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Resumo

Puka J. Perfil biomolecular do derrame pleural maligno experimentalmente
induzido: frequéncia de mutacbes e impacto de terapias-alvo [Tese]. Sao

Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2016.

INTRODUGCAO: O cancer de pulmio é a principal causa de morte por cancer
em todo o mundo e muitos pacientes apresentam derrame pleural em um
estagio avancado da doenca, com alta morbidade e mortalidade. Entretanto, a
patogénese do derrame maligno € ainda pouco compreendida e as opcdes
terapéuticas sao limitadas. OBJETIVO: 1) Estudar a fisiopatologia do derrame
pleural maligno em modelo animal com células de Lewis em diferentes
concentracfes; 2) Avaliar os efeitos da terapia intrapleural com anti-VEGF e
anti-EGFR e a frequéncia de mutagbes de EGFR e KRAS neste modelo.
METODOS: Foi utilizado modelo de neoplasia pleural com camundongos
C57BL/6 e células de Lewis (LLC) dividido em duas etapas: estudo com
diferentes concentracdes de células LLC (0,1, 0,5 e 1,5x10°) e avaliacéo de
terapias-alvo. Apos a padronizacdo do modelo, quatro grupos de camundongos
receberam tratamento intrapleural com anti-VEGF, anti-EGFR, anti-VEGF+anti-
EGFR ou solucéo fisiolégica (ndo tratados) 3, 7, 10 e 14 dias apés a inducao
da neoplasia pleural com 0,5x10° células LLC. Em vinte animais de cada grupo
foi avaliada a curva de sobrevida. 160 animais foram submetidos & eutanésia 7,
10, 14 ou 21 dias apos e avaliados peso, mobilidade, volume de liquido pleural,
marcadores inflamatérios, imunolégicos e bioquimicos no liquido, presenga de
tumores e alteracdes histolégicas em pleura, pulmdo, rim, figado e baco.
Através de imunohistoquimica avaliou-se apoptose, proliferacado tumoral, VEGF
e EGFR. Analisou-se a expressédo génica do EGFR, VEGF, KRAS e ALK e a
frequéncia de mutacdes do EGFR e KRAS. Andlise estatistica: One Way
ANOVA, Kaplan-Meier, p<0,05. RESULTADOS: Na etapa de padronizagédo do
modelo observamos que a concentracdo que manteve 0s parametros de
neoplasia pleural com maior sobrevida foi de 0,5x10° células LLC. Na segunda

etapa do estudo, a carcinomatose pleural foi letal com sobrevida maxima de 25



dias, sem diferenca entre os grupos. Reducéo de peso foi observada em todos
0S grupos apos 21 dias. A mobilidade foi melhor nos grupos que receberam
anti-EGFR. O volume de liquido pleural foi maior no grupo néo tratado durante
todo o estudo. Parametros imunolégicos e bioguimicos aumentaram
temporalmente sendo mais evidentes no grupo sem tratamento. Implantes
tumorais na pleura foram mais evidentes no grupo nao tratado apos 14 dias. A
inflamacdo pulmonar foi minima em todos os grupos. No grupo néo tratado
observou-se implantes tumorais no pericardio e musculo cardiaco apés 21 dias,
esteatose hepatica e renal apds 14 dias e hiperplasia de polpa branca do baco
no 21° dia. Altos indices de apoptose e menores indices de proliferacao
tumoral foram observados nos grupos que receberam tratamento com anti-
EGFR e anti-VEGF+anti-EGFR. Houve mutacdo do gene KRAS e
superexpressdo génica tumoral do EGFR e do KRAS. CONCLUSAO: As
terapias-alvo reduziram significativamente o derrame pleural, morbidade e
parametros histolégicos, embora sem impacto na sobrevida dos animais neste
modelo experimental. Nossos dados indicam que a linhagem tumoral LLC
possui um fendtipo tumoral agressivo demonstrado através da mutacdo do
KRAS e superexpressdo do EGFR, o que pode estar associado ao pior

prognostico e menor resposta aos inibidores do EGFR.

Descritores: derrame pleural maligno; adenocarcinoma; pleura; modelos

animais; carcinoma pulmonar de Lewis; terapia combinada.



Abstract

Puka J. Biomolecular profile in malignant pleural effusion experimentally
induced: frequency of mutations and impact of targeted therapies [Thesis]. S&o

Paulo: "Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo"; 2016.

INTRODUCTION: Lung cancer is the leading cause of death by cancer in the
world. Many patients have pleural effusion in an advanced stage of the disease,
with high morbidity and mortality. However, the pathogenesis of malignant
pleural effusion is still poorly understood and the treatment options are limited.
OBJECTIVE: 1) To study the pathophysiology of malignant pleural effusion in
animal model with Lewis cells in different concentrations; 2) Evaluate the effects
of the intrapleural therapy with anti-VEGF and anti-EGFR and the frequency of
EGFR and KRAS mutations in this model. METHODS: We used pleural
neoplasm experimental model with mice C57BL/6 and Lewis cells (LLC) divided
into two steps: study with different concentrations of LLC cells (0.1, 0.5 and
1.5x10°) and evaluation of targeted therapies. After the standardization of the
model, four groups of mice received intrapleural treatment with anti-VEGF, anti-
EGFR, anti-VEGF+anti-EGFR or saline (untreated) 3, 7, 10 and 14 days after
induction of pleural neoplasm with injection of 0.5x10° LLC cells. In 20 animals
of each group was evaluated the survival curve. 160 animals underwent
euthanasia 7, 10, 14 or 21 days after and assessed weight, mobility, volume of
pleural fluid, inflammatory, immunological and biochemical markers in the liquid,
presence of tumor and histological changes in pleura, lung, kidney, liver and
spleen. It was evaluated, through immunohistochemistry, tumor apoptosis and
proliferation, VEGF and EGFR. Gene expression of EGFR, VEGF, KRAS and
ALK and frequency of mutations of EGFR and KRAS were also evaluated.
Statistical analysis: One Way ANOVA, Kaplan-Meier, p < 0.05. RESULTS: In
the standardization of the model we observed that the concentration that kept
parameters of pleural neoplasm with higher survival rate was 0.5x10° LLC cells.
In the second stage, target-therapies, pleural carcinomatosis was lethal with

maximum survival of 25 days, with no difference between the groups. Weight



decrease was observed in all groups after 21 days. Mobility was better in
groups that receiving anti-EGFR. Pleural fluid volume was greater in the
untreated group throughout the study. Immunological and biochemical
parameters have increased temporarily being most evident in the untreated
group. Tumor implants in pleura were more apparent in the untreated group
after 14 days. The lung inflammation was minimal in all groups. The untreated
group showed tumor implants in the pericardium and heart muscle after 21
days, hepatic and renal steatosis after 14 days and spleen white pulp
hyperplasia in 21 day. High rates of apoptosis and smaller tumor proliferation
indices were observed in groups that received treatment with anti-VEGF and
anti-EGFR+anti-EGFR. We also found gene KRAS mutation and tumoral gene
overexpression of EGFR and KRAS. CONCLUSION: Targeted therapies
reduced significantly the pleural effusion, morbidity and histological parameters,
although without an impact on survival rate in this experimental model. Our data
indicate that the tumor lineage LLC has an aggressive tumor phenotype shown
by KRAS mutation and overexpression of EGFR, which can be associated with

a worse prognosis and a lower response to EGFR inhibitors.

Descriptors: pleural effusion, malignant; adenocarcinoma; pleura; mod

animal; carcinoma, Lewis lung; combined modality therapy.
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1. INTRODUCAO

O céancer é a segunda causa de morte no Brasil desde o ano 2000,
sendo considerado um dos problemas de saude mais importantes na
atualidade.™* Com incidéncia em répida ascensdo, o pulméo vem se tornando
o oOrgdo mais frequentemente acometido, com grande mortalidade -
responsavel por aproximadamente 12% das mortes por cancer ao ano no Brasil
segundo dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA).>*

Neste cenério, o derrame pleural neoplasico, resultante principalmente
de metastases pleurais de adenocarcinomas de pulméao, € um problema clinico
comum e com importantes repercussées.” Seu surgimento sinaliza doenca de
mau prognaostico, incuravel por cirurgia, com comprometimento de qualidade de
vida e tratamento limitado ao tumor primario e ao controle do derrame, praticas
gque ndo modificam a evolugcdo da doenca e ndo beneficiam todos os
pacientes.®?’ Pode-se dizer, inclusive, que apesar dos grandes avancos no
conhecimento do céancer nas Ultimas décadas, esta situacdo pouco evoluiu,
pois alguns pontos sobre seu desenvolvimento permanecem incompreendidos
e as curvas de sobrevida ndo apresentam modificacdes significativas.*’ %2

Nos ultimos anos ocorreram mudancas importantes no tratamento do
cancer de pulméo, sobretudo ap6s a descoberta de alteragcbes moleculares
especificas e de terapias direcionadas a estes alvos moleculares.’®?* Da
mesma forma, varios estudos vém sendo desenvolvidos na busca por melhor
entendimento fisiopatoldogico que permita mudancas significativas na
terapéutica do derrame pleural neoplasico secundario ao adenocarcinoma de
pulmao.?

Estudos promissores vém avaliando a relacdo de células neoplasicas
com tecidos sadios e outros sistemas, com énfase em diferentes abordagens
farmacoldgicas e na expressdo e interacdo de mediadores inflamatérios e
vasoativos, sem a pretensao de definir a cura para uma doenca dependente de
multiplas variaveis, mas com a perspectiva de melhorar seu controle local e sua

disseminag&o.>



1.1 ADENOCARCINOMA DE PULMAO

O céancer de pulméo é uma doenca com base genética, progénie clonal
de uma célula geneticamente lesada, herdada na linhagem germinativa ou
adquirida por alteracbes nas células somaticas por efeito de agentes
ambientais.”’ Pode ocorrer por quatro classes de genes — protoncogenes ou
genes promotores do crescimento (Erb-B2, familia Ras, N-myc, L-myc e Ciclina
D4), genes supressores tumorais ou inibidores do crescimento (Rb, p53 e p16),
genes que regulam a apoptose (p53 e bcl-2) e os que regulam o reparo do
DNA (hMSH2).%°

O adenocarcinoma € o seu subtipo histolégico mais comum contribuindo
com aproximadamente metade dos casos no mundo. Tem elevadas taxas de
morbidade e mortalidade, apesar dos grandes avancos em sua compreensao e
em seu tratamento nos Gltimos anos.*3334

Os pacientes com adenocarcinoma podem ser divididos em trés grupos
que refletem a extensdo da doenca e sua abordagem.'®3** O primeiro grupo
compreende aqueles pacientes com tumores cirurgicamente ressecaveis, com
melhor prognéstico e melhor taxa de sobrevida em cinco anos, de 67% (I) a
24% (11B).**3** J& o segundo grupo inclui pacientes com tumores avancados
local (111A) ou regionalmente (11IB) com muitos aspectos controversos quanto a
um tratamento ideal, optando-se por melhor estadiamento patolégico do
mediastino para deciséo cirdrgica ou quimio e radioterapia em virtude dos altos
indices de recorréncia local e & distancia ap6s as resseccdes.'®1%!

Por fim, mais de 40% dos pacientes apresentam doenca avancada com
metastases ao diagndstico (IV), para os quais se indica cuidados de suporte ou
para paliacdo dos sintomas, quimioterapia exclusiva ou combinada a
radioterapia.’®'®***® Neste grupo, o prognéstico é pior sofrendo maior
influéncia adversa por fatores tais como presenca de sintomas pulmonares,
grande tamanho tumoral, acometimento linfonodal, sexo masculino, idade
superior a 60 anos, positividade da oncoproteina c-erbB2, mutagdo do gene
KRAS, invasdo vascular, aumento no numero de vasos sanguineos no

espécime tumoral, diminuicdo da expressao de e-caderinas, niveis elevados de



um fragmento da citoqueratina 19 (CYFRA-21) e do antigeno carcino-
embrionéario (CEA).'82049

Houve grandes avancos terapéuticos nas Ultimas décadas
principalmente pelo melhor conhecimento da biologia tumoral, sobretudo de
alteracbes moleculares especificas como a translocacdo EML4-ALK e as
mutacdes do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) e do gene
KRAS.?202249%8 Na pratica, o conhecimento destas alteracdes levou a
descoberta de biomarcadores, hoje utilizados como alvos-terapéuticos. Ha, por
exemplo, os inibidores da tirosina-quinase, do EGFR e da quinase ALK, e os
anticorpos monoclonais contra 0s receptores do fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF) e do fator de crescimento epidérmico (EGF). Estas
terapias-alvo vém discretamente melhorando a sobrevida global e a sobrevida

livre de progressdo em pacientes com doenca avancada ou metastatica.?%?%4%

58

O EGFR, também conhecido como HER-1/ErbBl, € um receptor da
tirosina-quinase considerado oncogénico, responsavel por crescimento,
sobrevida, proliferacdo e diferenciacdo de varios tipos celulares.?>3*° Sua
ativacdo ocorre pelo EGF ou, em casos de mutacdes, pela ativacdo da porcéo
tirosina-quinase do receptor por outros mediadores como, por exemplo, o fator
de crescimento transformador alfa (TGF-a), iniciando mdltiplas cascatas de
eventos intracelulares.?%:314

O EGFR esta alterado em varios tipos de tumores, principalmente nos
epiteliais, seja por hiperexpressdo, amplificacdo ou mutagdes, induzindo
crescimento descontrolado ou fendtipo maligno, jA que esta via regula
fisiologicamente aspectos de proliferagdo e sobrevida celular.®® Seu gene esta
localizado no brago curto do cromossomo 7 (7p2l1) e estd comumente
amplificado em 31 a 47% dos canceres de pulméo de células ndo-pequenas,
50% deles adenocarcinomas, com mutacdes relevantes geralmente no éxon
18, 19, 20 ou 21, afetando o sitio de ligacdo da adenosina trifosfato (ATP) ao
dominio tirosina-quinase, local onde também se ligam seus potenciais
inibidores.?%31363840 Eqta via tirosina-quinase também pode ser ativada pela
translocacdo EML4-ALK, quando a quinase proveniente do gene ALK,

primeiramente detectado em linfomas de células anaplésicas, funde-se com a



proteina EML4.2%42%3 Esta mutacéo, recentemente detectada em cerca de 7%
dos pacientes japoneses com canceres de pulmdo de células ndo-pequenas,
leva a ativagdo da via tirosina-quinase principalmente em pacientes mais
jovens, ndo-tabagistas e com adenocarcinomas. 2042434930

Os genes KRAS codificam uma familia de proteinas ligantes da
guanosina trifosfato (GTP) e sao elementos fundamentais nesta via de
sinalizacdo mediada pelo EGF, regulando crescimento celular, diferenciagéao e
apoptose através da interacdo com mudltiplos efetores.®® Suas mutacbes —
presentes em 15 a 30% dos casos de adenocarcinomas de pulmao, a maioria
em pacientes tabagistas (96%) — sdo0 um mau prognéstico. Estédo
possivelmente relacionadas a uma menor resposta aos medicamentos
inibidores do EGFR, tanto de efeito em sua porcéo extracelular (cetuximabe)
quanto em seu dominio tirosina-quinase (erlotinibe e gefitinibe).?%>>%8

Assim, desde a demonstracdo de mutacdes do EGFR em 2004,
pacientes jovens, ndao-fumantes e com adenocarcinomas vém sendo testados
para estas mutacbes, sempre que possivel, para inclusdo em estudos com
agentes especificos.>**® Buscam-se também novas drogas e novas estratégias
no arsenal terapéutico, em particular aguelas cujo alvo molecular ja tenha sido
estabelecido, a fim de otimizar a taxa de controle da doenca.?>***® Grandes
centros americanos estdo, inclusive, genotipando precocemente os pacientes
com cancer de pulmao, a fim de direcionar a terapia, dentro ou fora de estudos
clinicos. Considera-se, sobretudo, que pacientes com adenocarcinomas de
pulmdo sejam beneficiados pela investigacdo bioldgica pesquisando-se
mutacdes especificas no EGFR e no KRAS e a translocagdo EML4-ALK, para

individualizar a abordagem terapéutica.**>**

1.2 DERRAME PLEURAL MALIGNO

O derrame pleural maligno ou neoplasico acomete pacientes com
neoplasias toracicas primarias ou metastaticas para o térax, com incidéncia
aproximada de 150 a 175 mil casos por ano em paises como a Inglaterra e 0os

Estados Unidos, e mais de 2 milhdes em todo o mundo.>?®



Definido como um derrame pleural com presenca de células malignas no
liguido ou na superficie pleural, em pacientes com suspeita ou diagndstico de
cancer, ocorre como sua primeira manifestagcdo ou como sinal de recorréncia
da doenca apés tratamento.>®

Quase todos os tipos de cancer podem produzi-lo, principalmente os de
pulmdo e mama, responsaveis conjuntamente por 50 a 75% de todos os
derrames neoplésicos.”®*%® E trata-se de uma manifestacdo de neoplasias
avancadas ou disseminadas, geralmente sem possibilidade de cura, com baixa
expectativa de vida (em média de 3 a 15 meses) e alta morbidade, cursando
com dispneia debilitante em mais de 50% dos casos.>”®

Pode ocorrer pela embolizacdo de um tumor para a pleura visceral, por
metastases hematogénicas para a pleura parietal, por metastases da pleura
visceral para a parietal ou por invasdo direta de estruturas vizinhas.>*>*% No
adenocarcinoma de pulmdo, o mecanismo de acometimento pleural mais
frequente € a invasédo direta (propagac¢ao contigua) e a disseminacao vascular
de células tumorais para outras areas pulmonares e para a pleura visceral, com
implantes secundarios na pleural parietal.>%°%%

Entretanto, o0 mero acometimento maligno da pleura ndo € suficiente
para a ocorréncia do derrame neoplasico destacando-se como fatores
essenciais a alteracao da drenagem linfatica pela infiltracdo carcinomatosa de
linfonodos mediastinais e 0 aumento da permeabilidade capilar pela maior
resposta inflamatdria.>®°®

Os folhetos pleurais, no passado considerados apenas membranas
inativas de revestimento, sdo atualmente considerados o6rgdos ativos nha
manuten¢ao da homeostase do espaco pleural, participando dinamicamente da
resposta a processos que acometem o espaco pleural.”®> Seu acometimento
desencadeia uma sequéncia de eventos vasculares e celulares e a liberacao
de mediadores inflamatorios e anti-inflamatoérios, que atuam de forma sinérgica
ou antagdnica na tentativa de resolucéo da agresséo pleural.®::62°

Ha, primariamente, um grande afluxo de leucécitos do compartimento
intravascular para o espaco pleural, desencadeando a ativacdo de células
mesoteliais e demais leucdcitos que, por sua vez, liberam fatores que regulam

a proliferacdo, migracdo e diferenciacdo celular.®*®%% Além do EGF e do



VEGF, varios mediadores ja foram descritos, como o fator de crescimento
transformador beta (TGF-B), o fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), o fator de necrose tumoral (TNF), o fator nuclear kappa beta (NF-kB),
a osteopontina (OPN), as interleucinas 8, 5 e 6 (IL-8, IL-5 e IL-6), as
endostatinas e a proteina quimiotatica de monécitos 1 ou citocina ligante 2
(MCP-1 ou CCL2).%3%782

As células mesoteliais, protagonistas desta resposta, secretam e liberam
imunomoduladores pré e anti-inflamatorios e fatores pré e anticoagulantes,
promovendo a angiogénese e a movimentacao de liquido, particulas e células
para o espaco pleural.®*®® J4 no microambiente tumoral, os macréfagos e os
linfécitos T sdo as células-chave, por liberarem uma quantidade significativa de
moléculas imunomoduladoras, embora as células malignas também sejam
produtoras de citocinas e mediadores vasoativos. 366265

Sabe-se, ainda, que existem reacBes em cadeia entre células pleurais,
células tumorais, vasos pleurais e o sistema imune, com evidéncias de que as
interacdes entre fatores do hospedeiro e fatores tumorais sejam determinantes
para a formacédo do derrame pleural maligno e seu diferente comportamento

em diferentes pacientes.?*%>3°

1.3 TRATAMENTO DO DERRAME PLEURAL MALIGNO

O tratamento especifico do derrame pleural maligno baseia-se em
fatores como expectativa de vida, sintomatologia e capacidade de
desempenhar atividades cotidianas, dependentes principalmente do estado
geral do paciente, do tipo histol6gico do tumor, de seu estagio e da perspectiva
de resposta aos tratamentos oncolégicos e & toracocentese inicial.?%%

De acordo com estes fatores podem ser utilizados diferentes métodos
terapéuticos como observacgdo clinica, toracocenteses recorrentes, drenagem
pleural, pleurodese através de dreno de tdrax ou procedimento cirdrgico,
cateteres pleurais de longa permanéncia ou shunt pleuroperitoneal.”® Os
objetivos restringem-se a controlar de forma duradoura o derrame, suprimir ou

ao menos aliviar os sintomas diretamente relacionados a sua presenca e re-



expandir o pulmao, preferencialmente com o procedimento mais simples, mais
rapido e de menor custo possivel.>*®

A drenagem com subsequente pleurodese quimica ainda € um dos
procedimentos mais utilizados na maior parte do mundo, indicada em casos
confirmadamente neoplasicos, sintomaticos ou recidivantes, causados por
tumores n&o responsivos ao tratamento oncologico, em pacientes com
sobrevida maior do que 2 a 3 meses.”'®%% A abrasdo ou instilacdo de
substancias esclerosantes na cavidade pleural determina uma importante
reacdo inflamatéria aguda das superficies pleurais resultando em intensa
fibrose e sinfise destes folhetos, prevenindo assim a recidiva do derrame.®®

No entanto, € um procedimento contra-indicado se ndo houver re-
expansdo pulmonar de pelo menos 50% apoOs toracocentese inicial ou
drenagem, bem como na presenca de outras condicbes relacionadas a
dispneia como linfangite carcinomatosa, obstrucdo brénquica ou
encarceramento neoplasico do pulméo.>*® Nestes casos, a colocagédo de um
cateter de drenagem pleural de longa permanéncia como o Pleurx® vem se
tornando o método de escolha, com bons resultados.>*°%®

Busca-se primordialmente melhor qualidade de vida, melhorando a
dispneia causada pelo acumulo de liquido. Entretanto, estes procedimentos
nao beneficiam todos os pacientes e, principalmente, ndo modificam a
evolucdo da doenca de base — o cancer.>*®

O tratamento oncolégico, por sua vez, pode incluir guimioterapia
destinada a reducdo do tumor e a absor¢ao do liquido pleural, porém sendo o
derrame pleural neoplasico uma manifestacdo de doenca maligna avancada e
sistemicamente disseminada, o tratamento é hoje considerado paliativo.®!94448

Diversos estudos de fase Il tentaram determinar qual, entre as diversas
combinac¢fes possiveis de quimioterapicos, seria a mais eficaz na reducao da
mortalidade de pacientes com cancer de pulméo localmente avancado ou
metastatico — estagio em que se incluem os portadores de derrame pleural

41,44-48

maligno. Entretanto, ndo foi possivel determinar um regime

quimioterapico padrdo e o0 consenso atual € que qualquer combinacdo
contendo uma platina (carboplatina ou cisplatina) e uma droga de segunda ou

terceira geracao (paclitaxel, vinorelbine, docetaxel, gemcitabina e irinotecano) é



igualmente eficaz, devendo a escolha ser baseada na preferéncia do médico e

no perfil do paciente,*®%4442

Aos intolerantes a platina pode ser oferecida uma Unica droga de
segunda ou terceira geracdo, porém habitualmente recomenda-se uma destas
drogas combinada a uma platina — desde 1995 considerado o tratamento de
primeira linha, com reducédo de 27% na mortalidade e melhora da qualidade de
vida.18'19'44'48

Sobre o derrame pleural maligno, os efeitos da quimioterapia ainda séo
incertos, porém novas drogas vém lentamente melhorando o prognéstico dos
pacientes com cancer de pulmdo, com efeitos promissores também em
pacientes com derrame pleural maligno.3**®

Trabalhos recentes vém ainda expandindo o papel de drogas
previamente indicadas apenas como terapia de manutencdo.’® O antifolato
pemetrexed, por exemplo, combinado a cisplatina, € hoje um dos tratamentos
de manutencdo para o cancer de pulméao de células ndo-pequenas localmente
avancado ou metastatico, assim como os inibidores seletivos da tirosina-
quinase.'*3**® Como agente Unico, vem sendo utilizado como segunda linha
para pacientes com carcinoma de células escamosas, sendo um agente
terapéutico promissor para pacientes com derrame pleural maligno por
adenocarcinoma, pois ndo ha comprometimento de sua eficacia e seguranca
em pacientes com derrame pleural. 13448

J& os inibidores seletivos da tirosina-quinase como gefitinibe, erlotinibe e
crizotinibe, que atuam sobre 0 EGFR, sdo atualmente indicados como terapia
de terceira linha para 0 mesmo grupo de pacientes ou, se a pesquisa da
guinase ALK for positiva e o paciente apresentar um tumor com EGFR mutado,

como primeira linha.*®3448

1.4 MODELOS EXPERIMENTAIS

Sabe-se que nem todos os tumores metastaticos para a pleura causam
derrame pleural maligno e que a evolugdo pode ser completamente distinta,

mesmo em pacientes com caracteristicas semelhantes e com tumores de tipos



histolégicos e em estagios semelhantes.>®?*% Partindo-se deste principio,
varios estudos ja foram realizados avaliando as caracteristicas tumorais
responsaveis pelo derrame pleural maligno e os mediadores do hospedeiro que
conduzem a eventos vasoativos justapleurais.®

Foram descobertas importantes interacdes entre células tumorais e
células inflamatorias, mesoteliais e endoteliais do microambiente pleural, ou
seja, entre o tumor e o hospedeiro.”>?** E, embora o completo papel destas
interacbes no desenvolvimento e na evolucdo do derrame pleural maligno
ainda seja objeto de pesquisa, sabe-se que sdo determinantes para sua
formacao e passiveis de inibicéo terapéutica.?*%8?

Esta patogénese foi mal compreendida durante muito tempo, mas houve
um progresso substancial nos udltimos anos, apdés o desenvolvimento de

modelos experimentais de neoplasia pleural.?*

Isto porque, até ha algum
tempo, a maioria dos modelos experimentais envolvia animais com pleura
normal, sobretudo para testar condutas paliativas como a pleurodese.?**° pPela
auséncia de doenca maligna, a avaliacdo da evoluc¢do natural do cancer de
pulméo, da interacdo neoplasia-hospedeiro, da resposta imunolégica ou de
possiveis terapias era expeculativa.®>® J4 com os modelos experimentais de
neoplasia pleural, foi possivel mimetizar a condicdo humana, com significativos
avancos na compreensao da patogénese do adenocarcinoma de pulméo, dos
mecanismos de formacéo do derrame pleural maligno decorrente do cancer de
pulmao, da disseminacg&o do tumor e de possiveis terapias-alvo.>>?

Véarios mediadores foram estudados, como o VEGF, por exemplo.?
Também conhecido como fator de permeabilidade vascular, este € um dos
principais fatores na formagéo do derrame pleural maligno, seja pelo aumento
da permeabilidade vascular ou por seu grande potencial angiogénico.®”®® Ao
estimular o crescimento de capilares e a neovascularizagdo da superficie
pleural inibe os mecanismos de defesa pleurais, permitindo que as células
malignas desenvolvam um ambiente rico em vasos para sua nutricao e, assim,
facilitando o crescimento do tumor e a formacao de implantes pleurais.®”%® Seu
bloqueio isolado com o uso de anticorpos anti-VEGF (bevacizumabe),
entretanto, ndo trouxe os resultados esperados questionando-se, por exemplo,

se outras alteragbes seriam predisponentes a metastase pleural ou



provocariam o derrame pleural maligno, e se outras terapias-alvo teriam
impacto favoravel em pacientes com derrame pleural maligno.?!3438:66-82

Em 2006, Stathopoulos e colaboradores desenvolveram e
caracterizaram um modelo experimental animal de derrame pleural maligno,
injetando  1,5x10° células de Lewis diretamente no espaco pleural de
camundongos C57BL/6 — um protétipo de camundongo imunocompetente que
permite o implante destas células especificas.?* Provenientes de um
adenocarcinoma de pulmdo que surgiu espontaneamente nestes
camundongos, as células de Lewis ou LLC (Lewis Lung Cancer) tem curto
tempo de duplicacdo in vitro e in vivo, porém comportamento biologico
agressivo.” Quando inoculadas nestes camundongos d&o origem a
adenocarcinomas de pulmédo e derrame pleural maligno semelhante aos dos
seres humanos — exsudato com celularidade semelhante e com altos niveis de
proteinas, desidrogenase latica (DHL) e VEGF.*

Trata-se de um modelo altamente reprodutivel, uma vez que utiliza
animais imunocompetentes, que cursam com derrame pleural maligno
semelhante ao dos seres humanos em 14 dias e com desfechos reprodutiveis,
podendo ser também utilizado para estudar a influéncia de fatores tumorais e
do hospedeiro especificos sobre a patogénese do derrame pleural maligno, e
para avaliar novas estratégias terapéuticas.*%

Estudos recentes com este modelo vém demonstrando a possibilidade
de se obter um microambiente menos permissivo para o desenvolvimento do
derrame pleural maligno com drogas conhecidas, administradas na primeira
evidéncia de doencga pleural maligna, por outras vias ou combinadas a outros
quimioterapicos.?3? Sugere-se, inclusive, que a supressdo simultanea de
multiplas vias de disseminacdo seria um direcionamento terapéutico vantajoso.
No entanto, a sobrevida maxima dos animais neste modelo é de apenas 17
dias, o que impede a avaliagdo mais criteriosa dos resultados e de outros

possiveis desfechos.?*%
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2. OBJETIVOS

Partindo-se do principio que o cancer de pulmdo de células nao-

pequenas tem varias vias de propagacédo e varios mediadores atuantes e que

as abordagens mais promissoras para 0 seu tratamento sdo drogas com

multiplos alvos ou terapias-alvo combinadas, principalmente em pacientes com

multiplas variaveis como os portadores de derrame pleural maligno, objetivou-

Se:

Estudar a fisiopatologia do derrame pleural neoplasico decorrente do
cancer de pulmdo em modelo animal de neoplasia pleural com células
de Lewis, bem como a configuracdo deste modelo utilizando diferentes
concentracfes de células, a fim de estabelecer um modelo com maior
sobrevida;

Analisar o comportamento deste modelo experimental com terapias-alvo
administradas isoladamente ou em combinac¢do por via intrapleural em
diferentes fases da doenca pleural maligna, estudando parametros
bioguimicos, imunolégicos e celulares no liquido pleural e alteracbes
histologicas em érgaos passiveis de acometimento metastatico;

Avaliar a acdo das terapias-alvo sobre os implantes tumorais da
cavidade pleural, através de marcacao imunohistoquimica e expressao
génica;

Avaliar a frequéncia de mutacdes de EGFR e KRAS em uma linhagem

tumoral de adenocarcinoma utilizada em modelos experimentais.
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3. CASUISTICA E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério de Pleura do Instituto do Coracao
(InCor), ap0s aprovacéo pelo Comité de Etica e Pesquisa (CAPPesq) e Comité
de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sdo Paulo (FMUSP) — nimero 0628/09.

Para o seu desenvolvimento foi utilizado modelo animal de neoplasia
pleural com camundongos C57BL/6 e células de Lewis — LLC (Lung Lewis
Carcinoma).?*?8

Os camundongos C57BL/6 (Figura 1), machos, com idade de 6 a 8
semanas e peso entre 20 e 25 gramas, foram provenientes do Biotério Central

da FMUSP (Séao Paulo/Brasil).

Figura 1 — Camundongo C57BL/6 (Fonte: SDC/FMUSP)

As células LLC (Figura 2) foram adquiridas do banco de células

American Type Culture Collection — ATCC (Virginia/Estados Unidos).

Figura 2 — Células LLC (Fonte: Sonidel Limitada)
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3.1 MODELO EXPERIMENTAL DE NEOPLASIA PLEURAL INDUZIDO
COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE CELULAS NEOPLASICAS

Para esta fase foram utilizados 130 camundongos C57BL/6 divididos em
3 grupos de 40 animais e 1 grupo de 10 animais, da seguinte forma (Figura 3):

e Grupo A (modelo experimental descrito na literatura): desenvolvimento
de neoplasia pleural com 1,5x10° células LLC;

e Grupo B: desenvolvimento de neoplasia pleural com 0,5x10° células
LLC;

e Grupo C: desenvolvimento de neoplasia pleural com 0,1x10° células
LLC;

e Grupo D: inje¢@es intrapleurais de solucao fisioldgica 0,9%.
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células LLC (10)
D 07 (10)
D 14 (10)
D 21 (10)
B Sobrevida
(10)
células LLC
D 07 (10)
D 14 (10)
c D 21 (10)
Sobrevida
0,1x 10° (10)
= células LLC
v
D + T D 21 (10)
(10) SF

Figura 3 — Modelo experimental de neoplasia pleural induzido com
diferentes concentracdes de células neoplasicas, sendo (A) com 1,5x10°,
(B) com 0,5x10° e (C) com 0,1x10° células LLC (40 animais por grupo).

t Eutanasia aos 7, 14 e 21 dias (D7 / D14 / D21) ap6s o desenvolvimento da
neoplasia pleural, ou 6ébito espontaneo (sobrevida). Grupo D = solucao fisiologica
(SF) intrapleural em 10 animais, eutanasiados aos 21 dias (D21)



Para a inducdo da neoplasia, apés anestesia por injecao intraperitoneal
de 35mg/kg de ketamina (Cristélia, Sdo Paulo/Brasil) e 5mg/kg de xylazina
(Bayer, Sao Paulo/Brasil), os camundongos foram posicionados em uma mesa
cirirgica e a pele da regido toracica foi limpa com éalcool a 70% (Rioquimica,
Séo Paulo/Brasil). Foi entdo inserida uma agulha de calibre 23 (23-G) na regiédo
toracica direita, para injecdo intrapleural por diferenca de presséao de 0,5mL de
solucdo contendo células neoplasicas em diferentes concentracdes — 1,5x10°
células LLC no grupo A (semelhante ao modelo animal de neoplasia pleural
descrito na literatura),?**® e 0,5x10° e 0,1x10° células LLC, respectivamente,
nos grupos B e C. Terminada a instilagdo, todo o sistema foi imediatamente
removido, para prevenir a entrada de ar inadvertidamente na cavidade pleural.

No grupo D, 10 animais foram igualmente submetidos a injecfes
intrapleurais de solucao fisiolégica, para mimetizar o procedimento realizado

nos demais grupos.

Andlise de peso, mobilidade e sobrevida

Os animais tiveram livre acesso a agua, receberam alimentacdo
apropriada e foram diariamente pesados (em gramas), com analise diaria de
atividade e de mortalidade. Para esta andlise de atividade, foi utilizado um
escore subjetivo de mobilidade de 0 a 3, sendo 0 = normal e 3 = imobilidade.

Para a curva de sobrevida, observou-se a taxa diaria de mortalidade em
todos os grupos, com anotacdo do tempo maximo de vida apds o implante de

células de Lewis.

Eutanésia e coleta de amostras

Nos grupos A, B e C, 10 animais de cada grupo foram submetidos a
eutanasia aos 7 (D7), 14 (D14) e 21 dias (D21) apGs o desenvolvimento da
neoplasia pleural e os 10 animais restantes foram mantidos em observacao até
0 Obito espontaneo, para analise da curva de sobrevida. No grupo D, os 10

animais foram eutanasiados ao fim do estudo, aos 21 dias.



Os camundongos foram anestesiados e submetidos a incisdo abdominal
em regido mediana avaliando-se a presenca ou ndo de liquido na cavidade
pleural e abdominal. Apés, foram eutanasiados através de exsanguinacao,
retirando-se 0 sangue por puncdo de aorta abdominal com agulha 23-G.
Quando presente, o liquido pleural foi coletado por puncéo transdiafragmatica
da cavidade pleural com agulha 23-G, para quantificacdo volumétrica e
posterior andlise. A seguir, o torax foi removido em bloco e os pulmdes
expandidos e fixados em formol a 10% em temperatura ambiente, juntamente

com rins, figado e baco.

Andlise histoldgica

Depois de 24 horas em formaldeido, o torax foi aberto através de
incisdes longitudinais, para exposicao e analise da cavidade pleural (exame
macroscopico). Foram entdo coletados fragmentos de parede toracica (pleura
parietal), pulmdes, coracéo, rins, figado e baco e fixados em formalina neutra
tamponada a 10% durante 24 horas. Posteriormente, os tecidos foram
embebidos em parafina, e cortes de 5-um de espessura foram montados em
laminas de vidro e corados com hematoxilina e eosina (H&E) para posterior

andlise histologica.

Andlises bioquimicas e citologia

Uma aliquota de liquido pleural colhida em tubo sem adicdo de
anticoagulante foi submetida a dosagens de proteinas totais e desidrogenase
latica (DHL) em aparelho semi-automatico (método do biureto e UV cinético,
respectivamente), através de kits comerciais (Wiener, Roséario/Argentina).

Amostras de liquido pleural acondicionadas em tubos contendo
anticoagulante acido diaminoetiltetracético (EDTA) foram submetidas a
avaliacao citoldgica através de aparelho automatizado e manualmente (laminas
coradas com Leishman para confirmacao do diferencial celular e avaliacao de
células neoplasicas na amostra). Realizou-se contagem total de células e

diferencial de leucodcitos.



3.2 AVALIACAO DE TERAPIAS-ALVO EM NEOPLASIA PLEURAL
EXPERIMENTALMENTE INDUZIDA

Nesta fase, foram utilizados 240 camundongos C57BL/6, divididos da
seguinte forma (Figura 4):
e Grupo 1 (sem tratamento) = 60 animais com doenca pleural maligna
nao-tratados;
e Grupo 2 (com tratamento) = 180 animais com doenga pleural maligna
tratados, sendo 60 camundongos tratados com anti-VEGF intrapleural
(2A), 60 com anti-EGFR (2B) e 60 com anti-VEGF e anti-EGFR (2C).

D 07 (10)
D 10 (10)
D 03
1 + D07 D 14 (10)
(V3 D 10 D 21 (10)
Sobrevida
60 5 D14
(60) 0,5x 10 (20)
células LLC SFE
D 07 (10)
g 83 D 10 (10)
+ -+ D 10 D 14 (10)
D 14 D 21 (10)
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Anti-VEGF (20)
\ D 03 D 07 (10)
D 07 D 10 (10)
+ D 10 D 14 (10)
D 14 D 21 (10)
Sobrevida
Anti-EGFR (20)
N D 07 (10)
' B 83 D 10 (10)
-+ D 10 D 14 Elog
D 21 (10
(60) D14 Sobrevida
Anti-VEGF + Anti-EGFR (20)

Figura 4 — Modelo de estudo de terapias-alvo em neoplasia pleural
experimentalmente induzida. Grupo 1 (sem tratamento) = solucéo fisiolégica
(SF) intrapleural no terceiro (D3), sétimo (D7), décimo (D10) e décimo-quarto

(D14) dia apos a inoculacéo de células LLC. Grupo 2 (com tratamento) =
animais em tratamento intrapleural, sendo (A) com anti-VEGF, (B) com anti-
EGFR e (C) com anti-VEGF + anti-EGFR, no terceiro (D3), sétimo (D7), décimo
(D10) e décimo-quarto (D 14) dia apos a inoculacéo de células LLC.

* Eutanéasia aos 7, 10, 14 e 21 dias (D7 / D10/ D14 / D21) ap6s o
desenvolvimento da neoplasia pleural, ou 6bito espontaneo (sobrevida)



Para o desenvolvimento da neoplasia pleural, apds anestesia por injecao
intraperitoneal de 35mg/kg de ketamina (Cristalia, S&o Paulo/Brasil) e 5mg/kg
de xylazina (Bayer, S&o Paulo/Brasil), os camundongos foram posicionados em
uma mesa cirurgica e a pele da regido toracica foi limpa com alcool a 70%
(Rioquimica, Brasil). Foi entdo inserida uma agulha 23-G na regido toracica
direita, para injecéo intrapleural por diferenca de pressao de 0,5mL de solucdo
contendo 0,5x10° células LLC, com remoc&o imediata de todo o sistema.

A escolha desta concentracdo de células foi baseada nos resultados da
primeira parte deste estudo, pela melhor sobrevida dos camundongos com
neoplasia pleural induzida com 0,5x10° células LLC, em comparac&o com o
modelo experimental descrito na literatura, utilizando 1,5x10° células
(Apéndice).

No grupo 1 (sem tratamento), 60 animais receberam injecOes
intrapleurais de solucéo fisioldégica no terceiro (D3), sétimo (D7) décimo (D10) e
décimo quarto (D14) dia apds o desenvolvimento da neoplasia pleural (implante
das células de Lewis), a fim de mimetizar os procedimentos realizados nos
demais grupos. Estas injecdes foram realizadas inserindo-se uma agulha 23-G
no espaco pleural direito para injecdo de 0,5mL de solucéo fisiolégica 0,9% por
diferenca de pressao, semelhante a injecéo de células neoplasicas.

No grupo 2 (com tratamento), 180 animais receberam tratamento com
anti-VEGF, anti-EGFR ou ambos, através de procedimento semelhante a
injecdo de células neoplasicas anteriormente descrito. No grupo 2A (anti-
VEGF), no terceiro (D3), sétimo (D7), décimo (D10) e décimo quarto (D14) dia
apos o desenvolvimento da neoplasia pleural, os animais foram submetidos a
injecdo intrapleural de 15mg/kg (0,375mg) do anti-VEGF bevacizumabe
(Avastin®, Roche, Basileia/Suica). No grupo 2B (anti-EGFR), no terceiro (D3),
sétimo (D7), décimo (D10) e décimo quarto (D14) dia apds o desenvolvimento
da neoplasia pleural, os animais foram submetidos a injecéo intrapleural de
400mg/m?> (2,8mg) do anti-EGFR cetuximabe  (Erbitux®, Merck,
Darmstadt/Alemanha). No grupo 2C (anti-VEGF + anti-EGFR), no terceiro (D3),
sétimo (D7), décimo (D10) e décimo quarto (D14) dia apds o desenvolvimento
da neoplasia pleural, os animais foram submetidos a injecao intrapleural de

15mg/kg do anti-VEGF bevacizumabe e 400mg/m? do anti-EGFR cetuximabe.



Andlise de peso, mobilidade e sobrevida

Os animais tiveram livre acesso a &gua, receberam alimentacdo
apropriada e foram diariamente monitorados, com analise de atividade e peso
(em gramas) nos tempos de 7, 14 e 21 dias.

Para a analise de atividade, foi utilizado um escore subjetivo de 0 a 4,
sendo 0 = normal e 4 = imobilidade.

Para a curva de sobrevida observou-se a taxa diaria de mortalidade,
com anotacao do tempo maximo de vida apos o implante de células de Lewis.
Vinte animais de cada grupo foram mantidos em observacdo até o Obito
espontaneo. De acordo com o grupo, foram igualmente submetidos a injecdes
intrapleurais de solucao fisiolégica ou medicamentos no terceiro (D3), sétimo
(D7), décimo (D10) e décimo quarto (D14) dia apds o desenvolvimento da
neoplasia pleural, com controle de atividade e peso semanalmente, e
observacéo diaria para anotacdo do tempo méaximo de vida apés o implante de

células de Lewis.

Eutanasia e coleta de amostras

No sétimo (D7), décimo (D10), décimo-quarto (D14) e vigésimo-primeiro
(D21) dia ap6s o desenvolvimento da neoplasia pleural, 10 animais de cada
grupo foram anestesiados e submetidos a incisdo abdominal em regido
mediana, avaliando-se a presenca ou ndo de liquido na cavidade pleural e
abdominal. Apés esta avaliacdo foram eutanasiados através de exsanguinacao,
coletando-se o sangue por punc¢ao de aorta abdominal com agulha 23-G para
posterior analise. Quando presente, o liquido pleural foi coletado por puncéo
transdiafragmatica da cavidade pleural com agulha 23-G para quantificacao
volumétrica e posterior analise.

A seguir, o torax foi removido em bloco e os pulmbes expandidos e
fixados em formol a 10% e temperatura ambiente. Apds 24 horas, foi realizado
0 exame macroscopico da cavidade pleural e amostras de pleura visceral e

parietal foram preparadas para analise microscopica, bem como fragmentos de



pulméo, coracao, figado, rim, baco para verificacdo de possiveis implantes
tumorais.

Os tumores obtidos durante o procedimento de necropsia (massas)
foram divididos da seguinte forma:

e Uma parte foi congelada em nitrogénio liquido e armazenada a -80
graus Celsius (—80°C) para seu posterior estudo molecular;

e Uma segunda parte foi fixada em formalina tamponada a 10% por um
periodo varidvel de 4 a 16 horas para posterior estudo histolégico,
imunohistoquimico e reacdo do TUNEL;

e Uma terceira parte (aproximadamente 2 a 3mm) foi fixada em tampéo de
glutaraldeido a 2% e acondicionado para posterior estudo de

microscopia eletronica.

Andélise de sangue e liquido pleural

Amostras de sangue e de liquido pleural acondicionadas em tubos
contendo anticoagulante EDTA foram submetidas a avaliagdo hematologica e
citologica através de aparelho automatizado (painel completo) e manualmente
(laminas coradas com Leishman para confirmacdo do diferencial celular e
avaliacdo de células neoplasicas na amostra).

Adicionalmente, uma fracdo do liquido pleural foi centrifugada e
posteriormente submetida a andlise dos niveis de IL-6, TNF-a, EGF e VEGF
por técnica imuno-enzimatica (ELISA) de captura (R&D System,
Minnesota/Estados Unidos), conforme Anexo, Tabela 1.

Para tal, placas com 96 pocos (Costar/Corning, Massachusetts/Estados
Unidos) foram sensibilizadas com 100uL de anticorpo monoclonal e incubadas
a 4°C por 18 horas. Para evitar ligacGes inespecificas a placa foi bloqueada
com 300uL de solucédo de bloqueio (BSA 2%) e incubada a 37°C por 2 horas.
Apos, foi adicionado 100uL por poco das amostras e dos padrdes diluidos
previamente em PBS; e em dois pocos, colocado somente PBS para
caracterizacado do branco. A placa foi incubada a 4°C por 18 horas com adicdo

de 100uL do anticorpo conjugado (biotinilado) na concentracdo estabelecida e



incubacdo a 37°C por 3 horas. Posteriormente, foram adicionados 100uL de
Streptavidina HRP (1:250) por poco, com incubacgdo a 37°C por 30 minutos. A
cada etapa a placa foi lavada com tampéao de lavagem (PBS + Tween 20) por 6
vezes.

A revelacao foi realizada através da adicdo de 100uL por poco da
solugdo de revelagdo (H,O, + Tetrametilbenzidina), incubando-se a 37°C por 5
a 60 minutos, de acordo com cada citocina. A reagao foi interrompida com 50puL
por poco de H,SO,4 30%, agitando-se lentamente, e a leitura foi feita em leitor
de ELISA PowerWave® (BioTek, Vermont/Estados Unidos) utilizando filtro de
450nm.

Uma aliquota de liquido pleural colhida em tubo sem adicdo de
anticoagulante foi submetida a dosagens de proteinas totais e desidrogenase
latica (DHL), com kit de reacao bioguimica (Wiener, Santa Fé/Argentina).

Para andlise do DHL, 20uL de cada amostra foi adicionado a 1mL do
reagente especifico com pré-incubacdo em banho-maria a 37° C por 15
minutos. ApGs este periodo, a solugcdo foi homogeneizada em vortex por 30
segundos e submetida a leitura cinética em aparelho bioquimico semi-
automatico Quick-Lab® (BioTécnica, Minas Gerais/Brasil), utilizando-se o
comprimento de onda de 340nm.

A dosagem de proteinas totais foi realizada com adicdo de 3,5mL do
reagente EDTA/Cu a 50uL de liquido pleural, pré-incubado em banho-maria a
37° C por 15 minutos. Apés, as amostras foram submetidas a leitura em
aparelho bioquimico semi-automatico Quick-Lab®, utilizando-se o comprimento
de onda de 540nm.

Andlise histologica

Amostras teciduais foram coradas por H&E e avaliadas qualitativa e
semi-quantitativamente para indices como infiltrado inflamatério em
parénquima pulmonar, tumores em pleura visceral, pleura parietal, diafragma e

coracao (musculo cardiaco e pericardio), esteatose hepatica, alteracdes renais



e esplénicas. Estes indices foram graduados de 0 a 4, de acordo com sua
extensédo e severidade.

O grau de disseminagédo metastatica foi avaliado em amostras teciduais
de coracao (musculo cardiaco e pericardio), diafragma, pulmdes, peritonio, rins,
baco e figado, os locais mais frequentemente acometidos por possiveis

implantes (metastases).

3.3 ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA EM NEOPLASIA PLEURAL
EXPERIMENTALMENTE INDUZIDA

Cortes histolégicos de 3um de espessura contendo amostras
representativas de tumores pleurais de animais nao-tratados e tratados foram
submetidos a analise imunohistoquimica para identificacdo do fator de
crescimento epidérmico (EGF) e do fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF), bem como para determinacdo de atividade mitética (PCNA -

Proliferating Cell Nuclear Antigen).

Reacdo do TUNEL para apoptose

A identificacdo de apoptose nos nucleos de células tumorais de animais
nao tratados e tratados foi realizada pelo teste de TUNEL (Terminal
deoxyribonucleotide Transferase-mediated Nick-End Labeling).

Este procedimento baseia-se na presenca de clivagem do DNA
gendmico durante a apoptose e, assim, permite diferenciar a apoptose da
necrose e das clivagens primarias de DNA induzidas por drogas citostaticas ou

por irradiacao.
Histomorfometria
A quantificacdo histomorfométrica da expressdo dos marcadores VEGF

e EGF foi realizada através da analise de cinco diferentes campos

randomicamente selecionados em aumento de 400X, utilizando um analisador



de imagem acoplado ao microscépio. O sistema consiste de uma camera
Olympus-5 acoplada a um microscopio Olympus, a partir do qual as imagens
séo visualizadas no monitor e avaliadas em um sistema digital de imagens
(Software Image Pro-Plus 6.0). Foi utilizado o calculo da area marcada
positivamente e negativamente dos cinco diferentes campos de cada imagem.
Para avaliagéo de TUNEL e PCNA foi realizado um escore no qual foram
consideradas as marcag0des positivas, avaliando extenséo e severidade (0 — 4),

com o resultado final apresentado através da multiplicacdo destes fatores.

3.4 MICROSCOPIA ELETRONICA

Fragmentos de tumor fixados em tampao de glutaraldeido 2% e pés-
fixados em 1% de OsO4 foram lavados durante a noite em solugcéo salina a
0,9% contendo uranila e sacarose e, finalmente, embebidos em Epon. Para
cada caso, 3 a 5 fragmentos do tumor foram seccionados a 1 micrémetro e
selecionados por microscopia optica.

Seus respectivos blocos embebidos em Epon foram seccionados a 55 a
60nm, corados com acetato de uranila e citrato de chumbo e finalmente

examinados com um microscopio eletrénico JEOL JEM — 1010.

3.5 AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA DE VEGF, EGF, KRAS E ALK
EM MODELO EXPERIMENTAL DE NEOPLASIA PLEURAL

Para avaliacdo da expressdo génica de VEGF, EGF, KRAS e ALK foi
extraido RNA do tumor utilizando o kit Rnase Microarray Tissue (Qiagen,
Renania do Norte/Alemanha).

Para tal procedimento, 1mL de QIAzol foi acrescentado as amostras de
tecido neoplasico (massas decorrentes de implantes de células LLC) e o
material homogeneizado foi transferido para um tubo de 1,5mL, incubado em
temperatura ambiente por 5 minutos, com adicdo de 0,2mL de cloroférmio. Esta

solugéao foi homogeneizada por inversdo e mantida em temperatura ambiente



por 3 minutos, sendo posteriormente submetida a centrifugacdo de 12.000rpm
por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa resultante foi transferida para um novo
tubo contendo 0,6mL de etanol a 70%. Desta solugédo, 0,7mL foi transferido
para uma coluna de separacéao contendo um tubo coletor, sendo centrifugada a
10.000rpm por 15 minutos em temperatura ambiente. Este procedimento foi
realizado novamente com o restante da solugéo. Apdés, adicionou-se 0,5mL do
tampdo RW1 (provido com o kit) a coluna de separacao, que foi centrifugada,
acrescida de 0,5mL do tampao RPE (provido com o kit) e novamente
centrifugada. Foi entdo acrescentada 120uL de agua RNAse free e
centrifugado a 10.000rpm por 1 minuto.

A leitura do material obtido foi feita com uso do espectrofotbmetro
Thermo Scientific NanoDrop 2000c, acoplado a um notebook AB — Applied
Biosystems. E 0 RNA obtido foi, entdo, processado para obtencdo do cDNA
utilizando o kit SuperScript Il First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen,
Califérnia/Estados Unidos), com todos os reagentes fornecidos no kit.

Para tal, & 100ng/uL de RNA foi adicionado 1uL de Oligo(dT), 1uL de
Annealing buffer e 8uL de 4gua RNase/DNase free, incubados a 65° C por 5
minutos, com adicdo de 10ulL First-Strand Reaction Mix e 2ul de Enzima Mix. O
material foi homogeneizado e incubado por 50 minutos a 50° C e, apds, o
cDNA foi armazenado a -20° C.

Para a reacdo em cadeia da polimerase real time (PCR-RT), foi utilizada
uma solucdo de 625uL de RT? YBR Green Mastermix (Qiagen, Renania do
Norte/Alemanha), 525ulL de dgua RNAse free e 25uL de cada primer (forward e
reverse), de acordo com Anexo, Tabela 2.

Na placa de PCR, adicionou-se 1uL do cDNA obtido com a solugéo
contendo os primers, centrifugando-se a 1000rpm e 4°C por 1 minuto e, entao,
colocando-se no ciclador da Applied Biosystems, modelo 7500. Para a PCR-
RT, o equipamento foi ajustado com 1 ciclo de 10 minutos a 95°C, 50 ciclos de
15 segundos a 95°C, e 1 minuto a 60°C. E, apés os 50 ciclos, foi realizada uma
curva de dissociagdo (melting curve) com resultados exportados para uma

planilha do Excel e analisados utilizando o modelo matematico 24T,



3.6 AVALIACAO DA FREQUENCIA DE MUTACOES DO EGFR E DO
KRAS EM MODELO EXPERIMENTAL DE NEOPLASIA PLEURAL

Para a avaliacdo das mutacOes foi realizado o sequenciamento dos
exons 18, 19, 20, 21 e 22 do gene do EGRF, e do exon 2 do gene KRAS.

As regides de interesse foram primeiramente amplificadas por PCR
utilizando primers e mix de rea¢gdes conforme Anexo, Tabelas 3 e 4.

Todas as reacdes foram amplificadas utilizando 1 ciclo de 2 minutos a
95°C, 40 ciclos de 30 segundos a 95°C e 30 segundos a 55°C, e 1 ciclo de 5
minutos a 72°C.

ApG@s, os produtos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
2% para verificacdo de presenca de amplificacdo e se estas apresentavam o
tamanho em pares de base esperado. Em seguida, foram purificadas para a
eliminacdo de primers e dNTPs néo incorporados (lllustra ExoProStar, GE
Healthcare), a 37°C por 15 minutos, seguido de um passo de inativacdo da
enzima a 80°C por 15 minutos.

As amostras purificadas foram sequenciadas através de eletroforese
capilar utilizando a técnica de Sanger no equipamento 3500xL Genetic
Analyzer, com reagentes e volumes descritos no Anexo, Tabela 5.

No termociclador foram realizados 1 ciclo de 2 minutos a 96°C, 25 ciclos
de 10 segundos a 96°C, 5 segundos a 55°C e 1 minuto a 60°C, e 1 ciclo de 5
minutos a 72°C. Em seguida, as reac¢des foram purificadas por precipitacdo
com etanol e EDTA 125mM, seguida por uma precipitacdo com etanol 70% e,
posteriormente, colocadas em banho seco a 96°C por 3 minutos, para a total
evaporacao do etanol. Foram entdo suspensas em 10uL de Hi-Di Formamide
(Thermo Fisher), desnaturadas em banho seco a 96°C por 3 minutos e
submetidas a eletroforese utilizando capilar de 50cm e POP-7 (Thermo Fisher).

Os dados obtidos foram analisados através do Software Geneious 8.1,
comparando a sequéncia obtida com a sequéncia referéncia de cada um dos

genes sequenciados.



3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a anélise descritiva demonstrada através de
meédia e desvio padrao para cada um dos parametros avaliados.

Para andlise comparativa utilizou-se o teste ANOVA one-way seguido de
um teste de multiplas comparacdes.

Na andlise de sobrevida foram feitas comparacdes entre as curvas pelo
teste estatistico de Kaplan-Meier, e os sobreviventes foram comparados por
meio de teste de log-rank.

Todos os procedimentos estatisticos foram realizados com ajuda do
software para Windows SPSS, versao 9.0 (lllinois/Estados Unidos) e com o
programa SigmaStat 3.1 (Systat, Califérnia/Estados Unidos), com nivel de

significancia estatistica fixado em p < 0,05.
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4. RESULTADOS

41 MODELO EXPERIMENTAL DE NEOPLASIA PLEURAL INDUZIDO
COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE CELULAS NEOPLASICAS

ApGs a injecao intrapleural de diferentes concentragdes de células LLC
(grupos A, B e C), todos os animais desenvolveram neoplasia pleural, com
implantes tumorais e derrame pleural maligno, porém com diferencas entre os
grupos de acordo com o tempo e o estagio da doenca (Apéndice).*®

Todos o0s animais apresentaram emagrecimento evolutivo apdés o
desenvolvimento da neoplasia pleural, bem como reducdo progressiva de
atividade / mobilidade. Isto foi bastante evidente no grupo A, que apresentou
reducdo de peso e mobilidade ja no 14° dia, notadas somente apés 21 dias nos
demais grupos (p < 0,05).

A carcinomatose pleural foi letal apés o implante de células de Lewis,
com sobrevida maxima de 19 dias no grupo que recebeu maior concentracéo
de células LLC (grupo A), 25 dias no grupo B (0,5x10°) e 27 no grupo C
(0,1x10°), conforme Figura 5.
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Figura 5 — Avaliacdo do tempo de sobrevida ap6és inducdo de neoplasia
pleural com 1,5 (grupo C), 0,5 (grupo B) e 0,1x10° (grupo A) células LLC



O liquido pleural foi mensurado aos 7, 14 e 21 dias. O volume foi
aumentando significativamente de acordo com o tempo e a concentragao de
células LLC instiladas (p < 0,05). O grupo C apresentou derrame pleural
somente apos o0 14° dia, em poucos animais, enquanto o grupo A foi avaliado
somente até o 14° dia, pois 0s animais sobreviveram apenas até o 19° dia, ndo
sendo possivel realizar a Gltima medida (21° dia).

O liquido foi macroscopicamente hematico, posteriormente caracterizado

como um exsudato mononuclear (Figura 6).
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Figura 6 — Volume, total de células e parametros bioquimicos do liguido
pleural de camundongos submetidos a inducéo de neoplasia pleural com
1,5 (grupo C), 0,5 (grupo B) e 0,1x10° (grupo A) células LLC (* p < 0,05, ** p

< 0,001, ** p < 0,001 entre os grupos e # p < 0,05 entre 0s grupos)

A contagem total de células no liguido pleural aumentou
progressivamente, sendo mais evidente nos casos induzidos com maiores

concentracbes de células LLC (Figura 6). A analise citolégica diferencial



revelou um infiltrado inflamatério misto com células malignas intercaladas, e as
células inflamatorias foram predominantemente células mononucleares (60%) e
linfécitos (20%), com apenas 10% de neutrdfilos.

Exceto no grupo C (0,1x10°) aos 7 dias, em que poucos animais tinham
liquido pleural para analise, a dosagem de DHL no liquido pleural foi maior em
propor¢cédo ao tempo de estudo (p < 0,001) e a concentracéo de células LLC
injetadas (p < 0,05), enquanto os niveis de proteinas foram semelhantes entre
os grupos (Figura 6).

Os implantes tumorais pleurais foram observados mais precocemente
nos grupos que receberam maior concentracdo de células LLC, assim como a
presenca de tumores soltos no espaco pleural a partir do 7° dia. Tumores
soltos sdo grandes tumores pleurais formando pontes entre o parénquima
pulmonar e a caixa toracica e infiltrando estruturas anatdomicas vizinhas,
incluindo parede toracica, mediastino e diafragma. Isto foi mais evidente no
grupo A (1,5x10°), que apresentou numerosos implantes tumorais em pleura
visceral e pleura parietal 7 dias apos a injecdo das células neoplasicas. No
grupo B (0,5x10°), neste dia, observamos alguns implantes dispersos, mas a
implantacéo foi mais pronunciada no 14° dia. No grupo C, os implantes foram
observados somente apds 14 dias (Figura 7).

Em alguns animais, houve infiltracdo neoplasica do parénquima
pulmonar, porém sem correlagdo com a concentracdo de células neoplasicas
utilizadas na inducdo da neoplasia pleural ou o tempo de exposicdo. No
entanto, com exceg¢éo do grupo C no 7° dia, houve inflamag&o do parénquima
pulmonar em todos os grupos, em todas as amostras avaliadas.

A avaliacdo histolégica do pericardio e do muasculo cardiaco mostrou
implantes tumorais ja no 7° dia ap6s a injecdo de 1,5x10° células LLC, com
progressao ao longo do tempo. Nas outras concentragcdes, foram observados

poucos implantes tumorais cardiacos durante o estudo (Figura 8).
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Figura 7 — Histologia de pleura, pulméo e diafragma de camundongos
submetidos a injecdo intrapleural de células LLC, sendo (A) pleura e
parénquima pulmonar 7 dias apés a injecdo de 0,1x10° células, (B) implante na
pleura visceral 7 dias ap6s a injecdo de 0,5x10° células (setas), (C) implante
em pleura visceral 14 dias apés a injecéo de 0,5x10° células (setas), (D)
implante na pleura visceral 14 dias ap6s a injecdo de 1,5x10° células (*), (E)
invasdo tumoral de diafragma 14 dias ap6s a injecdo de 1,5x10° células (*) e
(F) massa 21 dias ap6s a injecdo de 1,5x10° células LLC (*). P = pulmdo e D =

diafragma



Figura 8 — Histologia de outros 6rgédos de camundongos submetidos a
injecao intrapleural de células LLC, sendo (A) implante em pericérdio 7 dias
apos a injecdo de 1,5x10° células (setas), (B) células neoplésicas infiltrando o

miocéardio 14 dias apds a injecéo de 1,5x10° células (*), (C) figado normal 7
dias apds a injecéo de 0,5x10° células, (D) figado com esteatose 14 dias apds
inducdo da neoplasia (triangulos), (E) e (F) rins com esteatose tubular 7 e 14

dias apo6s inducéo da neoplasia (triangulos) e (G) e (H) hiperplasia esplénica

7 e 14 dias ap0s inducdo da neoplasia (circulos)



N&o houve alteracBes histoldgicas relevantes em amostras de rins,
porém houve hiperplasia da polpa branca do baco em todos os grupos, mais
evidente nos grupos A e B. Nestes dois grupos, também foram observados
focos de micro-esteatose hepatica apos o 14° dia (Figura 8).

No grupo sem doenca (D), que recebeu solucéo salina intrapleural, ndo
houve acumulo de liquido pleural, achado de tumoracfes, perda de peso,
reducdo de mobilidade, 6bito espontaneo ou alteracdes histoldgicas.

42 ESTUDO DE TERAPIAS-ALVO EM NEOPLASIA PLEURAL
EXPERIMENTALMENTE INDUZIDA

Todos 0s animais apresentaram emagrecimento progressivo ap0s o
desenvolvimento da neoplasia pleural (implante das células LLC), porém nao
houve diferenca significativa entre os animais n&o tratados e tratados (Tabela
6).

Tabela 6 — Controle de peso (g) dos camundongos submetidos a injecédo de
LLC com e sem tratamento

Sem Com tratamento
Tempo p
tratamento  Anti-VEGF (A) Anti-EGFR (E) (A) + (E)
07 dias 241 +20 241+ 0,6 246+ 1.3 23,1+16 0,181
10 dias 234+1.1 239+10 250+1.3 23,2+14 0,178
14 dias 228+ 25 23,4+1,8 243104 23,2+1,0 0,684
21 dias 18,5+0,78* 19,7 + 0,8* 19,8 + 2,0* 19,5 + 0,5* 0,353

p 0,024 0,038 0,026 0,032

* diferenca entre os tempos

Houve reducéo progressiva de atividade / mobilidade, bastante evidente
e sem diferenca entre os grupos no 21° dia da doenca (Tabela 7). Entretanto,

0S animais tratados com anti-EGFR e com anti-VEGF + anti-EGFR, no 10° e no



14° dias, estavam significativamente mais ativos do que 0s animais nao

tratados ou tratados apenas com anti-VEGF (p < 0,05).

Tabela 7 — Reducéo de atividade / mobilidade (0 = normal; 4 = inatividade)

Sem Com tratamento
Tempo p
tratamento  anti-VEGF (A) Anti-EGFR (E) (A) + (E)
07 dias 0 0 0 0 1,000
10 dias 1" 1 0 0 0,026
14 dias 2** 2" 1 1 0,026
21 dias 3* 3* 3* 3* 1,000
P < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
* diferenca entre os tempos * diferenca entre os grupos

A carcinomatose pleural foi letal em todos os grupos, com mortalidade
de 100%, sem diferenca de sobrevida entre os animais tratados ou ndo —
maximo de 24 dias no Grupo Anti-VEGF e de 25 no grupo nao tratado e demais

grupos de animais tratados (Figura 5).
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Todos os animais desenvolveram neoplasia pleural, com massas e

derrame pleural evidentes a partir do 14° dia de evolucao (Figura 6).

Figura 10 — Térax em bloco de camundongo com neoplasia pleural maligna,

evidenciando implantes tumorais / massas (setas) em pleura visceral

Na avaliagdo temporal observou-se aumento progressivo do volume de
liquido pleural em todos os grupos. No entanto, o volume de liquido pleural foi
significativamente menor em todos o0s animais que receberam algum

tratamento (Tabela 8).

Tabela 8 — Avaliagéo do volume (uL) de liquido pleural

Sem Com tratamento
Tempo p
tratamento  anti-VEGF (A) Anti-EGFR (E) (A) + (E)
07 dias 68 + 10" 52+ 15 535 45+ 10 0,008
10 dias 200 + 100** 67 £ 29 63 £ 25 58 £ 30 0,010

14 dias 475+ 89*" 413 + 83* 417 + 133* 375 £+ 50* 0,046
21dias 671 %61* 424 + 157* 425 + 96* 350 + 64* 0,029
p <0,001 <0,001 < 0,001 < 0,001

* diferenca entre os tempos * diferenca entre os grupos



N&o observamos alteracdes significativas ou relevantes na avaliacao
sérica em todos os grupos. No liquido pleural observou-se um aumento
progressivo da celularidade e dos niveis de desidrogenase lactica e de
proteinas totais, conforme a evolucdo da doenca pleural maligna (Tabelas 9 a
15).

Em todos os grupos de animais tratados a analise citolégica evidenciou
celularidade total significativamente menor do que no grupo de animais sem

tratamento, em todos os tempos analisados (Tabela 9).

Tabela 9 — Total de células nucleadas (mm?) no liquido pleural

Sem Com tratamento
Tempo p
tratamento  Anti-VEGF (A) Anti-EGFR (E) (A) + (E)
07 dias 3.020 +404" 2.148+811 1.750+900 1.650+915 = 0,035
_ 10.200 + 6.630 + 8.300 + 4.650 £
10 dias . . 0,026
5.150* 3.023* 2.224* 3.226*
. 19.400 + 16.388 + 14.400 + 14.900 +
14 dias . . 0,032
9.297* 8.453™ 7.826* 2.458*
. 23.565 + 14.222 + 13.687 + 15.900 +
21 dias . 0,033
22.576* 7.601* 4.898* 10.524*
p < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
* diferenca entre os tempos " diferenca entre os grupos

No 14° dia do experimento verificou-se menor proporcdo de leucécitos
no liquido pleural dos camundongos tratados com anti-VEGF + anti-EGFR
(Tabela 10). E, exceto por queda isolada de leucdcitos e aumento isolado de
macrofagos no liquido pleural dos animais sem tratamento no 21° dia, ndo
houve outras diferencas significativas na analise citologica diferencial (Tabelas
10 a 13).



Tabela 10 — Contagem de leucécitos (%) no liquido pleural

Tempo Sem Com tratamento )
tratamento  Anti-VEGF (A) Anti-EGFR (E) (A) + (E)
07 dias 61+1,0 46 + 3,6 64 +4,5 72 +8,1 0,041
10 dias 59+8,5 54 + 8,6 61+7,2 63+2,8 0,111
14 dias 55+9,0 63 +13,1 63 +4,5 42 +23,3* 0,014
21 dias 40 + 7,0%" 64+6,1 7257 65+4,8 0,001
p 0,038 0,124 0,237 0,063
* diferenca entre os tempos * diferenca entre os grupos

Tabela 11 — Contagem diferencial de macrofagos (%) no liquido pleural

Sem Com tratamento
Tempo Y
tratamento  Anti-VEGF (A) Anti-EGFR (E) (A) + (E)

07 dias 39+1,0 54 + 3,6 36+4,5 28 +8,1 0,151
10 dias 40 £ 9,6 43 5,7 38+6,1 34+49 0,300
14 dias 42 £ 6,1 39+11 40+7,1 54 +£19,8 0,722
21 dias 58 + 7,7 35+£6,1 27,357 32+1,8 < 0,001

p 0,038 0,237 0,132 0,055

* diferenca entre os tempos " diferenca entre os grupos

Tabela 12 — Contagem diferencial de neutréfilos (%) no liquido pleural

Sem Com tratamento
Tempo P
tratamento  Anti-VEGF (A) Anti-EGFR (E) (A) + (E)

07 dias 21+53 25+15,6 26,8 +18,1 30+£5,6 0,053
10 dias 35+10,4 52+135 46 +12,5 48 + 20,5 0,465
14 dias 65+7,9 61 + 8,6 59+10,0 67 +£5,6 0,430
21 dias 59+0,7 62 +10,3 66 + 6,6 64 +£7,2 0,983

p 0,052 0,156 0,325 0,458




Tabela 13 — Contagem diferencial de linfécitos (%) no liquido pleural

Sem Com tratamento
Tempo

tratamento  Anti-VEGF (A) Anti-EGFR (E) (A) + (E)

07 dias 67 +6,1 53 +23,3 53 +16,5 61+14,8 0,488
10 dias 54 +12,2 39+15.2 40 + 13,7 41 +21,1 0,736

14 dias 22+7,4 2094 28+7,6 21+14,3 0,500
21 dias 39+0,7 28+5,1 24+5,1 28 +£15,8 0,277
p 0,068 0,158 0,256 0,137

Conforme a evolucdo da doenca pleural maligna, houve aumento
significativamente progressivo dos niveis de DHL, proteinas, VEGF e IL-6 no
liquido pleural de todos os animais, bem como reducéo progressiva dos niveis
de TNF-a (Tabelas 14 a 19).

Com excecdo do 7° dia, os niveis de DHL foram significativamente
menores em todos os animais tratados, mas néo foram observadas diferencas

dos niveis de proteinas entre os grupos (Tabelas 14 e 15).

Tabela 14 — Dosagem de desidrogenase lactica (UI/L) no liquido pleural

Sem Com tratamento
Tempo

tratamento  Anti-VEGF (A) Anti-EGFR (E) (A) + (E)

07 dias 1.400 + 220 935 +410 1.076 + 519 1.046 + 146 0,143

10 dias 4.275 + 460*" 985 + 450 956 + 893 902 + 366 0,034

14 dias 16.220 + 780*" 12.650 + 784 11.029 +850 9.940+3.440 0,042

21 dias 24.000 + 660" 17.080+828 7.755+633 11.403+931 @ <0,001
p < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

* diferenca entre os tempos * diferenca entre os grupos

Quanto as citocinas do liquido pleural, os niveis de VEGF e IL-6 foram
significativamente maiores no 21° dia de estudo dos animais sem tratamento,
assim como o EGF no 7° dia (Tabelas 16 e 17). Nao foram observadas outras

diferencas significativas (Tabelas 16 a 19).



Tabela 15 — Dosagem de proteinas totais (g/dL) no liquido pleural

Tempo Sem Com tratamento "
tratamento  Anti-VEGF (A) Anti-EGFR (E) (A) + (E)
07 dias 2,3+0,6 2,1+0,7 20+0,1 2,1+0,1 0,220
10 dias 28+1,2 29+1,1 22+0,1 2,3+0,2 0,070
14 dias 4,4 +1,8* 43 +1,2* 4,3 +2,5* 4,4 +1,6* 0,998
21 dias  4,2+15* 4,4 +1,7* 4,1+1,3* 4,0+1,6* 0,878
P < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
* diferenca entre os tempos
Tabela 16 — Dosagem de VEGF (pg/mL) no liquido pleural
Sem Com tratamento
Tempo Y
tratamento  Anti-VEGF (A)  Anti-EGFR (E) (A) + (E)
07 dias < 15,6 < 15,6 <15,6 <15,6 1,000
10 dias 110,8 +35,7 79,2+50,4 90,1+239 82,6 £ 56,8 0,970
14 dias 417,7 +66,7* 346,5+75,8* 330,2+181,1* 369,8+48,6* 0,238
21 dias 2277 +143*" 978 + 277* 870 + 220* 685 +211* | <0,001
p < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
* diferenca entre os tempos * diferenca entre os grupos
Tabela 17 — Dosagem de EGF (pg/mL) no liquido pleural
Sem Com tratamento
Tempo Y
tratamento  Anti-VEGF (A) Anti-EGFR (E) (A) + (E)
07 dias 57+1,0" 4,1+0,6 49+0,5 45+0,2 0,004
10 dias 43+0,2 4,1+04 42+0,2 46+0,3 0,206
14 dias 8,1+9,0 51+20 49+0,9 43+0,1 0,128
21 dias 8,5+10,2 6,2+ 35 53+£3.2 53+£2.2 0,245
p 0,098 0,545 0,985 0,857

* diferenca entre os grupos



Tabela 18 — Dosagem de TNF-a (pg/mL) no liquido pleural

Sem Com tratamento
Tempo

tratamento  Anti-VEGF (A) Anti-EGFR (E)

(A) +(E)

07 dias 158,8+77,4* 190,5+555* 149,6+110* 136,72+108* 0,123
10 dias 56,8+ 0,8 41,2 + 15,6 48,4 + 23,1 51,3+ 25,7 0,856
14 dias 40,4 + 14,3 47,0+ 13,1 41,3+ 22,2 40,9+ 325 0,832
21 dias 47,2 + 15,3 48,1 +12,1 453+ 21,4 41,2+224 0,972
p 0,023 < 0,001 0,032 0,048
* diferenca entre os tempos
Tabela 19 — Dosagem de IL-6 (pg/mL) no liquido pleural
Sem Com tratamento
Tempo p
tratamento  Anti-VEGF (A) Anti-EGFR (E) (A) + (E)
07 dias < 15,6 < 15,6 <15,6 <15,6 1,000
10dias 76,0+112,3 37,1+ 30 44 + 10 53+ 36 0,659
14 dias 188 £ 127+ 149,8 + 96,7* 162 £ 69* 150 + 62* 0,895
21 dias 1204 + 319*" 145 + 111* 164 £ 77* 142 + 82* < 0,001
p < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
* diferenca entre os tempos * diferenca entre os grupos

Avaliagcao Histoldgica

A implantagcéo tumoral em pleura foi observada em todos os grupos de

forma mais evidente a partir do 14° dia. Com excecéo deste tempo, ndo houve

diferenca significativa entre os animas nao tratados e tratados (Tabela 20).

No 21° dia todos os camundongos sem tratamento apresentaram o

méaximo grau de disseminacao e severidade metastatica em pleura. No entanto,

somente alguns animais apresentaram infiltracdo neoplasica em parénquima

pulmonar.



Tabela 20 — Tumor em pleura visceral e/ou parietal (extensao x severidade)

Sem Com tratamento
Tempo
tratamento  Anti-VEGF (A) Anti-EGFR (E) (A) + (E)
07 dias 1,0+ 0,8 1,3+1,0 1,2+0,8 0,8+15 0,720

10 dias 1,3+15 1,0+0,0 2,5+3,8 15+1,3 0,957

14 dias 14,8 + 2,9*" 7,2+5,7* 6,0 £6,0* 8,5 + 6,6* 0,001

21 dias 16,0 £0,0* 13,7 +2,1* 14,3 + 3,5* 14,0+ 4,0~ 0,198
p < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

* diferenca entre os tempos * diferenca entre os grupos

Foram observados implantes tumorais no coracdo (musculo cardiaco e

pericardio), principalmente no 21° dia no grupo sem tratamento (Tabela 21).

Tabela 21 — Tumor em pericardio e/ou musculo cardiaco (extensdo x

severidade)

Sem Com tratamento
Tempo Y
tratamento  Anti-VEGF (A) Anti-EGFR (E) (A) + (E)
07 dias 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 1,000
10 dias 0,3+0,6 0,0+0,0 0,0+0,0 0,3+0,5 0,254
14 dias 0,6+0,8 06+04 0,3+0,6 0,8+0,5 0,298
21 dias 2,5+1,6% 0,8+0,8 0,8+0,6 1,3+£1,0* 0,020

p 0,005 0,049 0,048 0,003

* diferenca entre os tempos * diferenca entre os grupos

Com excecdo do 21° dia no grupo sem tratamento, houve discreto
infiltrado inflamatorio em parénquima pulmonar, em todos 0s grupos, € minimas
alteracdes hepéaticas, renais e esplénicas (Tabelas 22 a 28). As alteragbes
hepéticas e esplénicas aumentaram com a progressao da doenca, atingindo o
escore maximo aos 21 dias nos animais néo tratados, significativamente mais
evidentes do que nos animais tratados. N&o foi notada a presenca de

metéstase em rins, baco e figado.



Tabela 22 — Infiltrado inflamatdrio em parénquima pulmonar

Sem Com tratamento
Tempo

tratamento  Anti-VEGF (A) Anti-EGFR (E) (A) + (E)

07 dias 1,6 £0,5" 0,8+0,5 0,8+0,4 0,3+0,5 < 0,001
10 dias 0,7+0,6 0,3+0,6 0,3+0,5 0,3+0,5 0,362
14 dias 13+1,6 1,0+£0,6 0,7+1,2 0,5+1,0 0,347
21 dias 1,5+0,7" 1,6 +1,0*" 0,5+0,6 08+1,0 0,015

p 0,096 0,010 0,221 0,560

* diferenca entre os tempos * diferenca entre os grupos

Tabela 23 — Degeneracéo hidropica no figado (extenséo x severidade)

Sem Com tratamento
Tempo

tratamento  Anti-VEGF (A) Anti-EGFR (E)  (A) + (E)

07 dias 25+21 4,8+ 3,5 4,6 + 3,5* 3,3+3,9 0,468
10 dias 1,7+21 57+29" 15+1,7 3315 0,008
14 dias 2,7+1,7 2,7+3,0 1,0+1,0 25+19 0,201
21dias 6,3+2,5% 19+3,3* 1,0+1,0 1,0+0,8 0,007

p 0,003 0,021 0,005 0,072

* diferenca entre os tempos * diferenca entre os grupos

Tabela 24 — Esteatose microgoticular no figado (extensdo x severidade)

Sem Com tratamento
Tempo

tratamento  Anti-VEGF (A) Anti-EGFR (E) (A) + (E)

07 dias 1,0+0,0 26+2,6 12+11 1,3+1,9 0,559
10 dias 1,3+0,6 10+1,7 1,0+2,0 1,3+19 0,404
14 dias 22+15 10+1,7 0,7+0,6 1,0+£2,0 0,124
21 dias 6,3+2,5 0,7+1,5 0,7+0,6 08+1,0 < 0,001

p < 0,001 0,168 0,437 0,879

* diferenca entre os tempos * diferenca entre os grupos



Tabela 25 — Infiltrado sinusoidal no figado (extenséo x severidade)

Sem Com tratamento
Tempo p
tratamento  Anti-VEGF (A)  Anti-EGFR (E) (A) + (E)
07 dias 0,3+0,6 0,5+0,6 0,6+0,9 0,8+0,5 0,753
10dias 0,3+0,6 0,3+0,6 1,0+£0,8 0,3+0,5 0,109
14 dias 19+1,6" 1,8+1,8" 0,7+1,2 0,5+1,0 0,027
21dias 3,3+3,1* 1,3+24 2,7+0,6% 0,8+1,0 0,045
P < 0,001 0,233 0,003 0,318
* diferenca entre os tempos " diferenca entre os grupos
Tabela 26 — Degeneracéo hidropica renal (extensao x severidade)
Sem Com tratamento
Tempo Y
tratamento  Anti-VEGF (A) Anti-EGFR (E) (A) + (E)
07dias 0,8+0,8 1,0+0,0 1,8+1,1 1,3+1,9 0,116
10 dias 1,7+0,6 2,0+1,0* 1,3+1,9 20+x14 0,338
14 dias 16+1,7 0,8+0,5 0,7+0,6 1,0£1,0 0,735
21dias 4,3+2,9% 0,5+0,6 0,7+0,6 0,5+0,6 0,010
p < 0,001 0,002 0,115 0,080
* diferenca entre os tempos * diferenca entre os grupos
Tabela 27 — Esteatose renal (extenséo x severidade)
Sem Com tratamento
Tempo p
tratamento  Anti-VEGF (A) Anti-EGFR (E) (A) + (E)
07 dias 0,4+0,5 0,3+0,5 12+1,1 0,8+1,0 0,135
10 dias 1,3+0,6 0,3+0,6 0,5+0,6 0,5+1,0 0,055
14 dias 1,1+1,3 0,3+0,5 0,3+0,6 0,7+0,6 0,119
21 dias 3,7 +2,5* 0,3+0,5 0,5+0,6 0,5+0,6 0,002

p 0,002 0,978 0,217 0,800

* diferenca entre os tempos " diferenca entre os grupos



Tabela 28 — Hiperplasia de polpa branca do baco (extenséo x severidade)

Sem Com tratamento
Tempo

tratamento  Anti-VEGF (A) Anti-EGFR (E) (A) + (E)

07 dias 1,8+1,3 2315 18+1,3 25+1,7 0,580

10 dias 1,3+0,6 2315 1,3+0,5 1,3+0,5 0,202

14 dias 19+11 12+0,4 1,3+0,6 1,3+0,5 0,124

21dias 9,0 +3,0¢ 1,4+0,5 1,3+0,5 1,3+0,5 < 0,001
p < 0,001 0,022 0,772 0,298

* diferenca entre os tempos * diferenca entre os grupos

4.3 ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA EM NEOPLASIA PLEURAL
EXPERIMENTALMENTE INDUZIDA

A anadlise imunohistoquimica de amostras representativas de tumores
pleurais evidenciou aumento progressivo do EGFR, de acordo com o tempo de
doenca. Sua expresséo foi significativamente menor no 14° dia nos animais
que receberam tratamento. JA o VEGFR foi significativamente menor nos
animais tratados com anti-VEGF + anti-EGFR, em comparacdo com outros

tempos e outros grupos (Tabelas 29 e 30).

Tabela 29 — Fracao de area de células tumorais positivas para expressao do
EGFR

Sem Com tratamento
Tempo P
tratamento  anti-VEGF (A) Anti-EGFR (E) (A) + (E)

07 dias 25,0+ 7,6* 23875 214+6,5 23,3+10,5 0,985

10dias 33,8+84 382+104 292%9.1 30,6 +8,3 0,935

14 dias 55,6 +4,3" 295+51 28,7+11,1 31,8+6,3 0,008

21dias 50,7+11,1 43,3%49 38,8+9,8 35,081 0,598
p 0,011 0,207 0,537 0,783

* diferenca entre os tempos " diferenca entre os grupos



Tabela 30 — Fracao de area de células tumorais positivas para expressao do

VEGFR
Sem Com tratamento
Tempo Y
tratamento  anti-VEGF (A) Anti-EGFR (E) (A) + (E)
07 dias 583+20,2 59,1+115 54,0+123 57,+19,8 0,874
10dias 57,2+11,0 53,3+143 46,5+14,3 50,6 + 21,7 0,404
14 dias 57,2+17,1 504+185 525+147 364+120" 0,015
21dias 583+13,3 56,9+17,3 550+20,1 53,5+16,1 0,834
p 0,989 0,326 0,549 0,049
* diferenca entre os tempos * diferenca entre os grupos
Tabela 31 — indices de apoptose em tecido tumoral
Sem Com tratamento
Tempo p
tratamento  Anti-VEGF (A) Anti-EGFR (E) (A) + (E)
07 dias  3,3+1,2* 0,3+0,5 6,3 + 2,5* 20+0,0  <0,001
10 dias 0,7+0,6" 5,3+4,0* 1,5+0,7 5,7 + 3,5* 0,002
14 dias 0,8+0,5 1,7 +2,2° 5,3+1,2 58+24* < 0,001
21 dias 2,0+0,0 29+19 7,0 £2,4% 50+1,2"  <0,001
p < 0,001 < 0,001 < 0,001 0,001
* diferenca entre os tempos " diferenca entre os grupos
Tabela 32 — Determinacao de atividade mitética (PCNA)
Tempo Sem Com tratamento )
tratamento  Anti-VEGF (A) Anti-EGFR (E) (A) + (E)
07 dias 14,0 +2,8* 6,0 +0,0" 1,4+0,0 2,3+3,2 < 0,001
10 dias 2,0+0,0 25+1,6 45+6,4 4,0+4,2 0,890
14 dias 6,5+ 3,5 25+21 53+4,0 40+0,0 0,243
21 dias 16,0 = 0,0*" 5,6 +3,2 7,8+25 6,5+29 0,015
P 0,003 0,125 0,334 0,435

* diferenca entre os tempos

" diferenca entre os grupos



Nos grupos tratados com anti-EGFR e com a combinacdo anti-VEGF +
anti-EGFR foram observados maiores escores de apoptose em amostras de
tumores pleurais (TUNEL), e baixos escores de proliferagdo tumoral (PCNA),

conforme Tabelas 31 e 32.

4.4 MICROSCOPIA ELETRONICA

Na analise tumoral através de microscopia eletrénica, foram observadas
células claras e células escuras intimamente coesas (com escasso estroma),
caracterizadas respectivamente por nucleos vesiculares e irregulares ou
nucleos hipercromaticos com nucléolos evidentes (Figuras 11, 12 e 13).

Nas tumoragdes provenientes de camundongos sem tratamento, foram
observadas células com nucleos reduzidos, mitocondrias disformes e reticulo
endoplasmatico dilatado e irregular.

De forma semelhante, os animais tratados com anti-VEGF + anti-EGFR
apresentaram tumoragdes com células escuras com mitocondrias disformes e
reticulo endoplasmatico dilatado e irregular concentrado em um dos polos da
célula, além de células claras e neutrdfilos.

Os camundongos submetidos a tratamento com anti-EGFR
apresentaram tumores com capilares de paredes pouco nitidas e grande
numero de células escuras contendo nucleos em apoptose e mitocéndrias e
reticulo endoplasmatico concentrados em um dos polos da célula.

Ja nas tumoracgdes provenientes de animais tratados com anti-VEGF,
foram observados nucleos em apoptose, com nimero reduzido de mitocondrias

e reticulo endoplasmatico, principalmente nas células escuras.



Figura 11 — Microscopia eletrénica de tumoragdes de camundongos
expostos a células LLC (Aumento de 4.000X): (A) Nao tratados, com células
claras e escuras intimamente coesas, caracterizadas por nucleos vesiculares
com nucléolos evidentes (seta) e ndcleos irregulares hipercromaticos e em
apoptose, respectivamente; (B) Tratados com anti-VEGF, demonstrando
ndcleos em apoptose e escasso estroma entre as células; (C) Tratados com
anti-EGFR, apresentando diversas células escuras e capilar com paredes
pouco nitidas; (D) Tratados com anti-VEGF + anti-EGFR, com neutréfilos e
células claras e escuras (cc = célula clara; ce = célula escura; na = apoptose;
cap = capilar)



Figura 12 — Microscopia eletronica de tumoragdes de camundongos
expostos a células LLC (Aumento de 15.000X): (A) Nao tratados,
demonstrando nucleo reduzido, com mitocondrias disformes e reticulo
endoplasmatico dilatado e irregular; (B) Tratados com anti-VEGF,
demonstrando células escuras em apoptose e reduzido nimero de
mitocondrias e reticulo endoplasmatico; (C) Tratados com anti-EGFR,
apresentando células escuras em apoptose e baixo numero de mitocéndrias,
concentradas em um dos polos da célula; (D) Tratados com anti-VEGF +
anti-EGFR, com cristas mitocondriais irregulares e disformes em um dos
polos da célula (M = mitocéndrias; RE = reticulo endoplasmatico; na =
apoptose)



Figura 13 — Microscopia eletronica de tumora¢gfes de camundongos
expostos a células LLC (Aumento de 20.000X): (A) Nao tratados,
demonstrando célula escura com mitocéndrias disformes e célula clara com
mitocondrias disformes e reticulo endoplasmatico dilatado e irregular; (B)
Tratados com anti-VEGF, demonstrando células escuras e claras com
namero reduzido de mitocdndrias e reticulo endoplasmatico; (C) Tratados
com anti-EGFR, com mitocéndrias e reticulo endoplastico concentrados em
um dos polos da célula; (D) Tratados com anti-VEGF + anti-EGFR, com
cristas mitocondriais irregulares e disformes e reticulo endoplasmatico
dilatado e concentrado em um dos polos da célula (ce = célula escura; cc =
célula clara; M = mitocdndrias; RE = reticulo endoplasmatico)



45 AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA DE VEGF, EGFR, KRAS E
ALK EM MODELO EXPERIMENTAL DE NEOPLASIA PLEURAL

Na avaliacdo da expressao génica de VEGF, EGFR, KRAS e ALK nos
implantes tumorais dos animais nao tratados e dos animais tratados verificou-
se superexpressdo do VEGF — aproximadamente 30% maior do que no pulméo
dos camundongos ndo submetidos a indugcdo de neoplasia (controle) — porém

sem diferencgas entre 0s grupos com ou sem tratamento (Figura 14).
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Figura 14 — Expressao de VEGF (A) e de EGFR (B)



De forma semelhante verificou-se superexpressado do EGFR e do KRAS,
tanto nos tumores dos animais nao tratados quanto nos tratados, sem
diferencas entre os grupos (Figuras 14 e 15), com expressdo do EGFR
aproximadamente 2 vezes maior e do KRAS aproximadamente 5 vezes maior
do que nos camundongos nao submetidos a inducao de neoplasia (controle).

J& na avaliacdo génica do ALK verificou-se sua subexpressdo nos
implantes tumorais dos animais com neoplasia pleural, sem diferengas entre os

animais nao tratados e os tratados (Figura 16).
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4.6 AVALIACAO DA FREQUENCIA DE MUTACOES DO EGFR E DO
KRAS EM MODELO EXPERIMENTAL DE NEOPLASIA PLEURAL

Para avaliacdo de mutacbes de EGFR e KRAS, foram analisados
tecidos adjacentes aos implantes, células LLC em cultura e implantes tumorais
14 dias ap6s a inducao da neoplasia pleural com células de Lewis.

Nos tecidos adjacentes ndo foram observadas mutagfes tanto nos
éxons 18 a 22 do gene EGFR quanto no éxon 2 do gene KRAS.

Também nao foram observadas mutacfes no sequenciamento para os
éxons 18 a 22 do EGFR no tecido tumoral e nas células em cultura (Figura 17).

Quando avaliado o éxon 2 do gene KRAS identificou-se a mutacéo
p.Glyl12Cys em heterozigose, tanto em células LLC em cultura quanto no tumor
extraido dos camundongos 14 dias apds a inducdo da neoplasia pleural com

células de Lewis (Figura 18).
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Figura 18 — Mutagé&o (setas) em sequenciamento do éxon 2 do
gene KRAS em cultura de células LLC (A) e em tecido tumoral de
camundongos 14 dias apos implante de células LLC (B)
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5. DISCUSSAO

O cancer de pulmédo é uma importante causa de mortalidade em todo o
mundo, responsavel por mais de um milhdo de mortes por cancer a cada ano,
sobretudo pelo adenocarcinoma, seu subtipo histolégico mais comum.**

Neste contexto, o derrame pleural maligno resultante de metéstases
pleurais de adenocarcinomas de pulmdo tem grande relevancia.”’ Seu
surgimento sinaliza doenca em estagio avancado, com alta mortalidade e
grande comprometimento de qualidade de vida, sobretudo por dispneia
debilitante na maioria dos casos.”®!’ E, apesar dos avancos no conhecimento
e no tratamento do cancer de pulmédo desde os esquemas baseados em
platina, ndo houve modificacfes significativas nesta evolucdo para a maioria
dos pacientes.®'?! Sobretudo, os procedimentos mais utilizados na maior
parte do mundo para tratamento especifico do derrame pleural maligno —
pleurodese e cateteres de longa permanéncia — nao beneficiam todos os
pacientes e ndo modificam a evolucéo da doenca.>*”

Sao necessarias mudancas significativas para melhorar o controle local,
diminuir a disseminagdo do céncer e, possivelmente, modificar as curvas de
sobrevida.'” Porém, para mudancas estratégicas, é necessario um melhor
entendimento sobre a patogénese do derrame pleural neoplasico secundario
ao adenocarcinoma de pulm&o.?

Até ha algum tempo, havia poucos modelos experimentais para o seu
estudo, a maioria utilizando animais com pleura normal.®*®? Entretanto, na
auséncia de doenca pleural maligna, ndo era possivel avaliar a evolucdo
natural do cancer, as interacdes neoplasia-hospedeiro e possiveis respostas a
diferentes estratégias.?>%

Em 2006, Stathopoulos e colaboradores caracterizaram um novo modelo
experimental de derrame pleural maligno, através da injecdo de 1,5x10° células
LLC em camundongos imunocompetentes.?* Sendo um modelo que mimetiza a
condicdo humana, vem sendo utilizado para estudar a fisiopatologia do
derrame pleural maligno, como a expressao e a interacdo de mediadores

inflamatérios e vasoativos que contribuem para o seu desenvolvimento.?%



Com este modelo experimental diversos estudos foram realizados,
demonstrando inclusive a possibilidade de se avaliar o controle do derrame
pleural maligno com a utilizacdo de agentes quimioterapicos e terapias-alvo
administradas na primeira evidéncia de doenca pleural maligna.>

No entanto, a sobrevida maxima dos animais nestes estudos foi de
apenas 17 dias, o que pode nao ser suficiente para a avaliagdo de parametros
fisiopatoldgicos e terapéuticos.?®3?

Nosso estudo avaliou inicialmente a curva de sobrevida e os aspectos
laboratoriais e histologicos deste modelo experimental murino de derrame
pleural maligno, utilizando diferentes concentracdes de células de Lewis
(Apéndice).*

Foram observados implantes tumorais em pleura em todos 0s grupos
proporcionais a concentracdo e ao tempo de injecdo das células LLC,
permitindo a observagdo de passos fundamentais na patogénese do derrame
pleural maligno, como a angiogénese, o aumento da permeabilidade vascular e
o influxo de liquido e células inflamatérias na cavidade pleural. Da mesma
forma foi possivel avaliar a disseminacdo da doenca por metastases
pericardicas, mais evidentes no grupo que recebeu concentracdo mais elevada
de células LLC, bem como altera¢fes inflamatdrias em parénquima pulmonar e
alteracdes histolégicas em figado, rins e baco.

De forma geral, observou-se que a inducdo de neoplasia pleural com
uma menor concentracdo de células LLC (0,5x10°) cursa com melhores
condicdes gerais dos camundongos (peso e atividade) até o 14° dia e maior
sobrevida, permitindo uma melhor avaliagdo dos desfechos, sobretudo de
possiveis respostas a diferentes tratamentos. Houve ganho de 6 dias sobre os
camundongos que receberam a concentracdo utilizada na literatura (1,5x10°
células LLC), mantendo as caracteristicas do modelo de Stathophoulous e
colaboradores.** Além disso, observou-se a formacédo de derrame pleural com
menor numero de focos tumorais nas pleuras parietal e visceral, com melhor
mimetismo da evolugcdo em seres humanos.

Com base nestes resultados, estipulamos que a melhor concentracao

para a segunda fase do nosso estudo seria a de 0,5x10° células LLC.%



Na segunda etapa do projeto, avaliou-se o impacto de terapias-alvo
(anti-VEGF e anti-EGFR) administradas de forma isolada ou combinadas por
via intrapleural no modelo modificado. Neste estudo, a carcinomatose pleural
foi letal em todos os grupos, com mortalidade de 100% até o 25° dia do
experimento, sem diferenca de sobrevida entre os animais nado tratados e
tratados.

Conforme a evolugéo da doenca pleural maligna houve emagrecimento
e reducéo de atividade, porém os animais tratados com anti-EGFR ou com anti-
VEGF + anti-EGFR estavam significativamente mais ativos no 10° e no 14° dia.

Houve aumento progressivo do volume de liquido pleural, evidente em
todos os animais a partir do 14° dia de evolugcdo, com celularidade, DHL,
proteinas totais, VEGF e IL-6 crescentes e menores niveis de TNF-a. No
entanto, todos os animais que receberam tratamento apresentaram derrame
pleural significativamente menor, com menos células, menores niveis de DHL
e, no 21° dia do estudo, menores niveis de VEGF e IL-6 em relacdo aos néo
tratados.

O VEGF é uma glicoproteina que age sobre células endoteliais,
estimulando a angiogénese e o aumento da permeabilidade vascular. E
considerado o fator angiogénico conhecido mais potente, diretamente
relacionado ao desenvolvimento do derrame pleural maligno.?*%

Quando elevado no sangue e principalmente no liquido dos pacientes
com derrame pleural maligno secundario ao cancer de pulmao, vem sendo
citado como um marcador de pior progndéstico, podendo prever uma pobre
resposta ao tratamento e menor sobrevida.?’***

Em nosso estudo, verificou-se uma boa resposta do anti-VEGF
intrapleural sobre o volume de liquido pleural, porém sem diferenca dos outros
grupos tratados e sem impacto significativo no controle da disseminagéo
tumoral e sobrevida. Isto estaria relacionado ao pior progndéstico desta
neoplasia, confirmado pela superexpressao génica do VEGF nos implantes
tumorais, pelos niveis progressivamente maiores de VEGF no liquido pleural e
também em amostras tumorais.

Outra via molecular bem definida na carcinogénese de pulméo é a da

tirosina-quinase, envolvendo o EGF e o EGFR.7® O EGF é um fator de



crescimento que regula fisiologicamente aspectos de proliferacdo e sobrevida
de varios tipos de células, controlando o crescimento, a diferenciacdo e a
apoptose. Atua através da ligagcdo com alta afinidade ao seu receptor (EGFR),
desencadeando uma série de alteracdes intracelulares por acdo da tirosina-

quinase 20,31,40,101

Quando alterado, seja por hiperexpressao, amplificacdo ou
mutacdes, o EGFR é considerado oncogénico, por ativacdo de mudltiplas
cascatas de eventos intracelulares, que cursam com crescimento
descontrolado ou fenétipo maligno.?%:3140:101

Os genes KRAS também sado elementos fundamentais nesta via de
sinalizacdo mediada pelo EGF, regulando conjuntamente crescimento celular,
diferenciacdo e apoptose através da interacdo com mdltiplos efetores.*?'
Suas muta¢Bes sdo um mau progndstico, pois estéo relacionadas a uma menor
resposta aos medicamentos inibidores do EGFR, tanto de efeito em sua porcéo
extracelular (cetuximabe) quanto em seu dominio tirosina-quinase (erlotinibe e
gefitinibe).?%->>>8.101

Neste estudo, o anti-EGFR e a combinacdo anti-VEGF + anti-EGFR
foram associados a manutencéo da atividade dos animais no 10° e no 14° dias,
em comparacdo com 0S outros grupos, e também a maiores escores de
apoptose e baixos escores de proliferacdo tumoral em amostras de tumores
pleurais. Entretanto, ndo houve impacto sobre a disseminacdo tumoral, nem
modificacdo de sobrevida.

O volume de liquido pleural e os niveis de DHL no liquido pleural foram
significativamente menores no grupo tratado com anti-EGFR ou a combinagéo
de tratamentos do que no grupo nao tratado, porém nao houve diferenca dos
animais tratados somente com anti-VEGF. Os niveis do EGF no liquido pleural
também ndo apresentaram diferencas entre os grupos, embora a analise
imunohistoquimica tenha evidenciado o aumento progressivo do EGFR em
amostras tumorais, de acordo com o tempo de doenca.

Isto sugere uma atuacéo parcial do anti-EGFR intrapleural, com boa
resposta sobre o volume de liquido pleural, porém sem controle tumoral.

Analisamos também a frequéncia de mutacdes de EGFR e KRAS nesta
linhagem tumoral de adenocarcinoma utilizada em modelos experimentais, com

achado de mutacdo do gene KRAS, tanto em cultura de células LLC quanto



nos implantes tumorais extraidos dos camundongos. E, apesar de ndo se
evidenciarem mutacdes de EGFR, houve expressdao génica tumoral
aproximadamente 2 vezes maior do EGFR, assim como do KRAS que foi
aproximadamente 5 vezes maior do que nos pulmdes de camundongos
normais.

Nossos achados indicam uma linhagem tumoral de fenétipo maligno
mais agressivo, com crescimento descontrolado e perda de apoptose,
associado a um pior progndéstico e a uma menor resposta aos medicamentos
inibidores do EGFR como, por exemplo, o cetuximabe (anti-EGFR) utilizado no
estudo. Isto corrobora com os achados clinicos de Johnson et al., que
evidenciaram aumento da sobrevida livre de doenga com a associagéo do anti-
EGFR ao anti-VEGF, porém sem aumento da sobrevida global.*®

Os medicamentos administrados por via intrapleural tanto em modelo de
neoplasia como em estudos com pleura normal, reduziram significativamente o
volume de liquido pleural e os mediadores inflamatérios.?®?"%%%2 A combinac&o
do anti-VEGF ao anti-EGFR melhorou a morbidade, com animais
significativamente mais ativos no 10° e no 14° dia. Contudo, conforme
demostrado em estudos clinicos, ndo modifica a sobrevida global e ndo tem
impacto sobre os implantes tumorais.'®

O presente estudo demonstrou que as terapias-alvo por via intrapleural
reduzem significativamente o derrame pleural, morbidade e parametros
histol6gicos, embora sem impacto na sobrevida dos animais neste modelo
experimental. Esses achados indicam que a linhagem tumoral LLC possui um
fendtipo tumoral agressivo demonstrado atravées da mutacdo do KRAS e
superexpressao do EGFR, o que pode estar associado ao pior progndstico e
menor resposta terapéutica.

Mimetizando-se a condicdo humana, pelo efeito demonstrado sobre o
volume de liquido pleural, as terapias-alvo intrapleurais poderiam ser uma
opcdo a pleurodese e aos cateteres pleurais no tratamento especifico do

derrame pleural secundério ao adenocarcinoma de pulmao.
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6. CONCLUSOES

Este estudo demonstrou a possibilidade de inducdo de doenca pleural
maligna com uma menor concentracdo de células LLC (0,5x10°), mantendo as
caracteristicas do modelo de Stathophoulous e colaboradores.

Com esta concentracdo, obteve-se um modelo com maior sobrevida,
gue permite 0 acompanhamento dos animais doentes por mais tempo e uma
melhor compreensdo dos mecanismos fisiopatologicos envolvidos no
desenvolvimento do derrame pleural maligno.

As terapias-alvo intrapleurais, embora tenham melhorado morbidade
(peso e atividade), volume de liquido pleural e parametros bioquimicos,
imunologicos e histolégicos nas fases iniciais e intermediarias, ndo reduziram a
carcinomatose pleural e a disseminagéao da doenca, sem ganho de sobrevida.

As terapias-alvo induziram altos indices de apoptose e menores indices
de proliferacdo tumoral. A analise imunohistoquimica evidenciou aumento
progressivo do EGFR em amostras tumorais, de acordo com o tempo de
doenca, sugerindo uma atuacdo parcial do anti-EGFR intrapleural, porém sem
controle tumoral.

Houve superexpresséo génica tumoral do EGFR e do KRAS e mutacao
do gene KRAS indicando que a linhagem tumoral LLC possui um fenétipo
tumoral agressivo possivelmente associado ao pior progndéstico e menor

resposta terapéutica.
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7. ANEXO

Tabela 1 — Concentra¢des dos anticorpos utilizados no método ELISA

o Anticorpo de captura/ Padrbes Anticorpo de
Citocinas o .
sensibilizagdo (ug/mL) (pg/mL) deteccdo (ng/mL)
IL-6 2 15,6 — 1000 200
TNF-a 0,8 31,2 -2000 150
EGF 4 7,8 — 250 200
VEGF 0,4 15,6 — 1000 100

Tabela 2 — Primers utilizados para a PCR-RT

Gene Primer forward Primer reverse

EGFR TTGGCCTATTCATGCGAAGAC GTCATGAGCCCTTCCACAAT

VEGF TCGGCTGTCCATGAAAGTGA TTGCAGGCGAGCCATCTT
K-RAS CAAGAGCGCCTTGACGATACA CCAAGAGACAGGTTTCTCCATC
ALK GCAGTCGATATGGTCTGGAGT TGCAGAGGTGTTCAGGAGGA

Tabela 3 — Primers utilizados para sequenciamento.

Exon Primer forward Primer reverse
18* GGAAGTGGGGCTTTCTGTTG AGTTCTGAGTAAGGATGGCAGT
19* CTACCCAATTTTGAGATCACCGT AGTAGCCCTTCACACCATGT
20* CATGCAACATCCCAAAGGAGT TCTCTTAGATCATCCTTGCTGCT
21* TTGGTGTTGAGCAGCCTAGA CCCCACTCAGAATCTTTGGC
22* AGTGAGAGGTTCACAGCCTT TTCAGTAGATGGACACGCTCA

2%* CATCTGTAGTCACTGAATTCGGA CCTTGGAACTAAAGGACATCACA

*EGFR e ** K-RAS



Tabela 4 — Reac0es utilizadas para sequenciamento.

PCR mix Volume para reagéo

5x Green GoTagq Flexi Buffer 5uL

GoTag DNA Polimerase 0,25uL
MgCl (25mM) 2uL

dNTP (25mM) 0,5uL

Primer Foward (10uM) luL
Primer Reverse (10uM) luL
Amostra (gDNA a 50ng/ulL) luL

Agua 15,25uL

Tabela 5 — Reagentes e volumes utilizados para sequenciamento

Mix utilizado para sequenciamento Volume para reacéao
BigDye™ Terminator v3.1 Ready Reaction Mix luL
BigDye™ Terminator v3.1 5X Sequencing Buffer 1,25uL
Primer especifico (5uM) 2,5uL
Amostra Purificada 2,5uL

Agua 2,5uL
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Abstract

Background: Mzlignant pleural effusion resulting mainly from pleural metastases of lung adenocarcinoma has clini-
cal relevance, being a sign of poor prognosis and low life expectancy. Experimental models can mimic the hurman
condition, contributing to advances in current understanding of the mechanisms patients’ pleural fluid accumulation
and possible therapeutic strategies. The objective of this study is to evaluate the role of different concentrations of
Lewis lung carcinoma cells (LLC cells) at the time of induction of experimental MPE and the main effects on survival of

anirmals.

Methods: C57BL/S mice received intrapleural injection of 0L1,05 or 1.5 x 10° LLC cells and survival curve, bicchemi-
cal and pathological analyses of pleural fluid and tissue were analyzed.

Results: Evaluation of weight loss, mobility and survival showed that animals that received 0.5 x 10° cells maintained
more stable condition up to day 14 and a gain of 6 days survival over mice that received the highest concentration.

Conclusion: This study may allow 2 better understanding the mechanisms involved in the development of malig-
nant pleural effusion and it may be promising in evaluating therapy to avoid recurrence, as the best time to indicate

pleurodesis or target therapies.

Keywords: Lewis lung carcinoma, Malignant pleural effusion, Lung cancer

Background
Malignant pleural effusion (MPE) resulting from pleural
metastasis of lung adenocarcinoma is a common clinical
problem with severe implications, since it is a debilitating
condition associated with high morbidity, poor prognosis
and low life expectancy (3—15 months) [1-6]. Approxi-
mately 15 % of lung cancer patients present pleural effu-
sion at the time of diagnosis and half of them develop
pleural effusion at disease advanced stages [1-5].

Current therapeutic options for MPE are limited to
treatment of the primary tumor and pleural cavity drain-
ape with or without pleurodesis, practices that can cause
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pain and discomfort, carry risks of adverse effects, and do
not benefit a substantial portion of patients [7-14].

For a long time, the pathogenesis of MPE has been
poorly understood, but substantial progress has been
made over the past few years facilitated by the use of ani-
mal models [15-19]. These models can mimic the human
condition, contributing to advances in current under-
standing of the mechanisms patients’ pleural fluid accu-
mulation and possible therapeutic strategies [19-27].

The objective of this study is to evaluate the role of dif-
ferent concentrations of Lewis lung carcinoma cells (LLC
cells) at the time of induction of experimental MPE and
the main effects on survival of animals.

The increase of survival time and delaying systemic
effects, a better and more detailed understanding of the
mechanisms involved in the development of malignant
pleural effusion can be gained. This would facilitate
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future studies making a better assessment of therapeutic
response possible.

Methods

Cell culture

The Lewis lung carcinoma (LLC) cells were purchased
from the American Type Culture Collection (Manassas,
VA, USA) and were cultured at 37 "Cin 5 % CO,~ 95 %
air using Dulbecco’s modiWed Eagle's medium (DMEM)
with 10 % fetal bovine serum.

Animal model

One hundred and thirty male (6—8 weeks old) C57BL/6
mice (obtained from Laboratory Animal Center of Fac-
ulty of Medicine of University of 5o Paulo) were accli-
matized for 1 week. All animal care and experimental
procedures were approved by the University Ethics Com-
mittee (CEUA/CAPPesq).

Animals were anesthetized using 35 mg/'kg of keta-
mine hydrochloride (Cristalia, Brazil) and 5 mg/kg of
xylazine hydrochloride (Bayer, Brazil) prior to all pro-
cedures. The right chest was cleansed with an alco-
hol solution (Rioguimica, Sao Paulo, Brazil). The
intrapleural injection was performed using a 23-gauge
needle attached to a 1-mL syringe containing the solu-
tion of cells which was introduced into the chest cavity
at 1 cm lateral to the right parasternal line. The plunger
of the syringe was removed and the needle was slowly
advanced until it reached the pleural space, where the
sub-atmospheric intrapleural pressure allowed the fluid
to enter the pleural cavity spontaneously. The mice were
monitored after the procedure until they were com-
pletely recovered.

Three groups of 40 mice each received concentrations
of LLC at 0.1, 0.5 or 1.5 x 10° cells intrapleurally. These
animals were subdivided into two groups; the first (30
animals per concentration of cells) were euthanized after
7, 14 or 21 days and the second group (10 animals per
concentration of cells) were evaluated for survival expec-
tancy. A control group of 10 animals received saline solu-
tion intrapleurally.

Mice were killed according to the study calendar;
the abdominal wall was opened and the viscera were
retracted to visualize the diaphragm. Pleural fluid (PF),
when present, was pently aspirated and the volume was
measured and placed in tubes for evaluation.

Welght, mobllity and survival analysls

After the procedure all animals were observed until com-
plete recovery and they were evaluated for weight (g)
and mobility by a subjective score of 0-3 {0 = normal
and 3 = stillness). We monitored mortality daily for all
groups to obtain the survival curve.
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Histological assays

After 7, 14 or 21 days the thorax was dissected and
removed en bloc. A small amount of 10 % formalde-
hyde was injected through the trachea to keep the lungs
expanded and the entire block plus kidney, liver and
spleen were placed in 10 % formaldehyde. After at least
24 h in formaldehyde, the pleural cavities were opened
and exposed through longitudinal chest incisions at the
mid-clavicular lines. Tissues were fixed in 10 % neutrally
buffered formalin for 24 h and 70 % ethanol for 3 days.
In sequence, they were embedded in paraffin, and 5-pm
thick slices were cut, mounted on slides and stained with
hematoxylin and eosin (H&E).

Blochemical assays

Lactic dehydrogenase (kinetic UV method) and total pro-
tein (Biuret method) were quantified in the pleural fluid
using commercial kits (Wienner, Argentina) and ana-
lyzed in semi-automatic device.

Cytology
Pleural fluid cells were counted in a Neubauer chamber,

After centrifugation, cells cytospin were prepared and the
slides were air dried and stained using Leishman staining
to determine the cell differential.

Statlstics

The results are presented as mean and standard devia-
tion. Comparisons among the groups were performed
using ANOVA followed by the comparison multiple test.
For the survival time, Kaplan—Meier curves were estab-
lished for each group and the times were compared using
alog-rank test. A value of p < 0.05 was considered signifi-
cant. SigmaStat 3.1 (Systat, CA, USA) was used for the

analyses.

Results

After the intrapleural injection of different concentra-
tions of LLC cells, all animals presented tumor implan-
tation with development of malignant pleural effusion
showing differences among them according to the time
and stage of disease. Free-floating bilateral pleural effu-
sions and pleural tumor foci were clearly visible through
the diaphragm. Interestingly, in the majority of mice that
received 0.1 x 10° cells, minimal or absence of pleural
fluid and few tumoral implants were observed until the
14th day.

Evaluation of body weight and mobility showed that
mice in the group of 1.5 x 10° cells had reduced weight
and mobility after 14 days while in the other groups,
these differences were noted only after 21 days (p < 0.05).

In the survival analysis, pleural carcinomatosis was
lethal in all groups. In the group of highest concentration
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(1.5 x 10° cells) the mortality was 100 % on the 19th day
while the groups of 0.5 and 0.1 % 10° cells showed maxi-
mum survival of 25 and 27 days, respectively (Fig. 1).

Pleural fluid volume was measured at 7, 14 and 21 days.
The volume was increasing significantly according to
the time and LLC cells concentration (p < 0.05); group
0.1 % 10° cells showed pleural effusion only after 14 days
in few animals and for group 1.5 x 10° cells, evaluation
was only possible up to the 14th day (all animals died
by day 19) (Fig. 2). In the control group (saline intra-
pleurally), we do not observe pleural fluid accumulation.

The macroscopic aspect of most pleural fluid was hem-
orrhagic (but did not coagulate). By harvesting mice at
serial time points we observed that malignant pleural
effusion was formed gradually and that their red blood
cell content increased stepwise.

Total cells count was progressively increasing up to
14 day being more evident in highest concentrations (0.5
and 1.5 % 107 (Fig. 2). MPE differential cells revealed a
mixed inflammatory infiltrate interspersed with malig-
nant cells. The inflammatory cell population consisted of
mononuclear cells (60 %), lymphocytes (20 %) and neu-
trophils (10 %). Mesothelial cells accounted for less than
1 % of cells.

Pleural fluid LDH levels were higher proportional
to the time (p < 0.001) and concentration (p < 0.05) of
injected LLC cells. Protein levels were similar among
groups excepted at 7 days in 0.1 x 10° LLC cells group
(Fig. 2).

Tumor implants in the pleura were evident earlier
in groups that received a larger concentration of LLC
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cells. The presence of loose tumors in the pleural space
was also noted in all study groups at 7 days except in the
group with the lowest concentration of LLC cells. Larger
pleural tumors formed bridges between the lung paren-
chyma and the thoracic cage and infiltrated neighboring
anatomic structures, including the chest wall, mediasti-
num, and diaphragm (Fig. 3). In group 1.5 x 10° LLC cells
numerous tumor implants were observed in the visceral
and parietal pleura after 7 days of exposure. In group
0.5 x 10° cells LLC we noted few dispersed implants at
day 7 with more pronounced implantation after 14 days.
In animals receiving lower cells concentration, tumor
implants were only observed after 14 days (Fig. 3).

Neoplastic infiltration of lung parenchyma was
observed only in few animals with no correlation with
the dose or exposure time. However, lung parenchymal
inflammation was unremarkable in all groups over all
check points; there was no inflammatory focus at con-
centration 0.1 x 10° cells on day 7.

Histological evaluation of pericardium and heart
muscle showed tumor implants in the first 7 days after
injection of 1.5 x 10° LLC cells with increased progres-
sion over time. In the other concentrations few tumor
implants were observed during the study (Fig. 4).

In the liver, micro foci of steatosis were observed after
14 days at concentrations 1.5 and 0.5 x 10° LLC cells. No
relevant histological changes were observed in the renal
evaluation. Hyperplasia of the white pulp of the spleen
was observed at all evaluation time points with greater
evidence at concentrations of 1.5 and 0.5 x 10° LLC cells
(Fig. 4).
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Discussion
This study evaluated the survival curve, laboratorial and
histological aspects in an experimental murine model of
MPE using different concentrations of LLC eells. Evalu-
ation of weight loss, mobility and survival at the higher
concentrations (0.5 and 1.5 x 10° cells) showed that ani-
mals that received 0.5 x 10° cells maintained more sta-
ble condition up to day 14. The survival curve shows a
pain of 6 days survival over mice that received the high-
est concentration. We found MPE from day 7 and several
tumor foci in both the visceral and parietal pleura in the
higher concentration groups. However, minimal or no
volume of pleural fluid and few implants were observed
in the smaller LLC concentration group at day 14.

Lung cancer is the most common cause of worldwide
cancer-related mortality, leading to over a million deaths

each year and adenocarcinoma is its most common histo-
logical type [1-5]. In this scenario, MPE resulting mainly
from pleural metastases of lung adenocarcinoma has
clinical relevance [4, 14]. Its emergence is a sign of poor
prognosis and low life expectancy, as it indicates that
the tumor is incurable by surgery [4]. Dyspnea occurs in
more than 50 % of patients, severely compromising their
quality of life. In spite of the therapeutic advances since
the platinum-based schemes, lung cancer treatment does
not significantly impact the disease evolution of most
patients [4-14].

MNew therapeutic strategies are needed to improve local
control and the spread of cancer, but this requires greater
insight into the pathogenesis of this disease.

Until some time ago, there were a few experimental
models for the study of pleural neoplasms, most using
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Fig. 3 Histology of pleura, lung parenchyma and diaphragm of mice that received intrapleural injection of LLC cells. a Pieura and lung parenchyma
after 7 days of 0.1 x 10° cells; b tumor implantation in visceral pleura after 7 days of 05 x 10° cells (arrows); ¢ tumor implants in visceral pleura after
14 days of 05 x 10° cells {arrows); d tumor impiants in visceral pleura after 14 days of 15 x 10° cells (asterisk); @ massive tumor invading diaphragm
after 14 days of 1.5 x 10° cells (asterisk); f tumor mass observed after 21 days of LLC cells (asterisk). Hematoxylin & eosin staining. LP lung paren-
chyma, asterisk tumor, arrows tumor implants
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Flg.4 Histology of organs of mice that received intrapleural injection of LLC celis. a Tumor implants in pericardium after 7 days of 1.5 x 10° cells
{arrows); b neoplastic celis infiltrating the myocardium (asterisk} after 14 days of 1.5 x 10° cells; ¢ normal fiver after 7 days of 05 x 10° calls; d liver
with steatosis (fifled triangle) after 14 days of LLC cells; e, f kidney with tubular steatosis (filled triangle) and without neoplastic cells after 7 or 14 days.
g. h Reactive spleen (filled circle) without neoplastic cells after 7 and 14 days. Hematoxylin & eosin staining
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animals with normal pleura to test palliative therapies
such as pleurodesis [24-26]. In the absence of malig-
nant disease assessment of the natural evolution of the
cancer, neoplasia-host interactions, or possible immune
response is obviously not possible [25, 26]. Therefore,
some researchers have developed novel models of MPE
with a more accurate mimicry of the human condition.
These models have contributed to significant advances
in the understanding of fluid exudation induced by can-
cer metastasis to the pleura [19]. They have yielded novel
insights into the pathogenesis of adenocarcinoma as well
as into the mechanisms of intrapleural malignant effu-
sion accumulation, tumor dissemination and possible
therapeutic targets to block pleural effusion [19].

In 2006, Stathopoulos et al. developed and character-
ized a novel mouse model of malignant pleural effusion
by injecting 1.5 x 10° Lewis lung carcinoma (LLC) cells
directly into the pleural space of immunocompetent
C57BL/6 mice [20].

LLC cells are derived from a spontaneously arising lung
adenocarcinoma in C57BL/6 mice. These cells are char-
acterized by short doubling times in vitro and in vivo and
apgressive biological behavior [19-21]. The cells can be
propagated in C57BL/6 mice, giving rise to lung adeno-
carcinoma and human-like MPEs producing exudates
with high protein and LDH content, as well as high lev-
els of VEGF and monocyte chemoattractant chemokines
[19-21].

This LLC-C57BL/6 model is highly reproducible since
it uses immunocompetent animals, closely resembles
human MPEs and provides reproducible end-points. It
can be used to study the influence of specific host and
tumor factors on the pathogenesis of MPE and to eval-
uate new therapeutic strategies. In addition, all of the
animals pet MPE and intense tumor foci on visceral and
parietal pleura in 14 days [20].

Nevertheless, the maximum survival of the animals in
the Stathopoulos et al. model was 17 days, an unfavorable
point, since survival is an important outcome measure
and so few days may not be sufficient to assess outcome
[20, 21].

Also, in these studies authors observed a correlation
between the number of pleural tumor foci and the vol-
ume of pleural fluid. They discussed the importance of
the host immune response, which is partly responsible
for the malignant pleural fluid accumulation [20-23].
These issues are directly relevant in studies to investigate
the pathogenesis and treatment of MPEs. The pleural
fluid accumulation remains the primary end-point in this
model; however, determinations relevant to these bio-
processes may serve as additional end-points in animal
models of MPE,
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The cellular and biochemical profile of pleural effu-
sion resulting from induced lung adenocarcinoma mim-
ics human MPE, which is high in protein and LDH levels
and nucleated cells with neoplastic cells permeating a
rich inflaimmatory infiltrates. Implantation and growth
of pleural tumors triggers a host inflaimmatory response
characterized by a mixed inflammatory cell influx into
the pleural fluid, angiogenesis, and vascular hyperper-
meability, all fundamental steps in MPE pathogenesis
[19-21].

We found tumors implants in the visceral and parietal
pleura in all groups studied and they were proportional
to the concentration and time from instillation of LLC
cells. Metastasis to the pericardium was more evident
at the highest concentration. Inflammatory lung paren-
chyma cells and histological changes in the liver, kidneys
and spleen were observed in all groups with the highest
scores in groups 0.5 and 1.5 x 107 cells.

Furthermore, induction of MPE in animals leads to
cachexia, which can serve as a surrogate marker of tumor
progression. In our study mice that received 0.5 x 10°
LLC cells maintained more stable condition through day
14 compared to mice that received the highest concentra-
tion, resulting in a longer survival.

One limitation of our study was related fo the assess-
ment of animals at 21 days due to the fact that most died
before analysis could be done.

Conclusions

Our results show that using a dose of 05 x 10° cells
LLC is possible not only to induce the disease as well
as to better evaluate survival time, without prejudice to
the model proposed initially by Stathophoulous and col-
leagues [20]. With this cell concentration we obtained a
model that allowed for monitoring longer survival, the
study of pleuropulmonary changes and to assess local
and distant metastases, opening a fantastic range of study
opportunities.

This study may allow a better understanding the mech-
anisms involved in the development of malignant pleural
effusion. In addition, it may be promising in evaluating
therapy responses, the best time to indicate pleurodesis,
as well as, to consider the response to immunomodula-
tory therapies, costs and benefits of targeted therapies.
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