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INTRODUCAO

 Baixos niveis de O2 intracelular caracterizam muitos TU
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* Modula a expressao de genes que determinam um fenotipo mais

agressivo e menos diferenciado:
— Predispondo a invasao

— Dissemina¢ao tumoral

Hockel M, Vaupel P. 2001. Tumor hypoxia: definitions and current clinical, biologic, and molecular aspects. J Natl Cancer Inst 93:266-276.
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* Um dos mecanismos que intensificam a disseminagao e aTEM

* Aquisicao de caracteristicas migratorias capacitariam a invasao

das células tumorais:
— Perda de propriedades epiteliais

— Ganho de propriedades mesenquimais

Tse J.C., Kalluri R. mechanisms of Metastasis: Epithelial-to-Mesenchymal Transition and Contribution of Tumor Microenvironment. Jornal of Cellular

Biochemistry 101:816-829 (2007).
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* Associacao entre hipoxia e fenotipos mais agressivos
* Modelos experimentais (limitados)
— Modelos in vitro
— Modelos in vivo
» Camundongos submetidos a hipoxia sistémica

* Uso de drogas indutoras de hipoxia

Graves EE, Vilalta M, Cecic IK, Erler JT, Tran PT, Felsher D, Sayles L, Sweet-Cordero A, Le QT, Giaccia AJ. 2010. Hypoxia in models of lung cancer: implications
for targeted therapeutics. Clin Cancer Res 16:4843-4852.
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* Analisar a influéncia da hipoxia transitoria na expressao de

genes envolvidos na TEM atravées de um um novo modelo in

vivo de hipoxia de cancer de mama

CTNNB1

- SOX9g -NOTCHa
-TGFBa - CA-IX
-TWIST1 - SNAIL2(Slug)
- HIF2A - HIF2A



METODOS

Trabalho prospectivo
Aprovado pelo COBEA: n® 099/2012
Cultura de celulas
— Linhagem de cancer de mama murino 4T1 e 67nr
— 105 céelulas vivas (exclusao com o azul de tripan)
Animais de experimentacao

— Camundongos da linhagem BALB/c
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* Cirurgila
— Anestesia com Ketamina + Xilazina i.p.

— Incisao paramediana dorsal

— ldentificagcao do rim esquerdo

Injecao de células no parénquima renal (seringa
de insulina ¢/ agulha de 30G)

— Sutura por planos

Acta Cir Bras: 20123 Feb;28(2):142-7.
Mouse renal 4Ta cell engraftment as a model to study the influence of hypoxiain breast cancer progression.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Antonio HM[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=23370929
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mandarano LR[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=23370929
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Coelho AA[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=23370929
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tiezzi MG[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=23370929
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Andrade JM[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=23370929
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tiezzi DG[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=23370929
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tiezzi DG[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=23370929
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* Isquemia renal

7 dias apos o transplante: nova cirurgia
— Anestesia com Ketamina + Xilazina i.p.
— Incisao paramediana abdominal
— ldentificagcao do rim esquerdo e hilo renal
— Clampeamento do hilo com clip de aneurisma cerebral
(60 minutos)
— Retirada do clip

— Svutura por planos
Acta Cir Bras: 2013 Feb;28(2):142-7.

Mouse renal 4Ta cell engraftment as a model to study the influence of hypoxiain breast cancer progression.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Antonio HM[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=23370929
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mandarano LR[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=23370929
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mandarano LR[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=23370929
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Coelho AA[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=23370929
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tiezzi MG[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=23370929
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tiezzi MG[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=23370929
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Andrade JM[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=23370929
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tiezzi DG[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=23370929
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tiezzi DG[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=23370929
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tiezzi DG[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=23370929
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METODOS

Grupos com alotransplante de 4T1 e 67nr

Grupo controle - 12 animais (cirurgia simulada)

— Sacrificados dia 14 e 28 ap0s transplante

Grupo com hipoxia - 12 animais (cirurgia com clamp)

— Sacrificados dia 14 e 28 ap0s transplante
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Analise histoldgica das mudancas morfoldgicas induzidas pela isquemia

Analise do potencial metastatico para pulmaoes e figado



4T1 aloenxerto dentro do
cortex renal apos 14 dias da
inoculagdo no grupo controle

4T1 aloenxerto dentro do
cortex renal apos 14 dias da
inoculagdo no grupo com
hipoxia. A necrose tubular
aguda é evidente.



Fold

4T1 Gontrol ontral  67NR Hypoxia. Mammary gland

METODOS

* Foram analisados as expressoes génicas apos 14 dias da inoculagao

* RT-PCRem tempo real

HIFIAHIF2A

— CDH1 - SOXg - NOTCH1 "
— VIM -TGFB1 - CA-IX

— FN1 - TWIST1 - SNAIL2(Slug)

— CTNNB1 - HIF2A - HIF2A

* TagMan Gene Expression Assay (Apllied Biosystens)

*  OCt (thresholdcycle) foi calculado utilizando 3 amostras de cada linhagem com 25 ng de RNA
* OTATA boxbindingprotein (TBP) foi utilizada como o controle do RNA endogeno

* O tecido mamario normal do camundongo foi utilizado como referéncia

» Utilizou-se o software JMP 7.0 SAS para analise dos dados
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* Todos os camundongos inoculados desenvolveram tumor no local

* Nao foram observados metastases hepatica

Linhagem

7 dias

21 dias
4T1
7 dias

21 dias




RESULTADOS

Analise da expressao génica:

— Todos foram expressos diferentemente apos a inoculagao

Controle x Hipoxia:
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— Aumento significativo de 2,6 e 3,1 vezes na expressao de VIM (4T1 e 67nr)

— Diminuicao de 0,51 e 0,53 vezes na expressao de CDH1
No grupo 67nr:
— Aexpressao de SLUG aumentou 496 vezes

— Ataxade SLUG/SOXg aumentou 4,8 vezes

A expressao de HIF1A/HIF2A aumentou nas duas linhagens apos a hipoxia
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Vim
“CDH1
Sox89
& Slug
Slug/Sox9

Glandula linhagem linhagem  controle hipoxia controle hipdxia
mamaria 4T1 Sydals 4T1 4T Syduls Sydals
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* A hipoxia dirigida do sitio tumoral no modelo in vivo induz a TEM e

potencializa a disseminagao metastatica do cancer de mama murino

* O aumento da expressao de SLUG sugere ser um fator de

transcricao importante na indu¢ao da TEM na presenca de hipoxia



OBRIGADO

CONTATO: wellom@terra.com.br



