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RESUMO

Introduciio: O Instituto Nacional do Cancer (INCA), estima para o triénio 2023-2025, o surgimento
de 11.000 novos casos/ano de cancer esofagico. Segundo o INCA, a taxa de sobrevida global em 5 anos é de
apenas 20%, e na maioria dos pacientes a doencga ¢ assintomatica em seus estagios iniciais. Portanto, para um
tratamento eficaz torna-se crucial o diagnéstico precoce. A endoscopia convencional, considerada padrao ouro,
apresenta falhas na detec¢@o precoce do cancer esofagico, haja vista a distribuicéo esparsa das lesdes neoplasi-
cas e suas discretas alteragdes macroscopicas. Apesar dos avangos alcangados com as técnicas diagnoésticas de
cancer de es6fago, ha espago para o aprimoramento e desenvolvimento de tecnologias/procedimentos e quanto
a isso, os modelos animais sdo importantes na realizacdo de testes iniciais. Objetivos: Detectar tumor esofagi-
co em ratos (Rattus norvegicus) por imagens de biomicroscopia ultrassonica endoluminal (BMUe) associada
com a endoscopia convencional. Métodos: Serdo estabelecidos dois modelos de tumor esofagico. O primeiro
baseia-se na inoculag@o de uma suspensdo contendo 106 células/ml do tumor de Walker-256 na camada mus-
cular esofagica e um segundo na inducao cirargica da doenga do refluxo gastroesofagico (DRGE). Resultados:
O estudo piloto obteve éxito em mimetizar cirurgicamente a DRGE em seis ratos, no entanto, observou-se
falha na indugdo tumoral, associada a baixa viabilidade celular da amostra. Conclusdes preliminares: Devido
a falha na repicagem do tumor, com uso da suspensao criopreservada obtida a partir de um fragmento sélido,
optou-se pela aquisicdo da cultura LLC WRC-256, fornecida pela American Type Culture Colection (ATCC).
Quanto ao estudo piloto de inducdo da DRGE, este mostrou ser viavel, mas, devido a alta mortalidade (33%),
optou-se no estudo definitivo por uma resseccao de menor extensdo da camada muscular esofagica.

Palavras-chave: Neoplasias esofagicas; Ultrassom; Diagndstico por Imagem; Ratos Wistar.

ABSTRACT

Background: The National Cancer Institute (INCA) estimates for the three-year period 2023-2025, the
emergence of 11,000 new cases/year of esophageal cancer. According to INCA, the 5-year overall survival
rate is only 20%, and in most patients the disease is asymptomatic in its early stages. Therefore, for effective
treatment, early diagnosis is crucial. Conventional endoscopy, considered the gold standard, presents flaws in
the early detection of esophageal cancer, given the sparse distribution of neoplastic lesions and their discrete
macroscopic changes. Despite the advances achieved with diagnostic techniques for esophageal cancer, there
is room for improvement and development of technologies/procedures and in this regard, animal models are
study was successful in surgically mimicking GERD in six rats, however, failure in tumor induction important
in carrying out initial tests. Aims: Detect esophageal tumor in rats (Rattus norvegicus) using endoluminal ul-
trasonic biomicroscopy (eUBM) images associated with conventional endoscopy. Methods: Two esophageal
tumor models will be established. The first is based on the inoculation of a suspension containing 106 cells/
ml of the Walker-256 tumor in the esophageal muscular layer and a second on the surgical induction of gastro-
esophageal reflux disease (GERD). Results: The pilot was observed, associated with the low cell viability of
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the sample. Preliminary conclusions: Due to failure in tumor subculture using the cryopreserved suspension
obtained from a solid fragment, we opted to acquire the LLC WRC-256 culture, supplied by the American
Type Culture Collection (ATCC). Regarding the pilot study of GERD induction, this proved to be viable, but
due to the high mortality rate (33%), we opted for a smaller resection of the esophageal muscle layer in the
definitive study.

Keywords: Esophageal neoplasms; Ultrasound; Imaging Diagnosis; Wistar Rats.

INTRODUCAO

O Instituto Nacional do Cancer (INCA), estima para cada ano do triénio 2023-2025, o surgimento de
11.000 novos casos de cancer esofagico. Segundo o INCA, a taxa de sobrevida global em 5 anos ¢ de apenas
20% e na maioria dos pacientes a doenga € assintomatica em seus estagios iniciais. Portanto, para um tratamen-
to eficaz torna-se crucial o diagnostico precoce, uma vez que a sobrevida do paciente se relaciona ao grau de in-
vasdo tumoral. Em 96% dos casos diagnosticados, o tipo histoldgico prevalente € o carcinoma escamocelular,
o0 qual se encontra entre os tipos mais agressivos de cancer e de pior prognostico, seguido do adenocarcinoma
esofagico (ADE), cuja incidéncia aumentou a partir da ultima década. !

Embora a endoscopia convencional seja considerada padrao ouro, ela apresenta falhas na detecgdo pre-
coce do cancer esofagico, haja vista a distribuicdo esparsa das lesdes neoplasicas e suas discretas alteracoes
macroscopicas?. Desta forma, considerando-se que fatores clinicos e endoscopicos ndo apresentam sensibili-
dade e especificidade necessarias a estratificagdo de risco para o cancer esofagico, novos sistemas de imagem
passaram a ser investigados, a exemplo da endoscopia com magnificacdo, cromoendoscopia digital (sistemas
FICE®, iISCAN®, Narrow Band Image®), e endomicroscopia confocal a laser>.

Com relagao ao emprego da ultrassonografia, Murata et al.4, aduziram, que embora a ultrassonografia
endoscopica (UE) de alta frequéncia pudesse apresentar limitagcdes quanto a precisdo em detectar canceres com
invasdo da camada submucosa, sua acuracia se mostrou satisfatoria em determinar a profundidade da invasao
neoplasica. Desta forma, os pesquisadores propugnaram a combina¢@o de diagnosticos endoscopicos e ultras-
sonograficos no estadiamento do cancer esofagico4. Em 2012, Yoshinaga et al.5 relataram a elevada acuracia
da UE, em 20 MHz, na determinagdo da profundidade de invasdo maligna no cancer precoce de esofago.

Apesar dos avangos alcangados com as técnicas diagnodsticas de cancer de es6fago, ha espaco para o
aprimoramento e desenvolvimento de tecnologias/procedimentos e quanto a isso, os modelos animais sdo
importantes na realizagdo de testes iniciais. Mesmo considerando que nenhum modelo animal vislumbre a
complexidade genética, bioldgica e molecular do cancer esofagico humano, avangos na ciéncia basica e trans-
lacional se fazem necessarios.

Pretende-se, no presente projeto, estabelecer um modelo em ratos (Rattus norvegicus) de tumor esofagi-
co. Dois modelos de carcinogénese esofagica serdo abordados, um deles baseia-se na inoculagdo de uma so-
lucdo contendo 106 células/ml do carcinossarcoma de Walker-256 na camada muscular esofagica e o outro na
mimetizagdo cirargica da doenga do refluxo gastroesofagico (DRGE), a qual participa dos complexos eventos
fisiopatologicos da carcinogénese esofagica humana.

A primeira abordagem ira partir da obten¢do de uma amostra do tumor de Walker-256 cedida pelo Labo-
ratorio Nacional de Oncologia Experimental (LOE) do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Uni-
versidade Federal do Ceara (UFC). Com isso, o desenvolvimento de um modelo murino de cancer esofagico
torna-se factivel, considerando que tumores espontaneos sdo extremamente raros nesta espécie. Ja a segunda
abordagem refere-se a mimetizagao da doenca do refluxo gastroesofagico (DRGE), etapa primaria e essencial
na fisiopatologia da doenga.

O acompanhamento das alteragdes morfologicas do es6fago, associadas aos dois modelos propostos de
carcinogénese esofagica, sera realizado por meio de imagens de endoscopia e de BMUe, considerando-se a
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experiéncia do grupo do Laboratério de Ultrassom (LUS) quanto ao desenvolvimento da instrumentacdo de
BMUe como também na utilizagdo dela, conjugada a endoscopia, para a aquisi¢do de imagens do trato gas-
trointestinal de ratos (Rattus norvegicus) e camundongos (Mus musculus).

JUSTIFICATIVA

Tendo em vista que a grande maioria dos pacientes com cancer esofagico procuram assisténcia médica em
estagios avangados da doenga, a validagdo de um sistema ultrassonico que produza imagens, em tempo real,
com resolucdes compativeis com a da microscopia Optica panoramica, como no caso da BMUe, permitira ao
médico endoscopista diagnosticar com maior precisdo a doenca, reduzindo o tempo para inicio do tratamento.
Desta forma, ¢ imperativo testar o potencial de diagndstico da BMUe em modelos animais de carcinogénese
esofagica para futuramente realizar-se um trabalho translacional para o emprego da técnica em humanos.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Em 2006, Buttar et al.6, utilizaram a ultrassonografia endoluminal para identificar a presenca de tumor no
esofago de ratos submetidos a esofagojejunostomia. No entanto, o estudo apresentou limitagdes por ndo asso-
ciar a endoscopia digestiva, o que impediu a visualizagdo da mucosa esofagica. Ademais, o método aumentou
o risco de broncoaspiragdo, e desse modo, os exames necessitaram ser realizados em tempo exiguo.

Mais recentemente em 2016, de Magalhaes et al.7 classificaram e correlacionaram, com sucesso, a gra-
vidade das lesdes na esofagite caustica com achados ultrassonograficos obtidos pelo uso combinado da endos-
copia digestiva e o sistema de biomicroscopia ultrassonica endoluminal (BMUe) operando em 40 MHz. Nesse
caso, a possibilidade de broncoaspiragio durante o exame foi prevenida ao se intubar o animal. E oportuno
relatar que o Laboratério de Ultrassom (LUS) do Programa de Engenharia Biomédica do Instituto Alberto Luiz
Coimbra de P6s-Graduacao e Pesquisa de Engenharia (COPPE), possui grande experiéncia no uso da BMUe
conjugada a endoscopia, tanto para a obtengdo de imagens de es6fago como de colon em ratos7-9. Em ambos
os trabalhos, a conjugacdo da endoscopia com a BMUe mostrou-se crucial na obtencéo das imagens.

Por sua vez, no tumor de Walker-256, ¢ possivel observar os trés estagios da carcinogénese: iniciagao,
promocdo e progressao em um periodo de 12—16 dias. Ademais, o tumor apresenta comportamento biologico
agressivo, ¢ localmente invasivo e com alta capacidade metastatica. Este tumor tem crescimento acelerado,
causando caquexia e estresse oxidativo, e ainda apresenta elevada demanda metabdlica, semelhante ao que
ocorre em pacientes com cancer.10

Com base nos estudos de Gaia Filho et al.11 e Castro Jr. et al.12, optou-se pela técnica operatoria da
miectomia total associada a vagotomia troncular, a qual produz refluxo gastroduodenoesofagico moderado13
e pode de reduzir a probabilidade de 6bitos por broncoaspiracao.

Histologicamente, o epitélio do es6fago no rato consiste em um epitélio escamoso estratificado querati-
nizado que se estende até o estdomago anterior. Em anima nobile, o esdéfago € revestido por epitélio escamoso
estratificado ndo queratinizado que se estende até a juncdo gastroesofagica, onde se transforma em epitélio
colunar. As alteracdes histologicas relatadas no esdfago distal de ratos apods o refluxo cirurgicamente induzido
sao semelhantes as alteragdes observadas em humanos. Com excecdo da hiperceratose, o esdfago do rato passa
a ter hiperplasia escamosa e hiperplasia das células basais com inflamagao severa de toda a espessura da parede
esofagical4.

Quando confrontado aos demais modelos de DRGE, a miectomia total traz a expectativa de menor mor-
bimortalidade, considerando que aqueles que promovem o refluxo géstrico (por ligadura pildrica, constri¢ao
pilorica com ligadura pré-estomacal, cardioplastia de Wendel e anastomose esofagogastrica), refluxo mis-
to (anastomose esofagogastroduodenal, esofagoduodenostomia ou esofagojejunostomia), refluxo duodenal
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(anastomose esofagogastroduodenal com gastrectomia), refluxo de componentes quimicos (refluxo bilioso,
refluxo pancreatico, perfusao esofagica), ou mesmo transplante do 6rgdo, apresentam modificagdes anatomi-
cas por demais acentuadas, principalmente por meio de anastomoses no sistema digestdrio, 0 que aumentam
sobremaneira, a mortalidade pos-operatoria.15-24

OBJETIVOS

Objetivo primario:

*  Detectar tumor esofagico em ratos por imagens de biomicroscopia ultrassonica endoluminal (BMUe),
associada com a endoscopia convencional.

Objetivos secundarios:

*  Proceder a manutencdo do carcinossarcoma de Walker-256, cedido pelo Laboratorio de Oncologia
Experimental (LOE) da Universidade Federal do Ceara (UFC), por meio de sua criopreservagao em
nitrogénio liquido a =196 °C e repicagem celular em tecido muscular in vivo;

* Induzir a geragdo de tumor de es6fago em ratos com o implante de 106 células/ml tumorais na cama-
da muscular;

* Induzir a geracdo de tumor de esofago em ratos através da mimetizagdo DRGE, com base na técnica
operatdria da miectomia total associada a vagotomia troncular;

* Realizar um acompanhamento da evolucdo tumoral esofagica por meio de imagens de BMUe e de
endoscopia adquirida in vivo;

*  Comparar os achados nas imagens, com aqueles obtidos por exame histopatologico e imunohistoqui-
mica das pegas de esofago.

MATERIAIS E METODOS

Caracterizacao da amostra e desenho do estudo experimental

O estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Centro Universitario Serra
dos Orgéos (UNIFESO), sob o n.° de referéncia 525/2021 e encontra-se conforme a Lei n.° 11.794, de 8 de ou-
tubro de 2008, bem como segundo os principios adotados internacionalmente, sobre a utilizagdo, manutengao
e protecao de animais de laboratorio.

Amostra

Para o desenvolvimento da pesquisa serdo utilizados 60 ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus, Rodentia
mammalia — Berkenhaout, 1769), machos, com média de idade de trés meses e peso de 300 + 20 g, proceden-
tes de criatorio convencional de animais heterogénicos (Instalagdo de Ciéncia Animal do UNIFESO, Campus
Quinta do Paraiso, Teresopolis—RJ).

Os animais serdo mantidos em gaiolas, com lotacdo maxima de 4 animais/gaiola, iluminagdo em confor-
midade com o ciclo circadiano (12h claro/12h escuro), controle de temperatura (22 + 2 °C), umidade (50 +
5%), além de cuidados padronizados de higiene. A alimenta¢do (Racao Nuvilab®) e dgua foram fornecidos ad
libitum. O microambiente dos animais possui tubo para refugio dos animais ¢ maravalha autoclavada.
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Desenho do estudo experimental

A randomizagdo simples ocorrera por meio do editor Excel (Microsoft Corporation®, Washington D.C.,
EUA), sendo formado cinco grupos:

Controle (GC, n = 12); sem procedimento cirargico. Aquisi¢do de imagens in vivo e ex vivo esofagicas
por BMUe e endoscopia digestiva, aos 10 (n = 6) e 20 dias (n = 6);

II) Simulagdo (GS, n = 12); simulagdo do procedimento cirirgico de miectomia total, seguida da aquisi-
¢do de imagens esofagicas por BMUe e endoscopia digestiva, ap6s 10 (n = 6) e 20 dias (n = 6);

Refluxo Gastroesofagico (RGE, n = 12); laparotomia mediana, seguida de sec¢do das tunicas adventicia
e muscular do esofago distal, proximo a juncdo gastroesofagica, estendendo-se longitudinalmente por 1 cm
(direcdo cranio-caudal). As tiinicas submucosa € mucosa serdo preservadas. O piloro serd desnervado por meio
de vagotomia troncular na curvatura menor do estdmago. Apos a cirurgia, os animais serdo mantidos em jejum
alimentar por 3 dias, seguida da administragdo de racdo imida. Aos 7 dias sera fornecida racdo comercial.
Apos 17 (n = 6) e 24 semanas (n = 6), serdo obtidas imagens por BMUe e endoscopia digestiva;

Cancer Esofagico (GCEI1, n = 12); mesmo procedimento anterior para sec¢do das tinicas adventicia e
muscular do esdfago distal. As tinicas submucosa e mucosa serdo preservadas. Em seguida, sera inoculada
uma suspensdo contendo 106 células do tumor de Walker-256 na camada muscular esofagica adjacente. Apds
a cirurgia, sera iniciada uma dieta como proposto para o grupo RGE e 10 ap6s dias serdo obtidas imagens eso-
fagicas por BMUe e endoscopia digestiva.

Cancer Esofagico (GCE2, n = 12); mesmo procedimento usado no grupo CEl, porém com as imagens
obtidas apo6s 20 dias.

A induc¢ao da doenga esofagica sera realizada na Instalagdo de Ciéncia Animal do UNIFESO (Centro Uni-
versitario Serra dos Orgdos, Teresopolis—RJ), e as imagens de BMUe e de endoscopia convencional adquiridas
no Laboratorio de Ultrassom (LUS) do Programa de Engenharia Biomédica (PEB/COPPE/UFRJ).

Figura 1. Linha temporal
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GC= Grupo Controle; GS= Grupo Simula¢do; GRGE= Grupo Refluxo Gastroesofagico; GCE1= Grupo Cancer Esofagico 1; GCE2=
Grupo Cancer Esofagico 2; Hist./IHQ= Histologia/Imunohistoquimica. BMue/End= Biomicroscopia Ultrassénica Endoluminal
associada a Endoscopia Convencional. Fonte: Autores, 2023.
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Técnica de cultivo celular e de suspensio contendo células tumorais

As células do tumor de Walker-256 serdo cultivadas em meio de cultura Sigma 199 M4530® contendo
5% de soro de cavalo normal estéril e 1 ml de penicilina e estreptomicina. Frascos de cultura de 150 cm?2 serdo
usados para crescimento celular, ¢ uma vez que > 90% de confluéncia for atingida, as células passam a ser
separadas pela adicdo de 3,5 mL de tripsina a 1% (Sigma®). As células serdo entdo centrifugadas (5 minutos
a 1500 RPM) e depois ressuspensas em meio de cultura isento de soro. O niimero de cé€lulas sera calculado
usando um hemocitdmetro e entdo diluido, de modo que haja 106 células/ml de suspensao.

Periodo estimado para o surgimento dos tumores esofagicos

Andreollo et al. 14 aduziram que um dia de vida de um rato maduro sexualmente (+ 3 meses) corresponde
a cerca de 30 dias em anima nobile. Assim, o modelo visa mimetizar a progressao neoplasica em ratos Wistar
em um lapso temporal maximo de 20 dias, equivalendo a dois anos no ser humano, periodo compativel com o
quadro evolutivo insidioso da doenga.

Com relacdo ao modelo baseado no refluxo gastroesofagico, Matsui et al.25 estimaram que o esd6fago de
Barrett (EB) € observado 10 semanas apds o inicio do refluxo. Ja a displasia e o adenocarcinoma esofagico
surgem a partir de 17 e 24 semanas, respectivamente.

Técnica operatoria utilizada na miectomia total do es6fago distal com vagotomia troncular

Apos cuidados de assepsia e antissepsia, 0 animal serd anestesiado com a associagdo de 100 mg/kg de
cloridrato de cetamina a 10% e 10 mg/kg de cloridrato de xilazina a 2% por via IP. Em seguida, posicionado
em decubito dorsal, procedendo-se a laparotomia mediana do processo xifoide até a topografia do umbigo,
com ressec¢ao da camada muscular esofagica, proximo a jungdo gastroesofagica, estendendo-se cranial e lon-
gitudinalmente por 1,5 cm.

Em seguida, as camadas adventicias e muscular serdo dissecadas. O passo seguinte consistird na sintese
cirargica da parede abdominal e pele. Como analgesia preemptiva, administrar-se-a 1 mg/kg de cloridrato de
tramadol (Tramal®) por via intramuscular, 30 minutos antes do procedimento.

Cuidados pos-operatorios e de suporte nutricionais

Como controle da dor pds-operatoria serd utilizado uma vez ao dia, cloridrato de tramadol (Tramal®) 1
mg/kg via IP, seguido da administracao de Ibuprofeno (Alivium®) diluido na agua de beber (30 mg/kg) du-
rante 7 dias. Os animais serdo pesados a cada 5 dias. Animais que apresentarem sintomas algicos ou de grave
anorexia, serdo eutanasiados por motivos humanitérios.

Transporte dos animais

Para a obtencdo das imagens de BMUe e de endoscopia convencional no Laboratorio de Ultrassom da
COPPE/UFRJ, os animais serao transportados individualmente para que a satide e o bem-estar seja preservado,
mantendo-o acomodado em gaiola sem dgua e sem alimento. A capacidade do animal por caixa serd de no ma-
ximo duas vezes maior do que a capacidade por caixa utilizada no biotério, para se evitar a movimentagdo do
animal durante a viagem e a ocorréncia de lesdes durante o transporte. A temperatura do veiculo serd adequada
para a espécie (22 = 2 °C).
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Antes da retirada do biotério o animal sera inspecionado por Médico Veterinario Responsavel Técnico
(RT), que emitira o atestado sanitario para ser utilizado na emissao da Guia de Transito Animal (GTA) e reco-
lhimento da taxa (DARE) para cada deslocamento realizado.

Exame ultrassonografico e endoscopico

As imagens ultrassonograficas serdo adquiridas por meio do sistema BMUe (resolugdes axiais e lateral
da ordem de 30 e 100 um, respectivamente) desenvolvido no proprio LUS (Figura 1), o qual utiliza uma mi-
nissonda de ultrassom de 40 MHz, na forma de cateter, inserida através do canal de bidpsia de um broncofi-
broscopio flexivel pediatrico. Imagens endoscopicas e de BMUe em modo-B serdo obtidas simultaneamente
do esofago. Para isso, o animal sera anestesiado com cloridrato de cetamina a 10% (100 mg/kg) e cloridrato
de xilazina a 2% (10 mg/kg) por injecdo IP e depois colocado em posi¢do ortostatica, com os incisivos fixados
a um elastico em uma plataforma de acrilico (RIS-100®, Biotex, Inc., Houston, TX, EUA), para manter a
cavidade oral aberta.

Sera realizada a intubago orotraqueal e a aquisi¢do das imagens de BMUe e de endoscopia de acordo
com os procedimentos descritos por Magalhaes et al.7

Figura 2. Sistema endoscopico e de BMUe
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Esquema das partes principais do sistema de imagem projetado para exibir imagens biomicroscopicas e endoscopicas de ultrassom
endoluminal simultaneamente. Fonte: Magalhdes Gomes et al., 2016.7

Em relag@o a equipamento usado na aquisi¢do de imagem por BMUe, o LUS, do Programa de Engenharia
Biomédica/COPPE/UFRJ, dispde de infraestrutura para a obtencao, in vivo, de imagens de BMUe e de endos-
copia em animais de laboratorio.

No que diz respeito ao ambito do projeto em questdo, dispde de uma fonte de luz xénon (Confiance
Medical®, Rio de Janeiro, Brasil), uma processadora de video (IMAGE I HD; Karl Storz), endoscopio rigido
modelo Hopkins 0° (64301 AA; Karl Storz®), endoscopio flexivel (2,5 mm coledoscopio Richard Wolf®, IL,
EUA), camera em miniatura (H3-Z; Karl Storz®, Tuttlingen, DE) para ser acoplada na lente ocular do endos-
copio, sistema de anestesia inalatdria para pequenos animais de laboratério (EZ-700, Euthanex®, Palmer, PA,
EUA), plataforma para a fixacdo de ratos em posigdo ortostatica, com os incisivos fixados a um elastico em
uma plataforma de acrilico (RIS-100; Biotex Inc.®. Houston, TX, EUA), sistema completo de BMUe desen-
volvido no proprio LUS, miniprobes na forma de um cateter (Atlantis® SR Pro Coronary Imaging Catheter;
Boston Scientific Corporation), sistema de excitacdo/recep¢do de transdutor de ultrassom e de acionamento
mecénico do miniprobe (MD5; Boston Scientific Corporation®. Natick, MA).
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Estudo histologico e imunohistoquimico

Apos a aquisicdo das imagens sera induzida a morte nos animais por sobredose anestésica, para a excisao
do segmento distal esofagico que sera imerso em paraformaldeido tamponado a 4% por 48 horas. Apos desi-
dratagdo e diafanizagdo, o segmento sera imerso em parafina e o bloco de parafina e cortado em fragmentos
com 4 pm de espessura. As amostras serdo coradas com H&E e os preparados histologicos analisados no Ser-
vico de Anatomia Patologica do HUCFF da UFRJ.

Realizar-se-30 analises semiquantitativas, para a imunoexpressdao dos biomarcadores oncogénicos e de
atividade mitdtica: p53, E-caderina, e EGFR. Os resultados serdo avaliados por cegamento.

Analise estatistica dos dados

Os achados (presenca e tamanhos de tumores, pardmetros de exames histologicos e imunohistoquimicos)
serdo analisados com o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do teste t (Welch) com a corregédo de
Bonferroni, considerando-se um intervalo de confianca de 95% e grau de significancia de 5% (p < 0,05). Sera
usado o software livre Jamovi (Versdo 1.1.9), que tem como base a linguagem estatistica R.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Manutenciao do carcinossarcoma de Walker-256, por meio da criopreservacao e repicagem celular

Apos a recepcdo da amostra (+ 60 g) acondicionada em gelo seco (- 78 °C), ela foi fragmentada e mace-
rada (Figura 3a, 3b).

Em camara de fluxo laminar, colocou-se o material em um criotubo previamente resfriado em gelo con-
tendo uma solugdo nutritiva composta por 43% de RPMI 1640 (Cultilab®, Campinas-SP, BR), 50% de Soro
fetal bovino (Sigma-Aldrich®, St Louis, Mo, EUA) e 7% de DMSO (dimetilsulfoxido) (Figura 3c).

Um total de cinco amostras foram congeladas durante 1 hora a —4 °C, e em seguida, criopreservadas em
nitrogénio liquido a —196 °C (método de criopreservacdo lenta).

Figura 3. Criopreservacdo do tumor de Walker-256

A) Amostra do Carcinossarcoma muscular de Walker 256. B) Fragmentagio C) Criopreservacido em solugic
nutritiva composta por 7% DMSO; RPMI 1640 50%: SFB 54%. Fonte: Autores.
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Aduz-se que o material criopreservado, diferente da cultura de células, propicia uma viabilidade tecidual
por periodos mais longos e compativeis com a disponibilidade de animais ao projeto.

Ademais, no processo de criopreservagdo optou-se pela técnica de congelamento lento (taxa de —1 °C por
minuto). Assim, as células foram submetidas gradualmente a temperaturas baixas, impedindo a forma-
cdo de cristais de gelo no citoplasma celular26.

Para manter um padrao de exceléncia, foi utilizado o composto nutritivo de Roswel (RPMI 1640), ampla-
mente utilizado na cultura de células humanas, que exigem uma maior quantidade de nutrientes devido a sua
maior complexidade quando comparadas as células murinas. A criopreservacao foi realizada em cadmaras de
fluxo laminar, evitando a contaminag@o ¢ a perda das amostras.

Para aumentar a viabilidade celular durante e depois do processo de congelamento, utilizou-se o di-
metilsulfoxido (DMSO) com acgdo crioprotetora e, apesar de ter uma suposta toxicidade celular, apresenta
caracteristicas higroscopicas que agem na extragao de agua do interior das células. No momento do implante,
repetidas lavagens das amostras com PBS estéril reduziram a probabilidade de toxicidade por DMSO27. Apos
o descongelamento rapido (banho-Maria a 37 °C), a solu¢do contendo as células tumorais foram inoculadas
em trés animais na camada muscular esofagica. (Figura 4).

Figura 4. Implante tumoral

Sutura simples na camada muscular ap6s inoculacdo. Fonte: Autores, 2023.

Quatorze dias ap6s o implante, observou-se falha na indugdo tumoral, provavelmente associada ao longo
tempo desde o envio da amostra até 0 momento de seu uso. Tal ébice impediu a manutencdo do carcinossarco-
ma de Walker-256, e sua repicagem em tecido muscular in vivo.

Estudo piloto da inducio cirurgica da DRGE

Foram randomizados seis animais para o estudo piloto da DRGE. Apos cuidados de assepsia e antis-
sepsia, os animais foram anestesiados, procedendo-se a cirurgia. Ap6s a miectomia e vagotomia troncular, os
animais foram submetidos a jejum alimentar por trés dias. Em seguida, receberam quantidades crescentes de
racdo imida. Aos 7 dias, os animais voltaram a ingerir a ragao comercial (Nuvilab®). Segundo Gaia Filhol1,
o adiamento do inicio da dieta sélida se relaciona a mortalidade aumentada no grupo de animais submetidos a
miectomia total.

Clinicamente, os animais apresentaram dilatagdo gastrica acentuada (secundaria ao retardo do esvazia-
mento gastrico), provocado pela vagotomia troncular, e regurgitacdo do conteudo estomacal (Figura 5), ates-
tando o éxito na indugdo cirargica da DRGE.
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FIGURA 5. TECNICA OPERATORIA DE MIECTOMIA TOTAL E VAGOTOMIA
TRONCULAR

A, B) Aspecto da jungio gastroesofagica apos a resseccdo de 1,5 cm da camada muscular. C) A seta mostra o conteudo alimentar
regurgitado, 14 dias apo6s a cirurgia. Fonte: Autores, 2023.

O modelo apresentou um curto tempo operatdrio e anestésico (média de 50 minutos), o que facilitou a
recuperacdo precoce dos animais. A profilaxia com antibioéticos nao foi utilizada devido a baixa probabilidade
de ocorréncia de infec¢bes. Os animais ndo necessitaram de hidratagdo endovenosa.

Ap0s a cirurgia, 2/6 animais (33%) vieram a obito. Essa taxa de Obitos se encontra acima da obtida por
Gaia Filho de apenas 10%11. A causa provavel dos 6bitos, relacionou-se a broncoaspiragao do conteudo gas-
trico alimentar. Os dados do estudo piloto encontram-se descritos na tabela 1.

Tabela 1. Estudo piloto (DRGE)

Rato Tempo Retorno a Desfecho
n.° operatorio alimentacao (6bito*; eutanasia**)

(min.) (dias) (dias)

1 60 - 5*

2 45 7 30**

3 52 5 60**

4 33 7 30%*

5 40 5 90**

6 70 - 3*

Fonte: autores, 2023.

Quando comparado aos demais modelos de DRGE, a miectomia total apresentou uma menor morbimor-
talidade, considerando que a ligadura pildrica, constri¢ao pilorica com ligadura pré-estomacal, cardioplastia
de Wendel e anastomose esofagogastrica, refluxo misto (anastomose esofagogastroduodenal, esofagoduo-
denostomia ou esofagojejunostomia), refluxo duodenal (anastomose esofagogastroduodenal com gastrecto-
mia), apresentam modificagdes anatdmicas acentuadas devido as anastomoses, aumentando a mortalidade
pos-operatorial 5-24.
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Exames histologicos

Procedeu-se ao exame histologico do esdfago de um animal controle, o qual niio apresentou nenhuma
alteracao digna de nota (Figura 7).

Figura 7. Caracteristicas histologicas de animal controle

Nos animais do GC, foram observadas amostras contendo a camada mucosa justaposta a Iamina propria e muscular da
mucosa (Fig. A). Na porg3o epitelial havia areas com discreta hiperplasia caracterizada pelo espessamento ou alongamento
das papilas (Figs. B-D-setas) e leve hiperqueratose (Fig. E estrela). A muscular da mucosa estava integra, sem indicios de
atrofia. A camada muscular e a inervacdo ndo exibiam alteracfes dignas de nota. Es6fago com discretas areas de hiperplasia
e hiperqueratose na mucosa. Fonte: Autores, 2023.

CONCLUSOES PRELIMINARES

Devido a falha na repicagem do tumor, com uso da suspensdo criopreservada obtida a partir de um
fragmento solido, optou-se pela aquisicdo da cultura LLC WRC-256, fornecida pela American Type Culture
Colection (ATCC). Quanto ao estudo piloto de indugdo da DRGE, este mostrou ser viavel, mas, devido a alta
mortalidade (33%), optou-se no estudo definitivo por uma ressec¢do de menor extensao da camada muscular
esofagica.
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