo normal, foram expressos através das medianas e intervalo
interquartil 1Q(25 — 75%). Os pressupostos da distribuicdo normal em cada
grupo e a homogeneidade das variancias entre os grupos foram avaliados
respectivamente, com o teste de Shapiro-Wilk e com o teste de Levene. As
variaveis categoricas foram apresentadas através de frequéncias e

porcentagens.
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4.7.2 Estatistica inferencial

Para as variaveis guantitativas que apresentaram distribuicdo normal
onde foram analisados dois fatores (grupo e tempo), foi utilizada a Analise de
Variancia de Duplo Fator (ANOVA). Quando a variavel ndo apresentou
distribuicdo normal, recorremos ao teste de Mann Whitney para analisar os dois
fatores (grupo e tempo). As variaveis categoricas foram analisadas com o teste
de Qui Quadrado ou Exato de Fisher quando necessario.

Todas as andlises foram realizadas no software SPSS 21 for Windows

com nivel de significancia de a=0,05.



5 Resultados
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51 Resultados do Periodo Inflamatério

5.1.1 DHL liguido

Na comparacao entre a pleurodese precoce e tardia, o valor da DHL
ndo demonstrou diferenca estatistica.

Na comparagéo intragrupos, a DHL do liquido pleural é maior no Grupo
Cancer quando comparado ao Grupo Salina nos animais com menor
quantidade de doenca pleural (Pleurodese Precoce) (p=0,010). No tempo

Pleurodese Tardia, ndo houve significancia estatistica.

Grafico 1- Comparacdo da variacdo do DHL no liquido pleural entre os grupos
de pleurodese precoce e tardia e entre 0s grupos cancer e controle.
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5.1.2 IL6 do liquido pleural

A Interleucina 6 ndo demonstrou diferenca estatistica nem entre os
grupos, nem intra grupos.

Gréfico 2- Comparacdo da variacao da IL-6 no liquido pleural entre os grupos de

pleurodese precoce e tardia e entre os grupos cancer e controle.
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5.1.3 VEGF do liguido pleural

Na comparacéo entre a pleurodese precoce e tardia, o valor do VEGF
€ maior no Grupo Céancer quando comparado ao Grupo Salina no tempo
Pleurodese Precoce (p=0,010). No tempo Pleurodese Tardia, ndo houve

significancia estatistica.

Na comparacgao intragrupos, os niveis do VEGF no Grupo cancer séo

maiores na Pleurodese Tardia (p=0,007).

Gréfico 3- Comparacao da variacdo do VEGF no liquido pleural entre os grupos
de pleurodese precoce e tardia e entre 0s grupos cancer e controle.

200,00

150,00

100,00

(ng/mL)

50,00

- I
CANCER SALINA

' Pleurodese Precoce . Pleurodese Tardia



Resultados 41

5.1.4 Citologia do liquido pleural

Total de células do liquido pleural

Na comparacédo entre a pleurodese precoce e tardia, o total de células
do liquido pleural foi maior na pleurodese tardia em ambos 0s grupos
Cancer(p=0,013) e Salina (p=0,048).

Na comparacao intragrupos ndo houve significancia para esta variavel,

conforme mostra o gréafico 1 do anexo 2.

Total de neutréfilos do liquido pleural

Na comparacdo entre a pleurodese precoce e tardia, os neutrofilos
tiveram seus maiores indices no tempo Pleurodese Tardia no Grupo Cancer
(p=0,013), enquanto no Grupo Salina, teve seu nimero aumentado no tempo

Pleurodese Precoce (p=0,005).

Na comparacdao intragrupos o numero de neutrofilos foi maior no Grupo
Salina no tempo Pleurodese Precoce (p=0,005), enquanto este foi maior no
Grupo Céncer no tempo Pleurodese Tardia (p=0,035).
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Gréfico 4- Comparacéao do total de neutrofilos do liquido pleural entre os
grupos de pleurodese precoce e tardia e entre 0S grupos cancer e
controle.
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Total de linfécitos do liquido pleural

Na comparacédo entre a pleurodese precoce e tardia, observamos
grande diferenca no total de linfocitos no tempo Pleurodese Precoce (p=0,008),

nao ocorrendo o0 mesmo no tempo Pleurodese Tardia.

Na comparagao intragrupos observamos maior quantidade de
linfécitos no grupo Cancer com menor quantidade de doenca (pleurodese
precoce), com p=0,045. No Grupo Salina ndo houve significancia estatistica

para esta variavel.

Dados disponiveis no gréafico 2 do Anexo 2.
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5.1.5 Volume do liquido pleural (ap6s 24hs de pleurodese)

Na comparagdo entre a pleurodese precoce e tardia, o volume do
liquido pleural n&o demonstrou significancia estatistica apos 24hs.

Na comparagao intragrupos, o volume foi maior no Grupo Céancer

guando submetido a Pleurodese Tardia (p=0,006).

Gréfico 5 - Comparacédo do volume do liguido pleural entre a pleurodese
precoce e tardia e entre 0s grupos cancer e controle.
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5.2 Resultados do Periodo Fibrético

5.2.1 Escore de fibrose

Os escores de fibrose entre os grupos Cancer e Salina demonstraram
diferencas estatisticamente significativas no tempo Pleurodese Precoce

(p=0,040), com maior quantidade de fibrose intensa no Grupo Salina.

Grafico 6 - Comparacédo da variacdo da fibrose entre a pleurodese precoce
e tardia e entre 0os grupos cancer e salina
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Os escores de fibrose foram ainda mais dispares entre 0S grupos

Cancer e Grupo Salina quando comparados os resultados do tempo
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Pleurodese Tardia (p<0,001), com todos os animais do Grupo Salina tendo

resultado maximo de fibrose.

5.2.2 Escore de inflamacéo pleural

No escore de inflamacédo do tempo Pleurodese Precoce (apés 3 dias
de injecdo pleural), o Grupo Salina apresentou escore maximo de inflamacéo
em todos os animais, com p=0,004 quando comparado ao Grupo Cancer.

Gréfico 7 - Comparacdo da variacdo inflamacdo entre a pleurodese
precoce e tardia e entre 0s grupos cancer e salina
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No escore de inflamagéo da Pleurodese Tardia (ap6s 7 dias de injecéo
pleural), o Grupo Salina apresentou escore maximo de inflamacéo em todos os

animais, enquanto o escore do Grupo Cancer diminuiu (p<0,001).
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5.2.3 Escore de aderéncia

No escore de aderéncia da Pleurodese Precoce (ap0s 3 dias de injecéo

pleural), o Grupo Salina apresentou escores maiores quando comparado ao

Grupo Céancer, mas sem significancia estatistica (p=0,658).

Gréfico 8 — Comparacao da variacdo dos escores de aderéncia entre a
pleurodese precoce e tardia e entre 0s grupos cancer e salina
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No escore de aderéncia da Pleurodese Tardia (ap6s7 dias de injecéo

pleural), o Grupo Salina foi 0 Unico que apresentou escore maximo, enquanto o

Grupo Cancer teve seus escores diminuidos (p<0,001) quando comparado aos

escores da pleurodese precoce.
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5.2.4 Volume do liquido pleural (global)

No Grupo Cancer, a quantidade de liquido pleural € muito maior na
Pleurodese Tardia quando comparada a Pleurodese Precoce (p=0,001). No

Grupo Salina ndo houve diferenca.

Na Pleurodese Precoce ndo houve diferenca estatistica entre os Grupos
Cancer e Salina. No tempo Pleurodese Tardia, ha maior quantidade de liquido

no Grupo Cancer quando comparado ao Grupo Salina (p<0,001).

Grafico 9 - Comparacao da variacdao do volume do liquido pleural entre a
pleurodese precoce e tardia e entre 0s grupos cancer e controle..

250,007 p =<0,001
p=0o0l { L
200,00~ fmm——————— 02, | I
p=0,619
150,00+
=l
=
100,00+
- %
00
T |
CANCER SALINA

. Pleurodese Precoce . Pleurodese Tardia



Resultados 48

5.2.5 Quantidade de Colageno

Gréafico 10 - Comparacédo da variacdo da quantidade de coldgeno Tipo |
entre a pleurodese precoce e tardia e entre os grupos cancer e controle.
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Tivemos quantidade maior de colageno na pleurodese precoce em ambos 0s
grupos (Céancer e Salina). Ao compararmos 0s dois grupos, a maior diferencca

se deu dentro do tempo pleurodese precoce, sendo a maior quantidade no

grupo salina.
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5.3 Resultados da Resposta Sistémica

5.3.1 Hemograma

Hematocrito

Na avaliacdo do hematdcrito, houve diferencas entre o hematocrito do
Grupo Céancer em ambos os tempos (Pleurodese Precoce e Pleurodese Tardia)
(p=0,015). Houve queda no hematécrito dos animais do Grupo Cancer,
engquanto os animais do Grupo Salina nao tiveram alteracdo estatisticamente
significante. Na comparacéo entre os grupos dentro de cada tempo, notamos
variagcdo entre os grupos Céncer e Salina apenas no tempo Pleurodese
Precoce, com tendéncia a valores pouco mais altos no grupo cancer, conforme

disposto no gréafico 3 do anexo 2.

Hemoglobina

Em relagdo a hemoglobina, ndo houve variacdo estatisticamente
significante entre os tempos. Ao compararmos 0s grupos Céancer e Salina,
houve diferenca entre eles dentro dos tempos Pleurodese Precoce e
Pleurodese Tardia, tendendo a ser pouco maior no Grupo Cancer, conforme
mostra o grafico 4 do Anexo 2.

Neutrofilos

Observamos um aumento no namero de neutrofilos no Grupo Cancer,
guando comparamos 0s grupos de acordo com o tempo Pleurodese Precoce e

Pleurodese Tardia (p=0,030). No Grupo Salina, ndo houve alteragéo.
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Na comparacgdo entre os grupos de acordo com o tempo, hotamos um
comportamento inverso entre os dois: no tempo Pleurodese Precoce o Grupo
Salina teve maior aumento de segmentados , enquanto no tempo Pleurodese

Tardia o maior numero encontrado foi no Grupo Céancer (ambos com p>0,05).

Gréfico 11 - Comparacdo da variacdo dos segmentados entre a
pleurodese precoce e pleurodese tardia e entre os grupos cancer e salina
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Os linfocitos se mostraram elevados no Grupo Céancer no tempo
Pleurodese Precoce, qguando comparamos com o tempo Pleurodese Tardia
(p=0,041). O Grupo Salina ndo mostrou variacdo. Na Pleurodese Precoce,
encontramos maior numero de linfécitos no Grupo Cancer (p=0,062). No tempo
Pleurodese Tardia, ndo houve diferenca significativa. Conforme mostra o

grafico 5 do Anexo 2.
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5.3.2 Desidrogenase lactica sérica

Ao compararmos a variagdo do DHL sérico dentro dos Grupos Cancer
e Grupo Salina de acordo com os tempos Pleurodese Precoce e Pleurodese
Tardia, ndo obtivemos variacdo estatisticamente significativa. Na comparacéo
entre os grupos Céncer e Salina, dentro dos tempos Pleurodese Precoce e
Pleurodese Tardia, o DHL sérico no grupo cancer é maior que no grupo salina,

com p<0,001, na Pleurodese Tardia.

Gréfico 12 - Comparacdo da desidrogenase lactica sérica entre a
pleurodese precoce e pleurodese tardia e entre 0s grupos cancer e salina.
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5.3.3 Interleucina-6 sérica

Ao tentarmos mensurar a IL6 sérica, vimos ndo haver diferencas
estatisticamente significantes em nenhum grupo avaliado, seja de acordo com

o tempo ou tipo de injecdo pleural (Cancer ou salina).

5.3.4 Distribiucédo sistémica do talco

Figura 7 - Foto de corte histolégico da pleura de camundongo submetido a
pleurodese, demonstrando talco em meio a doenca pleural (seta).
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Figura 8 - Foto de corte histolégico do baco de camundongo submetido a
pleurodese, demonstrando particula de talco no parénquima (seta).

Figura 9 - Foto de corte histolégico do figado de camundongo submetido a

pleurodese, demonstrando particulas de talco no parénquima (seta).
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Figura 10 - Foto de corte histolégico do coracdo de camundongo submetido a
pleurodese, demonstrando particulas de talco no parénquima (seta).

Encontramos particulas de talco somente nos camundongos do grupo

Cancer, no tempo pleurodese tardia.
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Avaliamos se o tempo de evolucdo de doenca neoplésica pleural esta
associado ao grau de fibrose pleural na pleurodese com talco, e descrevemos
as alteracbes nos niveis pleurais de mediadores inflamatérios ativados pela
pleurodese em diferentes tempos de evolugdo da doenca neoplésica pleural;
analisamos se o tempo de evolucdo da doenga neoplasica pleural é o fator que
influencia na seguranca da pleurodese com talco em camundongos, de acordo
com as variaveis descritas anteriormente.

Os valores do DHL do liquido foram maiores nos grupos pleurodese
tardia (grupo Cancer tardio e Salina tardio), sendo os maiores valores
encontrados nos animais com cancer, descrevendo uma curva ascendente,
refletindo o maior acometimento pleural por neoplasia. Esse comportamento
corrobora de certa forma com o estudo de Verma et. al**, que sugere que
quanto maiores os nives de DHL no liquido pleural, menores os indices de
sobrevida dos pacientes com Adenocarcinoma pulmonar e derrame pleural,
pois poderia predizer assim, o maior volume de doenca neoplasica.
Interessante, porém, foi o fato de acharmos o0 mesmo padrdo de
comportamento da curva no grupo controle. Acreditamos que além de predizerr
a presenca de células neoplasicas no liquido pleural, o DHL refletiria a maior
inflamacéo intrapleural, pois também foi cumulativo de acordo com o tempo de
injuria pleural, seja neoplasico ou néo. Isto posto, poderiamos sugerir que o
valor alto do DHL poderia ser preditor negativo de sobrevida ndo soé por refletir
maior quantidade de doenca, mas por trazer também outros prejuizos tanto
pleurais, como diminuicdo da capacidade de acdo antitumoral, quanto
sistémicos, devido a maior inflamacéo.

N&o encontramos diferencas estatisticas nos niveis de IL-6 entre os
animais do Grupo Céancer e Grupo Salina independente do tempo. Os trabalhos
que correlacionam os niveis de IL-6 pleural apds procedimento cirlrgico séo
descritos em suinos e demonstram que essa citocina sobe poucas horas apos
o procedimento e culminam em 16 a 48hs ap6s a intervencdo?®’. Acreditamos
os resultados encontrados em nosso estudo possa ser devido a curva de acéo
diferente na espécie estudada (camundongo). Outros pontos a serem citados

sdo que em todos 0s grupos a pleura ja havia sido violada pelo menos 72hs
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antes(seja pela injecado de Soro Fisiologico ou Células de Lewis), além do fato
da dificuldade na mensuracdo devido a quantidade minima de liquido pleural,
tendo em vista o tamanho do camundongo e consequentemente o volume

disponivel para analise.

Encontramos em nosso estudo um aumento do VEGF
proporcionalmente ao volume de doenca neoplasica pleural, corroborando com
Zebrowski et. al, que descreveu niumeros muito maiores de VGF em liquidos
neoplasicos (ascite e liquor) do que os mesmos liquidos ndo acometidos por
neoplasia®. Nossos resultados podem inferir que o VEGF reflete a maior
guantidade de tumor e consequentemente pior prognostico, fato que ja € aceito
no caso do DHL* nos linfomas.

Sabemos que o VEGF participa da formagéo dos derrames pleurais por
aumentar a permeabilidade da barreira mesotelial e potencializar a passagem
pela parede de capilares e vénulas®*. Seus niveis tendem a aumentar
paralelamente no liquido e no sangue, aumentando assim a permeabilidade
capilar e contribuindo ndo s6 para o aumento do volume de liquido pleural, mas
também para o aumento da passagem de pequenas moléculas do espaco
pleural para o sangue®® conforme sugere também Gary Lee et.al %°.

N&o h& estudos correlacionando os niveis de VEGF com o resultado
final da pleurodese nem a seguranca relacionado ao talco, mesmo com 0s
indicios que o VEGF poderia refletir o volume de doenga como citado por Swan
et al, como no caso do DHL*, ou ao efeito no aumento da permeabilidade
pleural® que justificaria a maior disperséo de talco (conforme descrito a seguir)
e consequentemente a piora da seguranca da pleurodese em pacientes com
maior acometimento pleural por neoplasia e niveis mais altos dessa citocina.

Partindo para o estudo celular do liquido pleural, encontramos o total
de células no liquido pleural maior nos grupos Céancer e Salina tardios. Na
comparacao intragrupo e por razdes Obvias, o maior valor foi encontrado nos
animais do grupo cancer com 7 dias de doenca. Na comparacdo entre 0s
tempos, também houve diferenca estatisticamente significante. Acreditamos

que o total de células além de refletir a presenca da neoplasia pleural, mostra
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uma resposta inflamatéria maior (e corroborada também pelos valores do DHL
e VEGF) e maior escarificacado das células mesoteliais pela doenca.

O que nos chamou atencdo em relacdo ao total do numero de células,
foi que, ao contrario do que poderiamos esperar, 0 niumero de células e
quantidade de inflamacéo foi inversamente proporcional ao sucesso da
pleurodese quando comparamos 0S grupos, e conforme discutiremos a seguir.

Os neutrdfilos tiveram comportamentos totalmente diferentes entre os
grupos Cancer e Salina. No Grupo Cancer, os neutrdfilos foram menores na
pleurodese precoce, e maiores na pleurodese tardia, refletindo aparentemente
uma inflamag&do constante e crescente na pleura, conforme Ferreiro et. al®®. O
namero aumentado dessas células nos animais com mais doenca pleural
porém, ndo trouxe resultado pratico: elas tiveram seu aumento em numero
absoluto, mas sem recrutamento de outras células nem acgdo inflamatoria
eficiente, conforme nossos dados referentes a IL-6.

No Grupo Salina, os neutréfilos atuaram inversamente, apresentando
valores maiores no tempo pleurodese precoce e valores menores na
pleurodese tardia. Nesse grupo, os indices de sucesso da pleurodese foram
melhores também, conforme discutido adiante. Isso pode ter ocorrido devido ao
grupo controle submetido a pleurodese precoce ter tido sua pleura injetada com
soro fisiologico a menos tempo(3 dias), estando ainda com inflamacao ativa, a
qual foi potencializada apés a pleurodese. O grupo pleurodese tardia (7 dias
apos a injecao de soro) teria a pleura ja livre da inflamacéo inicial causada no
dia da pleurodese.

Os linfécitos se comportaram de forma diferente dos neutroéfilos. No
liquido pleural do Grupo Cancer, obtivemos um numero maior de linfécitos na
pleurodese precoce, fazendo curva contraria aos neutréfilos, que tiveram maior
namero na pleura do grupo cancer . Isso pode ter acontecido seja por mudanca
no microambiente pleural ou pela incapacidade dos neutréfilos em recruta-los,
resultando em inflamacdo mais insidiosa da pleura doente, e indices de
sucesso da pleurodese ainda mais baixos no grupo Cancer e pleurodese tardia.
No Grupo Salina, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre a

pleurodese precoce e tardia.
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Ao analisarmos os volumes do liquido pleural de todos os animais
(24hs e 8 dias apds a pleurodese), observamos dentro do Grupo Cancer
volumes muito maiores na pleurodese tardia em comparacdo com a pleurodese
precoce, traduzindo aqui o efeito do VEGF, tendo em vista 0s grupos com
maiores indices dessa citocina terem os maiores volumes de liquido pleural ®°.
Talvez o maior volume de liquido também interfira no resultado final da
pleurodese por diminuir o contato entre as pleuras.

Nossos dados corroboram com 0s poucos estudos correlacionados ao

7

tema, onde o volume de doenca é proporcional aos indices de VEGF e
consequentemente ao volume do liquido pleural®.

Os escores de fibrose pleural nos Grupos cancer foram
significativamente mais baixos que os observados nos grupos salina. Tal fato
foi mais significativo na pleurodese tardia quando comparado a pleurodese
precoce, sugerindo que a doenga neoplasica na pleura estaria associada a
uma menor ocorréncia de fibrose pleural. Tal achado ja havia sido sugerido por
Panadero e cols.?® dizendo que o maior volume de células tumorais na pleura
também implicariam em menor numero de células mesoteliais expostas ao
agente esclerosante, e portanto a pleurodese (processo mediado pelas células
mesoteliais) também seria prejudicado. Bielsa e cols 8 em estudo retrospectivo
de 450 casos de pleurodese com talco, também obtiveram correlacdo negativa
entre o volume pleural de doenca neoplasica e resultado final da pleurodese,
porém de acordo com as regressdes logisticas, o volume de doenca por si sO
ndo explicaria a falha da pleurodese, considerando o tipo de célula tumoral
preditor independente (pacientes com cancer de pulmao e mesotelioma tiveram
os piores resultados). Um achado paralelo interessante dentro do grupo salina
foi que 100% dos camundongos no grupo salina tardio tiveram fibrose intensa
engquanto apenas 37,5% do grupo salina precoce tiveram o mesmo escore. Tal
fato poderia ser explicado pela questdo do tempo de violagdo pleural neste
ultimo ter sido mais curto (apenas de 72hs), criando um microambiente pleural
mais inflamado. Dessa forma, os menores indices de fibrose encontrados seria
devido aos baixos indices de glicose e ph (72,73), mimetizando, em parte, o

microambiente neoplasico.
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A inflamagdo mensurada teve comportamento semelhante ao ja
descrito para fibrose. Na pleura sadia, ap0s a instilagdo de talco, ocorre um
rapido influxo de neutréfilos no espaco pleural em 24hs®; ndo existem estudos
relacionados na pleura neoplasica. Em nosso estudo, o subtipo celular que nos
trouxe diferenca estatistica foram exatamente os neutrofilos: os maiores indices
obtidos foram no grupo cancer tardio e salina precoce; ou seja, mesmo com
numero de neutrdfilos absoluto semelhante, as respostas foram extremamente
diferentes, resultando em menor volume de fibrose no grupo cancer tardio.
Segundo Jantz e cols, isso poderia ocorrer pois além de ativar menos a
cascata inflamatéria, o0 menor numero de células mesoteliais expostas ao talco
causaria maior fibrindlise intrapleural, tendo em vista tais células regularem
também o equilibrio da coagulacao intrapleural, um dos primeiros passos para
0 sucesso da pleurodese’.

Vemos isso também no escore de aderéncia (fibrose
macroscopica):.este ndo apresentou variacao estatisticamente significante entre
0S grupos precoces de Salina e Cancer, oque reflete que a pleurodese foi tdo
eficaz no grupo Cancer quanto no Grupo Salina quando feita precocemente.
Ao contrario do que encontramos na pleurodese tardia: 84,6% dos animais do
Grupo Salina tiveram aderéncia intensa, enquanto nenhum do grupo Cancer
apresentou esse escore, inclusive piorando os indices proporcionalmente ao
aumento do volume da doenca, conforme sugere a literatura®®.

Na comparacdo da quantidade de colageno pelo método de Picrosirius,
tivemos maiores indices nos grupos salina; a maior diferenca estatistica obtida
foi ao comparamos a pleurodese precoce entre 0s 0s grupos salina e cancer.
Isso significa que mesmo com pouca doenca pleural a pleurodese ja fica
comprometida quando comparada a pleura sadia: o grupo cancer precoce e
cancer tardio ndo tiveram diferenca estatistica entre si na formacao de
colageno, mas os dois tempos tiveram menor quantidade de colageno quando
comparado a qualguer tempo nos camundongos do grupo salina.

Acreditamos que ndo obtivemos numeros ainda maiores pois 0 tempo
para o desenvolvimento do colageno possa ter sido muito curto (devido as

restricbes de tempo de sobrevida dos animais, conforme discutido
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previamente). Mesmo assim, aparentemente, a curva continuaria com a
tendéncia de demonstrar diferenca ainda maior entre 0s grupos.

Os dados obtidos em nosso estudo em relacéo a resposta inflamatéria
pleural e formacéo de fibrose pleural nos sugere uma certa desproporcao entre
a inflamacéo celular (refletida pela célularidade do liquido pleural, VEGF e
DHL), entre os grupos sailna e cancer, com tendéncia expressivamente maior
no segundo. Mesmo com essa diferenca, aparentemente, o resultado final da
cascata inflamatéria e consequente formacdo de fibrose parece estar
prejudicada.

Para estudarmos a resposta sistémica, avaliamos os hemogramas,
DHL sérico e interleucina-6.

A resposta sistémica a pleurodese foi semelhante nos camundongos
submetidos a pleurodese nos grupos cancer e salina, a exececao da analise do
hemograma em relacdo aos segmentados, que foi maior nos camundongos do

grupo Cancer tardio. Genofre et al "

sugeriu que o aumento de neutrofilos na
circulacao sistémica apos a pleurodese poderia ser devido a passagem de
particulas de talco ou a passagem das préprias células da cavidade pleural
para o sangue, refletindo a inflamacéo pleural’®’. Apés analise dos nossos
dados, acreditamos que seja mais relacionado a circulacdo de talco, pois
obtivemos valores semelhantes de neutrofilos no liquido pleural nos subgrupos
salina, que nao refletiram esse aumento na resposta sistémica. Dessa forma, o
maior volume de doencga pleural provavelmente induz uma resposta sistémica
maior, ou permite uma maior penetracdo do talco na circulagdo sistémica,
causando uma resposta inflamatoria sisttmica mais exacerbada, refletida
também pelo DHL sistémico, cujos maiores indices foram obtidos no grupo
cancer tardio, corroborando com Swan et.al quanto ao reflexo de volume de
doenca, ndo especificamente adenocarcinoma’™.

Assim como estudos prévios °

, encontramos particulas de talco nos
cortes de figado, baco e rins somente nos animais com neoplasia pleural mais
avancada (grupo cancer tardio). Acreditamos que isso possa ser o reflexo
também (além da maior presenca de células neoplasicas na pleura), a maior

permeabilidade pleural induzida pelo VEGF o qual discutimos anteriormente °°.
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Em relacdo a dispersdo sistémica do talco, encontramos particulas
somente nos camundongos com neoplasia pleural submetidos a pleurodese
apos o 7° dia de desenvolvimento da doenca.

De acordo com nossos achados, portanto, a maior quantidade de
doenca além de resultar em menor formacgéo de colageno e consequentemente
aderéncias, pode resultar em menor defesa pleural em relacao a dispersao do
talco devido a menor quantidade de células mesoteliais e maiores indices de
citocinas pleurais®®*°. Dentre estas, a principal seria a VEGF, que com o
aumento da permeabilidade pleural, deixa os canais mais abertos e propensos
a passagem do talco para a corrente sanguinea, inflamando mais o
camundongo e consequentemente, sendo menos segura.

Dentre as limitacBes encontradas em nosso estudo, podemos citar a
literatura extremamente escassa em relacdo ao tema e necessidade de
adaptacao de outros estudos para o nosso. Tivemos, por exemplo, que usar a
literatura relacionada a IL-6 pleural somente em cédes?’. Isso nos restringiu em
relacdo a interpretacdo dos nossos resultados em camundongos.

O tamanho do animal e consequentemente o0s volumes que
obtinhamos (volume de liquido pleural e volume sanguineo) também foram
pontos criticos no estudo tendo em vista a quantidade de analises necessérias,

principalmente nos dados coletados apds 24hs do procedimento.
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O tempo de evolucdo da doenca neoplasica pleural é inversamente
proporcional aos graus de fibrose macroscopica e fibrose microscopica pleurais
(assim como a quantidade de aderéncias a colageno pleurais) em
camundongos submetidos a pleurodese com talco. Na préatica, quanto maior o
volume de doenga, menor o sucesso da pleurodese.

Os niveis pleurais de VEGF e DHL seguiram curva ascendente
proporcional ao desenvolvimento da doenca. Ja a resposta celular teve maior
guantidade de neutrofilos e menor de linfocitos nos camundongos com mais
doenca. O volume de liquido foi consideravelmente maior neste grupo.

O tempo de evolucdo da doenca neoplasica pleural influenciou a
seguranca da pleurodese nos camundongos: 0s animais com maior quantidade
de doenca tiveram maior resposta sistémica, demonstrada pela maior
quantidade de resposta celular (aumento dos indices de neutréfilos), e pelo
aumento do DHL. Somado a estes fatos, o Unico grupo a apresentar dispersao
de talco em seus 6rgdos foi 0o grupo com maior quantidade de doenca

neoplasica pleural.
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ANEXO 1 - Pilotos

8.1 Considerac®es iniciais dos experimentos realizados

J& sdo descritos modelos animais com inducdo de acometimento
pleural neoplasico, porém, com quantidade de células neoplasicas utilizadas
nos principais estudos descritos de 100mil células/camundongo. Nestes
estudos, o acometimento pleural se desenvolveu muito rapido e também se
mostrou muito intenso em volume de doenca, fazendo com que a sobrevida do
camundongo geralmente n&o ultrapassasse 14 dias e ainda assim, com muitas
perdas apos 7 dias de doenca. Com estes modelos descritos, nao
conseguiriamos realizar estudos em funcdo do tempo, principalmente no que

tange o desenvolvimento de fibrose macroscopica na pleura.

Posto isso, fez-se necesséario o desenvolvimento de novo modelo
animal para avaliacdo destes e de outros parametros, nos quais seus estudos

eram limitados pelas barreiras descritas anteriormente.

Foram realizados trés Estudos Pilotos no Laboratério de Pesquisa
Experimental do Instituto do Coracéo (InCor), baseado no projeto anterior, sob
namero CEUA 08115, com a finalidade de desenvolvimento de modelo para o

estudo final proposto neste projeto.

Para inducdo de neoplasia foram utilizados camundongos C56BIlack,
com peso entre 26 a 30 gramas. Os animais foram anestesiados com cetamina
(Cristdlia, Sao Paulo-Brasil) 5mg/ml e xilazina (Bayer, Sdo Paulo-Brasil)
2mg/ml, em solugédo de 2:1, sendo injetados 0,02ml em cada camundongo,
intraperitoneal, em quadrante inferior esquerdo. Para inducdo da neoplasia
pleural, foi confeccionada solucdo contendo células de Lewis, previamente

preparadas em meio de cultura de acordo com estudos prévios, e tituladas de
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acordo com o objetivo do piloto, de acordo com as descri¢des abaixo, utilizando
como diluente Soro Fisiologico 0,9%%, contando posteriormente com ajuste de
concentracdo e contagem em camara de Neubauer, para obtermos solucdo em

“X’mil células de Lewis por mililitro de Soro Fisiologico 0,9%.

Com os animais anestesiados, era realizada antissepsia do hemitorax
direito com uma solucdo de &lcool a 70% (Rioquimica, Sao Paulo, Brasil) e
injetada solugdo no quarto espaco intercostal, usando scalp com agulha 22
gauge e seringa de 5 ml, em sistema aberto, posicionando o reservatorio da
seringa a 15 cm acima do animal, com intuito de injetar contando com a

gravidade e pressao intratoracica negativa.

8.2 Piloto 1

Objetivo: Analisar a implantacao celular e sobrevida dos camundongos

injetados com 1mil células.

Métodos: Para realizacdo deste estudo foram utilizados dez
camundongos da raca C56Black com peso entre 26 a 30 gramas. Os animais
foram anestesiados de acordo com 0 exposto anteriormente. Para inducédo do
acometimento pleural, foi confeccionada solucdo contendo células de Lewis, na
contagem de 1mil células por mililitro de Soro Fisiolégico 0,9%. Com o0s
animais anestesiados, foi realizada antissepsia do hemitorax direito e posterior
injecdo de 1 ml (total de 1000 células de Lewis) intrapleural, de acordo com as

técnicas descritas anteriormente.

Os animais foram mantidos e observados até o 210 dia quando entao
foram sacrificados com a solugdo anestésica previamente descrita e usando a
mesma técnica( porém com 2 ml de solugdo) e posteriormente seccionando e
veia cava inferior para coleta de sangue e consequente exsanguinagao. O torax

foi retirado em bloco e os pulmdes expandidos com 5 ml de solucdo de
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formalina a 10%, através de cateter plastico, posicionado na traqueia. A
ligadura da traqueia foi realizada com fio de algoddo e em sequéncia, o torax
foi submerso em formol a 10%, por no minimo 48 horas. Posteriormente, foram
realizadas incisées no diafragma e arcos costais na linha hemiclavicular. O
esterno e as porg¢des mediais dos arcos costais foram removidos para permitir
ampla exposicdo da cavidade pleural. Fragmentos da pleura visceral foram

obtidos para avaliacdo microscopica

Resultados: 2 animais morreram na inducdo anestésica. No periodo
observado, um animal morreu no 2dia(provavelmente por complicacbes do
procedimento), um animal morreu no 10° dia e outros dois morreram no 19° dia,
estes trés ultimos provavelmente ja por comprometimento neoplasico, visto que
a partir do 15° dia, ja diminuem sua atividade no cativeiro. Dos quatro animais
sacrificados contendo 1mil células, nenhum tinha derrame pleural. Nenhum
deles perdeu peso. 50% deles tinham provaveis implantes macroscopicos na
pleura, sendo que as laminas ainda permanecem em andlise para obtencao do

resultado final.

DO -2 animais Indugao

D2 -1 animal Complicacdo de procedimento
D10 -1 animal Neoplasia

D19 — 2 animais Neoplasia

D21 -4 animais Sacrificio

Conclusbes: Mesmo utilizando menor numero de células neoplasicas
na solugédo celular, todos os animais estudados tinham implantes pleurais.
Tivemos sobrevida média de 50% em 21 dias, com implantes macroscopicos
em 50% deles, porém sem derrame pleural. Nao houve perda de peso, mas

aparentemente, os animais ficam menos ativos no decorrer do tempo.
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8.3 Piloto 2

Objetivos: Analisa o sucesso da implantagdo de células tumorais e a
extensdo do acometimento na pleura de camundongos injetados com 50mil

células de Lewis de acordo com o tempo.

Métodos: Neste estudo foram utilizados vinte camundongos da mesma
raca e peso descrito anteriormente. Os animais foram anestesiados e injetados
as células de Lewis utilizando as mesmas técnicas descritas, porém com
solucéo, neste estudo, contendo 50mil células de Lewis por mililitro de soro

fisiolégico 0,9%.

Apos a fase de injecdo, os animais foram divididos em 3 grupos e

sacrificados da mesma forma descrita em 5, 8 e 12 dias.

Resultados: 5 animais morreram na indugdo anestésica. Todos 0s
outros animais tinham implantes pleurais de células neoplasicas
independentemente do dia do sacrificio. Macroscopicamente, somente 2
animais sacrificados com 8 dias apresentaram implante macroscopico.
Microscopicamente, visualizamos além da presenca de tais células, sua
implantacdo e infiltracdo até o plano da musculatura intercostal, formando
aglomerados celulares grandes e densos; além disso, subjetivamente achamos
que o numero de células bem como sua infiltracdo nos planos subjacentes
tornaram-se maiores conforme aumentavamos o tempo. Em relacdo ao
derrame pleural, 40% dos animais de cada subgrupo grupo o apresentaram,
com volume médio de 2 ml, sem alteracdo desta quantidade de acordo com o

tempo. Os animais ndo perderam peso durante o experimento.
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Sdias Implante Micro +
40%DP

8dias Implante macroscopico + (2)
Implante Micro ++
40%DP

12 dias Implante Micro++
40%DP

Conclusbes: O grau de acometimento aumenta de acordo com 0
tempo nos animais injetados com 50mil células e apresentam derrame pleural.
Durante o tempo estudado, 0s animais nao perderam peso e mantiveram

atividade.

8.4 Piloto 3

Objetivos: Avaliar e comparar o resultado da pleurodese com nitrato e
talco em camundongos injetados com 10mil células de Lewis

Métodos: Neste estudo foram utilizados vinte camundongos da mesma
raca e peso descrito anteriormente. Os animais foram anestesiados e injetadas
as células de Lewis utilizando as mesmas técnicas descritas, com solucdo
neste estudo, contendo 10mil células de Lewis por mililitro de soro fisiol6gico
0,9%.

Apbs a fase de injecao, os animais foram divididos em 4 grupos, sendo
realizada pleurodese com talco na concentracdo de 400mg/kg e nitrato de prata
na concentracdo de 0,05% no 3° e 7° dia de doenca e posteriormente
sacrificados com a mesma técnica descrita 7 dias apdés a pleurodese (no 10°

dia e 14° dia apos injecdo das células neoplasicas).
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N njecso de 10mil células 20 camundongos
D3 - Pleurodese 5 camundongos c Talco(NEOTL3)
5 camundongos ¢ Nitrato(NEONP3)
D7 - Pleurodese 5 camundongos c Talco (NEQTL7)
5 camundongos c Nitrato (NEONP7)
Sacrificio G1

Sacrificio G2

Resultados: Nenhum animal morreu na inducdo anestésica. Todos os
outros animais tinham implantes pleurais de células neoplasicas
independentemente do dia do sacrificio. Nos animais submetidos a pleurodese
no 3° dia de doenca (apoés injecdo de células neoplasicas) houve 1 morte em
cada grupo (talco e pleurodese) e somente 1 morte no decorrer do experimento

no grupo talco.

Nos animais submetidos a pleurodese no 7° dia apés a injecéo pleural,
houve 1 morte no decorrer do experimento no grupo talco e 2 mortes no

momento da pleurodese no grupo nitrato.

20 animais
Grupo Talco Grupo Nitrato
(NEOTL) (NEONP)
3° Dia de Doenca 1 6bito no tempo 16bito na pleurodese

1 6bito na pleurodese
Sacrificio no 10° dia

apos injecdo TOTAL: 3 animais TOTAL: 4 animais
7° Dia de Doenca 1 6bito no tempo 2 Obitos na pleurodese
Sacrificio no 14° dia TOTAL: 4 animais TOTAL: 3 animais

apos injecédo
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Em relagdo aos achados macroscopicos, obtivemos os resultados
descritos nas tabelas abaixo.

3 Dias de Doenca (D3)

Grupo Talco Grupo Nitrato
(NEOTL D3) (NEOMNP D3)
Aderé&éncia 2,0(em Aderéncia O
provavel local de

puncio)

Espessamento

diafragma

Aderéncia 0,5 Aderéncia O
Espessamento

diafragma

Animal 1

Aderéncia 0,5 Aderéncia O
Espessamento
diafragma

Aderéncia 2,0

7 Dias de Doenca (D7)

Grupo Talco Grupo Nitrato
(NEOTL D7) (MEONP D7)
Aderéncia 2,5 Aderéncia 0,5
Espessamento (Espessamento de
diafragma pleura e diafragma)
Aderéncia 2,0 Aderéncia O
Espessamento

diafragma

Aderéncia O Aderéncia 1
(Talcoma em

subcutdneo)

Aderéncia 2
(aspecto nacarado em
pulmi3o esquerdo)

Microscopicamente, todos tinham presenca de fibroblastos e fibrose em
pleura visceral. 2 laminas de cada grupo foram coradas pelo método de
Picrosirius para avaliacdo de fibrose local, sendo que todas obtiveram
coloragdo positiva pelo método, inclusive em quantidade suficiente para
quantificacdo em estudo posterior. A lamina de corte de animal controle,

somente com doenca pleural obteve resultado negativo.

Conclusdes: Os animais com este numero de células implantadas tem
sobrevida suficiente para o estudo e resposta satisfatdria a pleurodese para
gue possamos quantifica-la de acordo com os métodos disponiveis. Nao houve
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perda de peso ou diminuigédo significativa de atividade dos animais no decorrer

do tempo.

8.5 Conclusdes dos pilotos

Apoés a realizacdo dos 3 pilotos e tendo as anéalises em maos, ainda
tinhamos ddvidas em relacdo a qual modelo ideal para o estudo proposto.
Levamos essas questdes para discussdao em reunides e com outros
pesquisadores (em nossas reunibes e em participacdo em congressos
internacionais). Finalmente, optamos pela injecdo de 50mil células de Lewis
intra pleural. Com esse modelo, obtivemos maior concentracdo de doenca
pleural, possibilitando sua mensuracdo e grande diferenca de volume de
doenca entre os grupos (3° e 7° dia de injecdo). Além disso, os camundongos
tiveram sobrevida o suficiente para surgimento de fibrose macroscopica,

tornando-os assim, o modelo ideal para nosso estudo.
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ANEXO2 - Graficos

Grafico 1. Comparacao do total de células do liquido pleural do liquido pleural
entre a pleurodese precoce (3 dias apoés injecao pleural) e pleurodese tardia (7
dias apos injecdo pleural) dentro de cada grupo (Cancer e Salina) e entre os
grupos (Cancer e Salina) dentro de cada tempo de 3 dias (pleurodese precoce)
e 7 dias (pleurodese tardia) de injecéo pleural.
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Gréafico 2. Comparacdo do total de linfécitos do liquido pleural entre a
pleurodese precoce (3 dias apos injecéo pleural) e pleurodese tardia (7 dias
apos injecdo pleural) dentro de cada grupo (Cancer e Salina) e entre 0s grupos
(Céancer e Salina) dentro de cada tempo de 3 dias (pleurodese precoce) e 7
dias (pleurodese tardia) de injecao pleural.
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Grafico 3. Comparacao da variacdo do hematdécrito entre a pleurodese precoce
(3 dias apds injecdo pleural) e pleurodese tardia (7 dias apos injecéao pleural)
dentro de cada grupo (Céancer e Salina) e dentro de cada tempo de 3 dias
(pleurodese precoce) e 7 dias (pleurodese tardia) de injecdo pleural.
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Gréafico 4. Comparacdo da variacdo da hemoglobina entre a pleurodese
precoce (3 dias apds injecdo pleural) e pleurodese tardia (7 dias apoés injecao
pleural) dentro de cada grupo (Cancer e Salina) e entre os grupos (Céancer e
Salina) dentro de cada tempo de 3 dias (pleurodese precoce) e 7 dias
(pleurodese tardia) de injecao pleural.
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Gréafico 5. Comparacéo da variacdo dos linfocitos entre a pleurodese precoce
(3 dias ap0s injecdo pleural) e pleurodese tardia (7 dias apés injecdo pleural)
dentro de cada grupo (Cancer e Salina) e entre os grupos (Cancer e Salina)
dentro de cada tempo de 3 dias (pleurodese precoce) e 7 dias (pleurodese
tardia) de injecao pleural.
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