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LISTA DE ABREVIATURAS

DHL: Desidrogenase latica

EV: endovenoso

Fr: French

IL-8: Interleucina 8

Kg: Quilogramas
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LDH: Lactic Dehidrogenase
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W Micrémetros
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mm?®: Milimetros ctbicos
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SEM: Standard error of measurement

TGF: Fator transformador de crescimento beta
TGFB1: Fator transformador de crescimento beta 1
Ul: Unidades Internacionais

VEGF: Fator de crescimento do endotélio vascular



RESUMO

Ribeiro, SCC. Influéncia do anticorpo anti-VEGF bevacizumab na
inflamacao pleural e na pleurodese induzida por talco ou nitrato de prata.

[Tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&ao Paulo; 2011

Introducédo: A pleurodese quimica é rotineiramente utilizada para o controle de
derrames pleurais recidivantes. O fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF) € uma citocina produzida em resposta a inflamacéao pleural induzida por
esclerosantes e possui papel essencial na angiogénese e na fibrose pleural. O
anticorpo monoclonal bevacizumab bloqueia a acdo do VEGF, sendo utilizado
no tratamento de algumas neoplasias malignas com o objetivo de inibir a
angiogénese e a progressao tumoral. Os efeitos do bevacizumab sobre o
processo inflamatoério pleural e sobre a pleurodese induzida por talco e nitrato
de prata ainda ndo foram totalmente descritos. Objetivo: Caracterizar a
influéncia do anticorpo monoclonal anti-VEGF, bevacizumab, nas fases precoce
e tardia da pleurodese induzida pelo talco ou nitrato de prata. Métodos: Foram
estudados 152 coelhos que receberam injecao intrapleural de talco (n=76) ou
nitrato de prata (n=76). Metade dos animais em cada grupo recebeu injecao
intravenosa de bevacizumab 30 minutos antes do agente esclerosante. Apos a
injecao intrapleural de talco ou nitrato de prata, 5 animais em cada grupo foram
sacrificados em 1, 2, 3, 4, 7, 14 e 28 dias. Um subgrupo de 12 animais recebeu
azul de Evans 1 hora antes do sacrificio realizado no terceiro dia, para analise
de permeabilidade pleural. Em todos os animais, o liquido pleural obtido foi
quantificado, sendo realizadas analises bioguimica, citologica e imunoldgica. A
cavidade pleural foi avaliada macroscopicamente através de escore para
quantificacdo de aderéncias. Microscopicamente, a pleura visceral foi analisada
por escore para o grau de inflamacdo e fibrose; a densidade vascular foi
avaliada por imunohistoquimica (anti fator VIII) e o espessamento pleural e a
guantidade de colageno (fibras colagenas coradas pelo método de picrosirius)

mensurados através de um sistema de analise de imagem. Andlise Estatistica:



Os resultados estdo expressos em média e erro padrdo (SEM). Comparagdes
entre os grupos foram feitas utilizando-se o teste t ndo-pareado ou Mann-
Whitney, sendo considerado significativo um valor de p inferior a 0,05.
Resultados: Nos animais que receberam injecéo de bevacizumab observamos
reducdo significativa do volume de liquido pleural e da permeabilidade vascular,
assim como dos niveis pleurais de VEGF e de IL-8, porém sem diferenca na
celularidade, nos niveis de DHL, proteinas e TGFB1. O grau de aderéncias
pleurais também foi significativamente reduzido em todos os coelhos pré-
tratados com bevacizumab, porém sem evidente diferenca no escore de
inflamacé&o pleural independente do esclerosante utilizado. Observou-se ainda,
nos animais que receberam anti-VEGF, diminuicdo da densidade vascular tanto
no grupo talco como no nitrato de prata. Houve reducdo significativa de
espessamento e fibrose pleural e da quantidade de coldgeno apenas nos
animais que receberam nitrato de prata e tratamento prévio com bevacizumab.
Conclusao: Este estudo experimental demonstrou que a administracao de
bevacizumab intravenoso interfere na fase aguda do processo inflamatorio
pleural induzido pelo talco ou nitrato de prata, provavelmente através de
reducdo da permeabilidade vascular. Evidenciou-se também que este farmaco
inibe a formacdo de aderéncias pleurais, reduz a densidade vascular, a
producado de colageno e o espessamento pleural, potencialmente interferindo na
efetividade da pleurodese induzida por talco ou nitrato de prata. Estes
resultados alertam para uma possivel reducéo de efetividade da pleurodese em

pacientes em uso de anticorpos anti-VEGF.

Descritores:

1. Fator de crescimento do endotélio vascular; 2. Pleurodese; 3. Inibidores da
Angiogénese; 4. Derrame Pleural; 5. Inflamacdo Pleural; 6. Bevacizumab;
7. Coelhos.



SUMMARY

Ribeiro, SCC. Influence of anti-VEGF bevacizumab in pleural inflammation
and experimental pleurodesis induced by talc or silver nitrate. [Tese]. Sao
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2011

Introduction: Chemical pleurodesis is widely used to control recurrent
malignant pleural effusion. Vascular endothelial growth factor (VEGF) is
produced in response to mesothelial injury by sclerosing intrapleural injection
and it is a potent angiogenesis inducer. The monoclonal anti-VEGF
bevacizumab inhibits VEGF and has been used in the treatment of cancer to
reduce angiogenesis and tumour progression. The effects of VEGF blockage on
pleural inflammation and pleurodesis induced by talc and silver nitrate were not
completely known. Objective: To describe the effects of monoclonal anti-VEGF
bevacizumab in the early and late phase of pleurodesis induced by talc or silver
nitrate. Methods: One-hundred and fifty-two rabbits were submitted to
intrapleural injection of talc (n = 76) or silver nitrate (n = 76). Half of the animals
in each group received intravenous bevacizumab, 30 minutes before the
sclerosing agent. In each of the four groups, five animals were sacrificed 1, 2, 3,
4, 7, 14 and 28 days after the intrapleural injection. . A subgroup of twelve
animals received intravenous Evan’s blue one hour prior to sacrifice, to estimate
the vascular permeability. The pleural fluid volume was quantified and sent for
biochemical, cytological and immunological analysis. Macroscopic pleural
adhesions were evaluated using a semiquantitative score. The visceral pleura
was submitted to microscopic examination to quantify, by score, inflammation
and fibrosis. Anti-factor VII immunostaining was used to evaluate vascular
density. Pleural thickness and collagen quantification (sirius red stain was used
to identify collagen fibers) were evaluated by an image analysis system.
Statistical analysis: Results are expressed as mean and standard error
measurement (SEM). Differences between two groups were analyzed using t-



test and Mann-Whitney rank sum test and considered statistically significant
when p-value was <0.05. Results: Animals pretreated with anti-VEGF antibody
developed lower volumes of pleural fluid and presented a significant reduction in
pleural permeability, VEGF and IL-8 levels in both groups (talc and silver
nitrate). There was no difference in total number of cells, TGFB1, LDH and total
protein in the pleural fluid. Macroscopic adhesions scores were lower and
angiogenesis was reduced after pretreatment with bevacizumab in both groups.
No significant difference was found in inflammation scores between the two
groups. Pleural fibrosis, thickening and collagen were reduced in animals
submitted to pleurodesis only in the group silver nitrate pretreated with
bevacizumab. Conclusion: This experimental study shows that the
administration of anti-VEGF antibody interferes in the acute phase of acute
inflammation induced by silver nitrate and talc by reducing vascular permeability.
It also reduces macroscopic adhesions, pleural thickening and interferes with
pleural fibrosis, decreasing angiogenesis and collagen production. These
findings suggest a potential for pleurodesis failure in patients treated with

bevacizumab for cancer.

Descriptors:

1. Vascular endothelial growth factor; 2. Pleurodesis; 3. Angiogenesis Inhibitors;
4. Pleural Effusion; 5. Pleural Inflammation; 6. Bevacizumab;

7. Rabbits.
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1- INTRODUCAO

1.1 Derrame Pleural e Pleurodese

A pleura € uma camada serosa que recobre externamente os pulmdes
(pleura visceral) e internamente a cavidade toracica (pleura parietal). No
espaco entre estas duas camadas existe a formacédo e reabsorcdo continua de
liquido, que lubrifica a superficie pleural e permite o deslizamento destes dois
folhetos!).  Este volume de liquido foi estimado entre 0,16 a 0,36mL/Kg de
superficie corporal, ou menos de 12 mL por hemitérax’?. Em situacdes onde ha
aumento de producdo ou reducdo da absorcdo deste fluido, pode haver um

acumulo progressivo, caracterizando o derrame pleural.

Os primeiros passos na abordagem de um derrame pleural séo
estabelecidos através da toracocentese diagnostica e bidpsia pleural. A analise
do liquido e do fragmento pleural, associada a uma boa historia clinica e exame
fisico detalhado, possibilita o diagnostico de grande parte dos derrames
pleurais). O diagnéstico preciso da etiologia do derrame tem grande
relevancia, pois o tratamento depende diretamente da doenca de base
diagnosticada. Em alguns casos, como em efusdes causadas por insuficiéncia
cardiaca ou renal, a compensacdo da doenca através de tratamento
medicamentoso leva a resolucao parcial ou total do derrame, sem necessidade

de qualquer procedimento adicional®®.



No entanto, em outros casos, a abordagem invasiva da cavidade pleural
€ necessaria como terapia primaria ou complementar. Pode ser realizada
através de drenagem fechada, de intervencbes como toracoscopia ou
toracotomia com decorticacdo ou utilizando recursos como a pleurodese. Este
altimo procedimento, consiste na instilacdo de um agente esclerosante na
cavidade pleural gerando um processo inflamatério, formando aderéncias e

uma consequente sinfise entre os folhetos pleurais™

Os primeiros relatos de pleurodese datam do inicio do século XX,
guando Bethune injetou talco no espaco pleural, com o objetivo de colabar uma
cavidade p6s lobectomia!®. Atualmente, a pleurodese é utilizada no tratamento
de processos pleurais recidivantes de diferentes etiologias, sendo empregada

principalmente no tratamento de derrames pleurais neoplasicos.

O processo inflamatério pleural induzido pela injecdo de um agente
esclerosante no espaco pleural ndo esta completamente elucidado e é
dependente do esclerosante escolhido®. E referido que na fase precoce da
pleurodese induzida por talco ou nitrato de prata ocorre inflamacéo aguda
pleural e sisttmica com recrutamento de neutrofilos e liberagdo de citocinas
inflamatérias tais como IL-8 e VEGF®, A interleucina 8 € um potente fator
quimiotatico que parece ter grande importancia na formagdo do derrame
pleural. Broaddus e colaboradores em um estudo utilizando anticorpos anti IL-8
observaram reducdo na migracao de neutrofilos no liquido pleural de pacientes

com empiemal”l. Ceyhan e colaboradores, ao estudarem amostras de liquido



pleural de vérias etiologias em 34 pacientes observaram uma correlacao
significativa entre os niveis de IL-8 e a porcentagem de neutrofilos no liquido
pleural®. Considerando-se que a migracdo de neutréfilos para o tecido
inflamado € um dos aspectos fundamentais da inflamacdo aguda, a
interleucina-8 é considerada um dos principais mediadores da inflamacao
aguda na pleura, seja esta lesdo induzida por uma infec¢cdo ou, como no caso

de nosso estudo, pelo estimulo externo com esclerosantes.

Na fase precoce da pleurodese, apés a injecdo do agente esclerosante,
ocorre lesdo da camada mesotelial com liberacdo de citocinas, migracao de
células inflamatdrias e a formacgédo de um liquido exsudativo. Este exsudato rico
em proteinas é posteriormente reabsorvido, formando-se entdo aderéncias,
inicialmente compostas apenas de fibrina que funciona como um substrato para
a intensa ativacdo de fibroblastos e formacéo de colageno® Nesta fase, é
importante ressaltar o papel do TGFf, citocina multifuncional capaz de inibir
certas respostas celulares, aumentar a proliferacdo de outras, controlar os
multiplos aspectos do tecido conectivo e influenciar numerosos pontos de
controle do sistema imune®®. E conhecida por estimular a fibronectina e a
producgéo do colageno, ao induzir nas células mesoteliais humanas a sintese de
RNA mensageiro do colageno tipo I*Y. Tem um papel importante em muitas
facetas das doencas pleurais, particularmente em relacédo a suas propriedades

pro-fibréticas e anti-inflamatérias™®.



Com a produgéao de colageno pelos fibroblastos, mediada pelo TGFj, as
aderéncias vao tornado-se mais espessas e estruturadas e acabam obliterando
0 espaco entre a pleura visceral e parietal e impedindo a recidiva e reacumulo

do derrame pleural®.

1.2 O Fator de Crescimento do Endotélio Vascular

Dentre as citocinas envolvidas na formagdo do derrame pleural e no
processo inflamatorio da pleurodese, o fator de crescimento do endotélio
vascular chama atencéo pela potente indugcéo de permeabilidade pleural e por
sua presenca quase universal no liquido pleural, independentemente da causa

do derramet*?.

O VEGF é uma glicoproteina com peso molecular entre 34 e 45 Kd
(kilodaltons)™. Ao menos cinco isoformas principais (206, 189, 165, 145 e 121
aminoacidos) foram descritas em células humanas. Destas, duas sé&o
secretadas na forma sollvel (121 e 265 aminoacidos) enquanto outras (189 e
206 aminoacidos) encontram-se associadas aos proteoglicanos ou ligadas a

matriz extracelular. Algumas ac¢des diretas do VEGF sé&o:
- Estimulo da mitogénese de células endoteliais
- Inibicdo de apoptose das células endoteliais

- Aumento da permeabilidade vascular de forma 50.000 vezes mais

intensa que a histaminal™*



- Estimulo do ativador tecidual da plasmina, ativador da uroquinase, de
colagenases e metaloproteinases!*®. Estes mediadores estdo envolvidos na
degradacdo da matriz extracelular, necesséaria para a migracdo das células

endoteliais.

O VEGF e seus receptores VEGF R1 e VEGF R2 sédo expressos em
células de tecidos normais como as do pulméo, rim, adrenal, figado e
estbmago, sendo também encontrado em varios tipos de células tumorais,

como nos adenocarcinomas, fibrossarcoma e linfomas!*®

. Os receptores do
VEGF séo expressos principalmente nas células endoteliais e também foram
identificados em diversos tipos de tumores e no tecido pleural, tanto normal,

como na presenca de inflamagado ou neoplasial*” .

As funcbes do VEGF como indutor de permeabilidade vascular e
mitogénese sugerem a sua grande participagdo no processo inflamatorio

envolvido na formacé&o do derrame pleural.

1.3 VEGF e derrame pleural

A formacéo do liquido pleural geralmente envolve a migracdo de células
e plasma da circulacéo sistémica para o espaco pleural Mt Esta migracao inclui
a passagem através de duas barreiras: o endotélio vascular e o mesotélio. O
mesotélio apresenta jungfes mais eficazes e funciona como agente limitante a
passagem de proteinas e células inflamatérias para o espaco pleural. O VEGF

é capaz de aumentar a permeabilidade da barreira mesotelial*®, e, potencializa



a passagem pela parede de capilares e vénulas, através da abertura das
juncdes intercelulares e da inducédo de fenestracbes no endotélio, mesmo em

regides onde estas n&o costumam ocorrer?.

Como previamente referido, 0 VEGF esta presente em derrames pleurais
de varias etiologias™ . O papel do VEGF na formacédo de derrames cavitarios
foi estudado por Yano e colaboradores®”’, que injetaram células de
adenocarcinoma e de carcinoma espinocelular em camundongos e observaram
gue 0s animais com adenocarcinoma expressaram hiveis mais elevados de
VEGF e tumores mais vascularizados. Os niveis de VEGF tiveram correlacao
direta com a quantidade de derrame maligno formado. Em uma fase posterior,
as células de adenocarcinoma foram transfectadas com um gene anti-VEGF s,
que ao suprimir a producdo de VEGF, reduziu significativamente a
permeabilidade vascular e a quantidade de derrame pleural produzido.
Achados semelhantes foram obtidos, em camundongos, apds a instilacdo
intraperitoneal de células de carcinoma ovariano e utilizacdo concomitante de
anticorpos neutralizantes anti-VEGF. Os autores observaram reducdo da massa
tumoral, aumento da sobrevida dos animais e inibicdo quase completa da
producdo de ascite neoplasica no grupo tratado!®”. Estudos demonstraram que,
geralmente, os exsudatos apresentam niveis de VEGF significativamente mais

elevados do que os transudatos ?* %,

Em um estudo com 70 pacientes, Cheng
e colaboradores®?, observaram que os menores niveis de VEGF foram

encontrados em derrames associados a insuficiéncia cardiaca e que 0s niveis



mais elevados eram os de origem neoplasica. No entanto, houve uma
sobreposicao significativa de valores entre os grupos, limitando seu uso como
ferramenta para o diagnostico diferencial entre os derrames pleurais de
etiologias diversas .

O papel do VEGF na fibrose pleural foi avaliado em um modelo

241 onde a injecdo de anticorpos anti-

experimental de empiema em coelhos
VEGF reduziu a angiogénese e a fibrose pleural. Este achado sugere que o
VEGF desempenha um papel fundamental na formacdo da camada de fibrose e

das aderéncias que caracterizam o empiema.

Os resultados destes estudos corroboram a importancia do VEGF na

formacéao do derrame pleural e na fibrose e trazem alguns questionamentos:
- O bloqueio do VEGF pode impedir a formacgéo de derrame pleural?
- Quais mecanismos estariam envolvidos neste blogueio?

- Quais as consequéncias do bloqueio do VEGF sobre a fibrose induzida

por agentes esclerosantes pleurais?

1.4 Bevacizumab

O bevacizumab é um anticorpo monoclonal anti-VEGF humanizado pela
incorporacdo de sitios de ligagdo ao VEGF murino a uma estrutura de
imunoglobulina G humana ®. Seu mecanismo de ac&o se desenvolve através

da ligacdo especifica ao VEGF, impedindo a ativagcdo de seus receptores,



localizados na superficie das células endoteliais®®. E capaz de inibir o VEGF
de forma dose-dependente, bloqueando suas acfes de proliferacdo, migracéo e
inibicdo de apoptose das células endoteliais e neutralizando a acdo desta
citocina no aumento de permeabilidade das células endoteliais'®?®. Este
anticorpo foi o primeiro anti-VEGF aprovado para tratamento de cancer, sendo
utilizado atualmente no tratamento de degeneracdo macular da retina e em
neoplasias de colo, de mama e de pulmio®®. Além das indicacdes ja
estabelecidas, o estudo do bevacizumab em doencas inflamatérias € um campo
de pesquisa extremamente promissor, tendo sido utilizado com sucesso em
derrame pleural refratario associado a amiloidose e pds-transplante de

medula?”?8l,

Nossa hipotese é de que a utilizacdo do anti VEGF poderia inibir a
formacéo de processo inflamatério exsudativo pleural em animais submetidos a
pleurodese. Do mesmo modo, este farmaco poderia atuar reduzindo a formacao
de aderéncias pleurais e consequentemente interferindo na efetividade da

pleurodese.
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2- OBJETIVO

Caracterizar a influéncia do anticorpo monoclonal anti-VEGF,

bevacizumab, na pleurodese induzida pelo talco e pelo nitrato de prata.
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3- MATERIAL E METODOS

Este projeto de pesquisa foi aprovado pela CAPPesq (Comisséo de Etica
para Analise de Projetos de Pesquisa do HC FMUSP) sob o namero 998/05 e
realizado no Laboratorio de Pleura do Instituto do Coracdo (InCor) da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo. Recebeu suporte
financeiro do CNPqg (Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e

Tecnoldgico).

3.1: Experimento Animal

Para realizacdo deste estudo foram utilizados 152 coelhos da raca Nova
Zelandia, com peso entre 2,0 e 2,5 Kg. De acordo com metodologia utilizada

el62%3U o5 animais foram anestesiados com uma injecdo

previament
intramuscular de cetamina (Cristalia, Sdo Paulo-Brasil) 35mg/kg e xilazina
(Bayer, Sdo Paulo-Brasil) 5mg/kg. A seguir, o hemitérax direito foi tricotomizado

e a anti-sepsia feita com uma solugéo de alcool a 70% (Rioquimica, S&o Paulo,

Brasil).

A partir deste momento, os animais foram divididos e preparados de
acordo com a fase do processo em que estaria programado o sacrificio e a
analise da cavidade pleural. Didaticamente, denominamos 0s animais que

seriam sacrificados em 1, 2, 3 e 4 dias de grupo fase precoce. Os animais cujo



sacrificio estava programado para 7, 14 e 28 dias apds o procedimento

experimental constituiram o grupo de fase tardia.

Os agentes esclerosantes foram preparados em ambiente estéril, em
fluxo laminar. Uma suspensdo de 400mg/kg de talco livre de asbestos,
(Farméacia USP, Sao Paulo-Brasil) foi preparada com solucéo fisiologica a 0.9%
perfazendo um volume total de 2 mL. De maneira similar o nitrato de prata
(Merck, Darmstadt-Alemanha) foi preparado, diluido em agua destilada, para

uma concentracéo final a 0,5%2%3%

De acordo com metodologia previamente estabelecida® *? os animais
do grupo da fase precoce, receberam através de uma agulha 19 Gauge, no 6°
espaco intercostal direito, uma injecao intrapleural, em volume total de 2 mL, de
um dos dois agentes esclerosantes. Metade dos coelhos em cada grupo
recebeu injecdo endovenosa de 5 mg/kg de bevacizumab (Avastin® Roche,

Basilea-Suica), 30 minutos antes da injecdo do agente esclerosante (Figural).

Figura 1: Injecdo intrapleural de talco, através de diferenca de presséo (Fase precoce).



Também de acordo com metodologia utilizada em estudo prévio, 0s
animais do grupo de fase tardia foram preparados para o procedimento
pleural®. Apés o posicionamento do animal em decubito lateral esquerdo, uma
incisédo de 0,5cm foi feita na pele (linha hemiclavicular), na projecdo do sexto
arco costal. Em sequéncia, um cateter (8 fr) foi tunelizado no tecido subcutaneo
para evitar possiveis tentativas de retirada por parte do animal. A seguir, a
pleura parietal foi exposta e apds a insercdo do dreno, efetuou-se a sutura,
fixacdo e a injecdo dos farmacos (talco ou nitrato de prata) através do dreno

(Figura 2).

Figura 2: Cateter tunelizado no subcutaneo. (Fase tardia)

A cada 24 horas o dreno era aspirado e o volume de liquido pleural
retirado, mensurado e aliquotado para posterior analise laboratorial. O dreno foi
mantido por periodo minimo de 72 horas, sendo removido quando a quantidade

de liquido aspirada fosse inferior a 1ml/dia. Metade dos coelhos em cada grupo



(talco e nitrato) recebeu bevacizumab intravenoso, 30 minutos antes da injecao

do agente esclerosante, de forma similar ao grupo de fase aguda.

De maneira esquematica, os animais (fases precoce e tardia) foram
divididos em quatro grupos de acordo com o agente esclerosante recebido e ao

uso prévio ou ndo de bevacizumab.
Grupo I: Talco 400mg/Kkg intrapleural + bevacizumab 5mg/kg EV
Grupo II: Talco 400mg/Kkg intrapleural
Grupo llI: Nitrato de prata 0,5% intrapleural + bevacizumab 5mg/kg EV
Grupo IV: Nitrato de prata 0,5% intrapleural

Os coelhos foram sacrificados através de injecdo intravenosa de 40

[6.29-31] " |mediatamente apds

mg/kg de pentobarbital, na veia marginal da orelha
o sacrificio, foi feita uma incisdo mediana no abdome com exposicdo do
diafragma. Através de puncdo transdiafragmatica, todo o liquido pleural
existente foi cuidadosamente aspirado e reservado para posterior andlise. Este
procedimento foi fundamental para a coleta de liquido nos animais da fase

6,29, 30

precoce ] No mesmo tempo, foram obtidas amostras de sangue.

O térax entdo foi retirado em bloco e os pulmdes expandidos com 60 ml
de solucdo de formalina a 10%, através de cateter plastico, posicionado na
tragquéia. A ligadura da traquéia foi realizada com fio de algoddo e em

sequéncia, o térax foi submerso em formol a 10%, por no minimo 48 horas!® 2*

31]



Posteriormente, foram realizadas incisdes no diafragma e arcos costais
na linha hemiclavicular. O esterno e as por¢des mediais dos arcos costais foram
removidos para permitir ampla exposicdo da cavidade pleural. Fragmentos da

(3031 A cavidade

pleura visceral foram obtidos para avaliagdo microscoépica
pleural esquerda que ndo recebeu injecdo de esclerosante funcionou como

controle.

3.2 -Experimento animal- Subgrupo Azul de Evans

Para avaliar a permeabilidade vascular pleural em animais que
receberam injecdo intrapleural de agentes esclerosantes, um subgrupo extra de
doze coelhos recebeu injecao intravenosa de Azul de Evans (Farmacia USP,
Sédo Paulo-Brasil), um corante que se liga a albumina. Estes coelhos também
foram submetidos ao mesmo procedimento, ou seja, injecdo intrapleural de
talco ou nitrato de prata com e sem anti-VEGF. Trés dias ap0s a instilacdo do
esclerosante, periodo usualmente de maior exsudacdo pleural, estes animais
receberam injecdo intravenosa de Azul de Evans na veia marginal da orelha
(25mg/Kg diluidos em 20mL de soro fisiol6gico a 0,9%, dose total = 55mg) e

apos uma hora foram sacrificados (Figura 3).



Figura 3: Injecéo intravenosa de Azul de Evans.

O liquido pleural foi cuidadosamente aspirado e a quantidade de corante
foi determinada para estimar a permeabilidade, através do extravasamento,
pela medida de absorbancia do liquido obtido a 620nm, comparado a
concentracdes conhecidas de Azul de Evans®?, através de aparelho de leitura

de densidade 6ptica.

3.3- Andlise Laboratorial

O liquido pleural obtido foi quantificado, armazenado em tubo seco para
determinacdo de proteina total e desidrogenase latica e em tubo com &cido

etiedenamino-tetra-acético para citologia e determinacéo de citocinas® .

As amostras foram processadas em um hemocitbmetro para
determinacdo do numero total de células. O restante do material foi

centrifugado na velocidade de 1000 voltas por minuto por 10 minutos a 4 graus



Celsius, retirados imediatamente para determinacdo de DHL através de método
cinético convencional (Wiener, Rosario - Argentina) e de proteina total atravées
de colorimetria (Wiener, Rosario - Argentina). As citocinas IL-8 (Opt-EIA, rabbit
IL-8 set; Pharmigen, San Diego - USA), VEGF (R&D Systems, Minneapolis —
USA) e TGF-B1 (R&D Systems, Minneapolis — USA) foram quantificadas

através de imunoensaio enzimatico (ELISA)® 2

3.4- Avaliacdo Macroscopica

A presenca de aderéncias macroscopicas foi avaliada de acordo com

uma escala semi-quantitatival®® 3!, recebendo escores de 0 a 4:

0- auséncia de aderéncias

1- 1-3 aderéncias, sem areas de sinfise

2- 3 ou mais aderéncias localizadas, sem areas de sinfise

3- multiplas aderéncias, com areas isoladas de sinfise

4- multiplas aderéncias com sinfise completa da cavidade pleural

(Figura 4).



Figura 4: Aderéncias pleurais - Grau 3

3.5- Avaliagdo Microscopica

Os fragmentos de pleura visceral foram fixados em formalina a 10% por
um minimo de 48 horas. Depois deste periodo, o tecido foi incluido em parafina
e corado com hematoxilina-eosina. As alteracdes histolégicas presentes de

inflamacdo e fibrose foram descritas de forma semi-quantitativa (0-4)B%3!

(Figura 5).
0- pleura normal
1- alteracdo minima
2- leve
3- moderada

4- intensa



Figura 5: Inflamacéo e Fibrose grau 3

Para a avaliacdo das fibras de colageno e do espessamento pleural,
laminas contendo sec¢fes da pleura visceral foram coradas com vermelho sirio a
2% diluido em solucdo aquosa de &cido picrico®¥. O realce da birrefringéncia
medida pelo método de polarizacdo do picrosirius € especifico para estruturas
de colageno que consistem de agregados de moléculas com diferentes
orientacdes. Portanto, as fibras mais finas (colageno tipo Ill) que correspondem
ao colageno mais imaturo adquirem a coloracdo verde e aparéncia fracamente
birrefringente. As fibras mais espessas (colageno tipo 1) correspondem a um
colageno maduro e se coram em laranja avermelhado, com aparéncia
fortemente birrefringente. Cinco campos a um aumento de 400x foram
escolhidos de forma aleatéria para a avaliacdo e quantificagcdo do colageno.
Para estas determinacdes utilizou-se o sistema de analise de imagem Leica
Q500IV (Leica Imaging Systems Ltda, Suica) que permite medidas geomeétricas
e densitométricas quantitativas. A area ocupada pelas fibras foi determinada

através de densitometria digital e o equipamento foi calibrado para transformar



os valores de pixels para micrometros. Como em cada lamina foram avaliados
diferentes campos de pleura, a quantidade de colageno foi expressa em area
(um?) corrigida por 10° pm? de area pleural analisada. Esta padronizacdo nos
permitiu estabelecer a proporcao entre fibras finas e grossas para cada agente
(talco e nitrato de prata). O colageno total correspondeu a soma das
guantidades de fibras finas e grossas (I+lll). (Figura 6) A mensuracao do
espessamento pleural foi baseada na medida linear da distancia entre as

margens interna e externa da pleura e expressa em micrémetros?,

Figura 6: Coloracéo pelo método de Picrossirius para andlise de colageno.

A densidade vascular pleural foi quantificada através de
imunohistoquimica. Para evidenciar as células endoteliais de forma seletiva,
permitindo analise morfomeétrica automatizada, laminas de pleura visceral foram
marcadas através de imunohistoquimica para o antigeno fator VIII (fator de von

Willebrand). As laminas foram incubadas com anti-fator VIII (Dako, AO82, Dako,



CA, EUA) em uma diluicdo de 1:7000 por 30 minutos e posteriormente coradas
com hematoxilina. Em cada lamina, cinco campos escolhidos de forma aleatoria
foram analisados. Os vasos marcados foram quantificados e o grau de
densidade vascular foi expresso como a média da quantidade de vasos nos

campos analisados¥.

3.6- Andalise Estatistica

Os dados foram obtidos a cada tempo (1, 2, 3, 4, 7, 14 e 28 dias) para
cada um dos quatro subgrupos e expressos como meédia e erro-padrao. O teste
t ndo pareado foi utiizado na comparacdo entre os grupos. Dados de
distribuicdo ndo normal foram comparados utilizando-se o teste de Mann-
Whitney. O programa estatistico utilizado foi o SigmaStat 3.5 (Systat, USA).
Valores de p menores que 0,05 foram considerados estatisticamente

significantes.



4- RESULTADOS



4- RESULTADOS

Durante o procedimento experimental, quatro animais morreram em
decorréncia da anestesia ou no pos-operatério imediato. Nao houve diferenca
significativa entre os grupos em relacado ao numero de 6bitos. Os animais foram
repostos, mantendo-se a amostra programada inicialmente, ou seja, os 152

animais.

4.1- Liquido Pleural

A administracdo prévia de bevacizumab reduziu o volume (mL) de liquido
pleural nos dias 3 (15,4 +48vs1,4+1,1;,p<0,001)e4(6,0+4,3vs0,7+0,8;
p = 0,028) no grupo que recebeu talco intrapleural, e nos dias 3 (30,6 £ 7,8 vs
16,8 + 11,0; p<0,052), 4 (39,6 + 15,0 vs 14,6 + 8,2; p=0,011) e 7( 23,6 + 6,0 vs
6,2 + 4,5; p<0,001) nos animais que receberam nitrato (Grafico 1). Nao foi
observada presenca de liquido pleural no hemitérax esquerdo em nenhum dos

animais estudados.
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Grafico 1: Comparacédo entre volume de liquido pleural nos grupos talco e nitrato de
prata, com e sem administragédo prévia de bevacizumab (* p<0,05).

(E sem bevacizumab com bevacizumab) .

O liquido pleural obtido apresentou caracteristicas de exsudato. N&o
houve influéncia significativa do pré-tratamento com bevacizumab nos niveis de

DHL e proteinas totais com nenhum dos dois esclerosantes (Gréaficos 2 e 3).
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Grafico 2: Comparacdo entre niveis de DHL nos grupos talco e nitrato de prata, com e
sem administrac@o prévia de bevacizumab (* p<0,05).

(1 sem bevacizumab com bevacizumab) .
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Grafico 3: Comparacao entre niveis de proteinas totais nos grupos talco e nitrato de
prata, com e sem administracéo prévia de bevacizumab (* p<0,05)

(=3 sem bevacizumab com bevacizumab) .

Os animais submetidos a pleurodese com talco apresentaram valores de
celularidade mais elevados que o grupo nitrato. Entretanto, ndo houve influéncia
do bevacizumab sobre o numero total de células nucleadas no liquido pleural

(Gréfico 4).
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Grafico 4: Comparagdo entre nimero total de células nos grupos talco e nitrato de
prata, com e sem administragéo prévia de bevacizumab (* p<0,05)

(3 sem bevacizumab com bevacizumab) .

Em relacdo as citocinas, houve reducéo significativa do VEGF no liquido
pleural dos animais que receberam bevacizumab (Grafico 5A) em todos os

tempos do estudo.

Os niveis de IL-8 reduziram-se significativamente em 1 (741 £ 351 vs

315 + 202; p=0,46), 2 (621 + 337 vs 207 + 158; p<0,038), 3 (444 + 215 vs 106 +



32; p=0,008) e 4 (233 + 189 vs 91 + 25; p=0,032) dias no grupo talco e nos dias
1(1341 + 461 vs 655 * 461; p=0,027), 2 (1069 + 182 vs 306 * 371; p=0,003) e 3

(662 + 218 vs 146 £ 86; p=0,001) no grupo nitrato (Grafico 5B).

Em relacdo ao TGF-B1, ndo houve diferenca significativa entre os grupos
gue receberam o bevacizumab, independentemente do esclerosante pleural

utilizado (Gréfico 5C).
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Grafico 5A: Comparacao entre niveis de VEGF nos grupos talco e nitrato de prata,
com e sem administracao prévia de bevacizumab (* p<0,05)

(F:1 sem bevacizumab com bevacizumab) .
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Grafico 5B: Comparacao entre niveis de IL-8 nos grupos talco e nitrato de prata, com
e sem administracao prévia de bevacizumab (* p<0,05)

([ sem bevacizumab com bevacizumab) .
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Grafico 5C: Comparacéo entre niveis de TGF-B1 nos grupos talco e nitrato de prata,
com e sem administracado prévia de bevacizumab (* p<0,05)

(=} sem bevacizumab com bevacizumab) .

A permeabilidade vascular pleural foi avaliada pela injecao intravenosa de Azul
de Evans. Animais pré-tratados com bevacizumab demonstraram uma
guantidade significativamente menor de extravasamento de corante para a
cavidade pleural trés dias apds a injecéo de talco (170 + 22 vs 41 + 15; p=0,01)

ou do nitrato de prata (346 + 64 vs 203 + 45; p=0,034; Grafico 6).
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Grafico 6: Comparacao entre niveis de Azul de Evans nos grupos talco e nitrato de
prata, com e sem administracdo prévia de bevacizumab.

(EX} sem bevacizumab com bevacizumab) .

4.2- Avaliagdo macroscopica
4.2.1- Fase precoce

A administracdo de anticorpo monoclonal anti-VEGF antes da injecéo
intrapleural dos agentes esclerosantes resultou em reducéo significativa dos

escores de aderéncias macroscopicas em 3 (1,7 £ 0,8 vs 0,0 £ 0,0; p=0,008) e



4(1,1+0,5vs 0,2 £0,4; p=0,032) dias no grupo talco e nos dias 3 (2,0 + 0,6 vs
0,6 + 0,5; p=0,005), 4 (2,5+0,5vs 0,8 +0,4; p<0,001) e 7 (2,1 £ 0,1 vs 0,9

0,2; p=0,039) no grupo nitrato de prata (Gréfico 7).

Em nenhum animal foi evidenciado sinais de empiema ou hemotorax.

N&o foram observadas aderéncias macroscoépicas no hemitdérax esquerdo.
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Grafico 7: Comparacdo entre os escores de aderéncias macroscopicas entre 0s
grupos talco e nitrato de prata, com e sem administracdo prévia de bevacizumab
(*p<0,05).

(F3 sem bevacizumab com bevacizumab) .



4.2.2- Fase tardia

A administracdo de anticorpo monoclonal anti-VEGF resultou em
reducao significativa dos escores de aderéncias pleurais apos 7 (1,6 + 0,2 vs
0,7 £ 0,4; p=0,001), 14 (2,2 + 0,1 vs 1,0 + 0,2; p=0,01) e 28 (2,3 + 0,2 vs 1,4 +
0,1; p=0,029) dias no grupo talcoe em 14 (3,1 £ 0,6 vs 1,9 + 0,1; p=0,002) e 28

dias (3,8 £ 0,2 vs 1,5 £ 0,3; p=0,008) no grupo nitrato de prata (Grafico 8).
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Grafico 8: Comparagdo entre os escores de aderéncias macroscopicas na fase
cronica entre 0s grupos talco e nitrato de prata, com e sem administracdo prévia de
bevacizumab (* p<0,05)

([ sem bevacizumab com bevacizumab) .



4.3- Avaliacdo Microscopica

4.3.1- Fase precoce

As alteracbes inflamatodrias pleurais foram discretas, ndo havendo

diferenca entre os animais que receberam bevacizumab independentemente

dos esclerosantes injetados.(Gréfico 9).

Escore

Nitrato de Prata

Talco

1
Inflamagéo Pleural

dias

Grafico 9: Comparacdo entre os escores de inflamacgéo pleural entre os grupos talco e

nitrato de prata, com e sem administracéo prévia de bevacizumab (* p<0,05)

([ sem bevacizumab com bevacizumab) .




A fibrose pleural foi progressiva ao longo do tempo, chegando a um
escore maximo de 2,3 no 4° dia no grupo talco e de 2,6 no grupo nitrato
(Grafico 10). Nao houve alteracdo significativa da fibrose nos animais que

receberam anti-VEGF.
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Grafico 10: Comparacgdo entre os escores de fibrose e entre 0os grupos talco e nitrato
de prata, com e sem administracédo prévia de bevacizumab (* p<0,05)

(E sem bevacizumab com bevacizumab) .



4.3.2- Fase Tardia

Na fase tardia as alteracfes inflamatorias também foram discretas em

ambos 0s grupos.

N&do houve diferenca significativa

administracao prévia de bevacizumab (Gréafico 11).
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Grafico 11: Comparacao entre os escores de inflamacao pleural entre os grupos talco

e nitrato de prata, com e sem administracdo prévia de bevacizumab (*p<0,05)

(] sem bevacizumab com bevacizumab) .



Em relacédo a fibrose pleural, o bevacizumab n&o alterou os escores no
grupo que recebeu talco. Entretanto, promoveu uma reducéo significativa dos
escores apos 14 (1,9 £ 0,3 vs 3,4 £ 0,3, p=0,029) e 28 dias (2,1 £ 0,5vs 3,6 =
0,2; p=0,030) nos animais que receberam nitrato de prata intrapleural

(Gréafico 12).
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Grafico 12: Comparacgéao entre os escores de fibrose pleural entre os grupos talco e
nitrato de prata, com e sem administracé@o prévia de bevacizumab (*p<0,05).

(F5 sem bevacizumab com bevacizumab) .



A densidade vascular (vasos/campo) na pleura visceral foi reduzida nos
animais que receberam injecdo prévia de bevacizumab (Grafico 13). Nos
grupos que receberam talco intrapleural, a densidade vascular foi menor apés 7
(10,2 +2,3vs 2,9+ 0,9; p = 0,039), 14 (12,9 + 0,8 vs 3,2 + 0,3; p < 0,001) e 28
dias (4,1 + 0,5 vs 0,7 £ 0,05; p = 0,002). Comportamento similar foi observado
nos animais que receberam nitrato de prata, demonstrando uma reducao
significatvaem 7 (7,8 + 1,6 vs 2,8 £ 0,1; p = 0,035), 14 (11,8 + 4,6 vs 3,5 £ 1,3;

p =0,03) e 28 dias (6,6 £ 2,1 vs 2.5+ 0,7; p = 0,049).
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Grafico 13: Densidade vascular nos grupos talco e nitrato de prata, com e sem
administracdo prévia de bevacizumab (* p<0,05).

(E sem bevacizumab com bevacizumab).



A pré-medicacdo com bevacizumab ndo interferiu na medida do
espessamento pleural, nos animais que receberam talco intrapleural. Nos
submetidos a injecdo de nitrato pleural, o anti-VEGF reduziu significativamente
a medida de espessamento pleural em 7 ( 116,5 £ 39,5 vs 35,9 + 5,2 ;
p=0,043), 14 (120,5 + 10,5 vs 55,6 * 22,3 ; p=0,047) e 28 (195 + 27 vs 95,3 +

22,5; p=0,007) dias (Grafico 14).
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Grafico 14: Influéncia da administragdo prévia de bevacizumab endovenoso sobre o
espessamento pleural nos grupos talco e nitrato de prata (* p<0,05).

(3 sem bevacizumab com bevacizumab).



Os graficos 15 a 18 demonstram os resultados obtidos na avaliacao e
qguantificacdo do colageno. Nos animais submetidos a pleurodese com talco,
nao houve influéncia do tratamento com bevacizumab sobre a quantidade de
colageno I, 1ll ou total e na proporcdo entre os tipos de colageno. No grupo
nitrato, observa-se reducédo da quantidade de colageno total (Grafico 15) apos
14 (3139 + 925 vs 1182 +.424, p = 0,01) e 21 dias (5106 *+ 1593 vs 1275 +.255,
p = 0,49), as custas da reducao tanto da quantidade de colageno Il (Grafico 16)
como de colageno | (Grafico 17). A administracdo de bevacizumab né&o
modificou de forma significativa a proporcédo de cada um dos tipos de colageno

(Gréafico 18).
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Grafico 15: Influéncia da administragéo prévia de bevacizumab endovenoso sobre o
colageno total nos grupos talco e nitrato de prata (* p<0,05).

(=] sem bevacizumab com bevacizumab).
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Grafico 16: Influéncia da administragdo prévia de bevacizumab endovenoso sobre o
colageno tipo | nos grupos talco e nitrato de prata (* p<0,05).

(F3 sem bevacizumab FA com bevacizumab).
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Grafico 17: Influéncia da administracéo prévia de bevacizumab endovenoso sobre o
colageno tipo Ill nos grupos talco e nitrato de prata (* p<0,05).

(F- sem bevacizumab com bevacizumab).



Talco Mitrato de Prata

Y Bevacizumab
nao sim naoc sim
100
an
&0 s
L
A
[£]
E
N
40 (o]
20
n St — el .
71428 dias

Colageno | e lll

Grafico 18: Influéncia da administracédo prévia de bevacizumab endovenoso sobre a
distribuicdo dos tipos de colageno nos grupos talco e nitrato de prata (* p<0,05)

(E sem bevacizumab com bevacizumab).
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Este trabalho tem como objetivo a avaliacdo do bloqueio do VEGF em
um modelo experimental de pleurodese. Observamos que a utilizacdo de um
anti-VEGF, em uma fase inicial, reduziu a formacdo de liquido pleural
provavelmente pela interferéncia na producao de citocinas como o VEGF e IL-8
e na permeabilidade pleural. Em uma fase tardia, observamos reducédo da
densidade vascular e das aderéncias pleurais, independentemente do

esclerosante utilizado.

A reducdo da formacdo de liquido pleural na fase precoce em nosso
experimento corrobora com os achados de estudos anteriores que utilizaram
modelos de derrame neoplasico, confirmando a importancia do VEGF na fase
precoce da formacdo do liquido pleural e peritoneal®?y. Marchi e
colaboradores!®? estudaram a reacdo inflamatéria aguda apés a injecdo de
talco e nitrato de prata observando niveis significativamente mais elevados de
VEGF sérico e pleural em comparacdo aos animais do grupo controle. Os
autores demonstraram também que animais tratados com nitrato de prata
apresentaram maiores volumes de liquido pleural e uma reacdo inflamatéria
mais intensa, com niveis de VEGF significativamente mais elevados no liquido

pleural do que no sangue.

Nosso estudo confirma estes achados. Observamos a formacg&o de
volumes de liquido maiores nos animais tratados com nitrato de prata, elevacao

dos niveis de VEGF ap0s a injecdo dos esclerosantes e, principalmente,



notamos uma reducao significativa do volume de liquido pleural e dos niveis de
IL-8 nos animais tratados com bevacizumab, sugerindo inibicdo do processo
inflamatério agudo mediado por citocinas. Stathopoulos e colaboradores
demonstraram reducdo do volume de derrame pleural em um modelo de
derrame neoplasico em camundongos ao interferir com a via do fator nuclear
KB. Ao estudar a concentracdo pleural de corante apés injecdo endovenosa de

Azul de Evans endovenoso, ele estimou a permeabilidade pleural®?.

A mesma técnica foi utilizada no presente estudo, demonstrando reducéao
de permeabilidade vascular como um dos mecanismos de acdo do VEGF na

producéo de liquido pleural.

Outro aspecto importante foi a interferéncia do VEGF na formacéo de
fibrose pleural. Em um estudo recente foram avaliados os niveis de IL-8, fator
de necrose tumoral a, interleucina 1B, VEGF e inibidor do ativador do
plasminogénio tipo 1 apo6s mudltiplas toracocenteses. Os autores observaram
gue niveis elevados de VEGF e das demais citocinas pro-inflamatdrias estéo
correlacionados com a presenca de fibrina na ultrassonografia de torax,
sugerindo uma relagdo entre VEGF e presenca de fibrina e loculacdes

pleurais®.

Esta hipétese parece ser reforcada com 0s nossos resultados onde ao
inibir a acdo do VEGF observamos reducgdo significativa do nuamero de

aderéncias pleurais macroscoépicas tanto na fase precoce como na fase tardia.



Paradoxalmente, ndo houve reducéo significativa no escore microscopico de

fibrose ou nos niveis de TGF.

O mecanismo fisiopatoldgico associado a pleurodese envolve varios
fatores, mas aparentemente o ponto comum € a lesdo provocada pelo agente
esclerosante nas células mesoteliais. Acredita-se que € esta lesdo que culmina
na formacao do liquido pleural exsudativo, que precede a deposicao de fibrina e
colageno, levando ao espessamento pleural e formacdo de adesbes entre os

dois folhetos, com consequente sinfise.

Guo e colaboradores observaram reducéo da efetividade da pleurodese
com TGFB ao utilizar anticorpos anti-VEGF®®. Os autores acreditam que a
reducdo de permeabilidade vascular e de angiogénese causados pelo bloqueio
do VEGF sdo responsaveis pela inibicdo da pleurodese. Este achado,
confirmado em nosso estudo, reforca a importancia do bindmio aumento de
permeabilidade vascular/angiogénese para o desenvolvimento de pleurodese
eficaz. Na fase tardia observamos que o bevacizumab reduziu as aderéncias
macroscopicas e promoveu diminuicdo significativa da densidade vascular na
inducdo da pleurodese com os dois agentes. Entretanto, a diminuicdo da
guantidade de fibras de colageno, resultando em um espessamento pleural

menor foi observada somente nos animais que receberam nitrato de prata.

Quando o esclerosante utilizado foi o talco, que produz menor exsudacao
pleural, a redugéo na angiogénese parece ter pouca influéncia na deposigao de

coldgeno. No entanto, a reducdo na quantidade de aderéncias macroscoépicas



sugere que a administracdo de anti-VEGF pode interferir na pleurodese com

talco.

Quando o agente utilizado foi o nitrato de prata, a acdo do bevacizumab
sobre as mudancas arquiteturais da pleura foi mais evidente. Além da reducéo
na quantidade de aderéncias e da densidade vascular, houve reducdo
significativa da deposicéo de colageno e do espessamento pleural, com impacto
direto na pleurodese. Ao estudar o remodelamento apds pleurodese e com talco
e nitrato, Genofre e colaboradores observaram que a fase proliferativa,
caracterizada por producdo abundante de matriz extracelular por
miofibroblastos, é mais intensa quando se utiliza o nitrato esclerosante!®. Talvez
por isto, a acdo do bevacizumab foi mais facilmente demonstrada na

pleurodese com nitrato.

Nosso estudo apresenta algumas limitacdes. Dados obtidos através de
estudos experimentais devem ser cuidadosamente analisados antes de ser

extrapolados para a pratica clinica.

A amostra total utilizada é de 152 animais, porém a cada tempo de
estudo temos entre 5 e 8 animais em cada grupo, o que pode ser considerado
uma amostra pequena. No entanto, nosso objetivo principal era o de observar e
analisar cada etapa do processo inflamatério, angiogénese e fibrose e a
influencia de um anticorpo anti VEGF. Alguns destes fendmenos foram
anteriormente descritos de forma adequada com amostra de tamanho

semelhante ® e n&o seria ético utilizar um nmero maior de animais do que o



estritamente necessario. Outro ponto importante é que o nosso modelo induz
inflamacéo e formacao de liquido em uma cavidade pleural previamente normal,
talvez ndo reproduzindo perfeitamente a doenca pleural. Apesar disto, 0s
resultados obtidos previamente com este modelo foram confirmados
posteriormente através de estudos em humanos®*). Ao extrapolar os
resultados obtidos neste trabalho para a pratica clinica, podemos inferir que a
inducado de pleurodese em paciente que utiliza drogas anti-VEGF pode resultar
em sinfise incompleta da cavidade pleural, prejudicando o sucesso do
procedimento. A reducdo da formacdo de liquido pleural observada na fase
precoce do experimento reitera a importancia do VEGF na formacéo do liquido
pleural, sugerindo um possivel papel do bloqueio desta citocina na terapéutica

de derrames pleurais.
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- A administracdo de esclerosantes na pleura gera um processo inflamatorio
agudo, e a administracdo prévia de bevacizumab interfere na acao de citocinas

como VEGF e IL-8 reduzindo a formacéo de liquido pleural;

- O aumento da permeabilidade vascular, dependente do VEGF, é um
mecanismo importante da formacdo de liquido pleural e pode ser bloqueado

através de drogas anti-VEGF;

- A administracdo de anti-VEGF reduz a quantidade de aderéncias e a

densidade vascular, interferindo na intensidade da pleurodese;

Nossos achados demonstram que o bloqueio do VEGF interfere com a
efetividade da pleurodese. Portanto, sugerimos que pode haver redugcédo da
eficacia da pleurodese induzida com talco ou nitrato de prata em pacientes que

utilizam medicacdes anti-VEGF.
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