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RESUMO

GPC3 (Glipican-3) é membro de uma familia de proteoglicano de
heparina sulfatada (HSPG). O GPC3 pode atuar controlando a migracao
celular, regulacdo negativa do crescimento celular e inducdo de apoptose.
Esse gene é relatado por estar hipoexpresso em varios tipos de canceres,
0 que pode resultar no crescimento celular descontrolado e contribuir para
o fendtipo maligno de alguns tumores. O objetivo desse estudo foi
analisar o mecanismo de acdo do gene GPC3 em carcinoma renal de
células claras (CCRCC). Primeiramente, foi construido o vetor de
expressao e transfectado nas linhagens celulares de carcinoma renal
ACHN e 786-0. A expressao de GPC3 foi analisada usando qRT-PCR e
imunohistoquimica. A proliferagdo celular foi avaliada usando o MTT e o
ensaio de formacé&o de colbnia. Andlises de apoptose e ciclo celular foram
avaliadas por citometria de fluxo. Foi observado que o gene GPC3 estava
com baixa expressdo em amostras de carcinoma renal de células claras e
nas linhagens celulares quando comparado com amostras renais normais.
Foi observado que a expressdo de RNAm e os niveis de proteina GPC3
aumentaram apos a transfeccdo com o vetor de expressao contendo a
ORF de GPC3 nas linhagens celulares. A taxa de proliferacdo celular
diminuiu nas células superexpressando GPC3 em ambas as linhagens,
ACHN e 786-O (p<0,01). A apoptose nao foi observada nas linhagens
celulares de carcinoma renal superexpressando GPC3 (p > 0,05);

entretanto, ocorreu um aumento na populacao de células na fase G1 do



ciclo celular (p< 0,05). Esses resultados sugerem que o gene GPC3 reduz
a taxa de proliferacdo celular por meio da parada do ciclo celular na fase

G1 em carcinoma renal.

Palavras-chave: GPC3; linhagens celulares; proliferacdo celular;

carcinoma renal; transfeccéo.



ABSTRACT
Background: GPC3 (Glypican 3) is a member of the family of glypican
heparan sulfate proteoglycans (HSPG). The GPC3 gene may play a role
in controlling cell migration, negative regulation of cell growth and
induction of apoptosis. This gene is reported to be downregulated in
several cancers, which can result in uncontrolled cell growth and which
can also contribute to the malignant phenotype of some tumors. The
purpose of this study was to analyze the mechanism of action of the
GPC3 gene in clear cell renal cell carcinoma (CCRCC). Methods: First,
we constructed the expression vector and transfected renal carcinoma cell
lines. GPC3 expression was analyzed using gRT-PCR and
immunohistochemistry. We evaluated cell proliferation using MTT and
colony formation assays. Apoptosis and cell cycle analyses were
evaluated using flow cytometry. Results: We observed that the GPC3
gene was downexpressed in the clear cell renal cell carcinoma samples
and in cell lines, which were both compared to normal renal samples. We
observed that GPC3 mRNA expression and protein levels increased after
the transfection into ACHN and 786-O cell lines. We found that the cell
proliferation rate decreased in cells overexpressing GPC3 in both cell
lines, ACHN and 786-O (p < 0.01). Also, apoptosis in the renal cell
carcinoma cell line was not observed in cells overexpressing GPC3 (p >
0.05), but there was an increase in the cell population during the G1

phase in the cell cycle (p< 0.05). Conclusion: We suggest that the GPC3



gene reduced the cell proliferation rate through cell cycle arrest during the

G1 phase in renal cell carcinoma.

Key-words: GPC3, cell lines, cell proliferation, renal carcinoma,

transfection.
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1. INTRODUCAO
1.1 Tumor Renal

1.1.1 Epidemiologia

O carcinoma renal (RCC) € o tipo mais comum de tumor renal e a
mais letal doenca uroldgica. (GIANAZZA et al., 2012; JEONG et al., 2012),
sendo responsavel por 4% das mortes no mundo (LEE et al., 2012). A
incidéncia desse tumor vem aumentando nas Ultimas décadas (VAN
POPPEL et al.,, 2011; KIM et al.,, 2012) e cerca de 100.000 pessoas
morrem a cada ano dessa doenca (CAl et al., 2012). Segundo Jeong e
colaboradores s&o estimados, anualmente, 200.000 novos casos no
mundo (JEONG et al., 2012). Nos Estados Unidos, foram previstos 39.000
novos casos e 13.000 mortes por ano (WONDERGEM et al., 2012).

A incidéncia dos pacientes diagnosticados com carcinoma renal
tem aumentado devido aos recentes avangos na deteccdo precoce dos
tumores renais, proporcionada pela melhoria nas técnicas de diagnostico
de imagem, como ultrassonografia, tomografia computadorizada e
ressonancia magnética (DRUCKER, 2005; LANG et al., 2007,
MARTIGNONI et al., 2007; GIRGIS et al., 2012; ZHAO et al., 2013).

O carcinoma renal acomete mais homens que mulheres e ocorre
com mais frequéncia em individuos com idade avangada, de 50 a 70 anos
(MARTIGNONI et al., 2007). Essa diferenca na taxa de incidéncia pode

estar relacionada a fatores reprodutivos, incluindo idade materna ao
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nascimento do primogénito, uso de horménios e wuso oral de
contraceptivos (MARTIGNONI et al., 2007). Tem sido observado que as
mulheres apresentam melhores taxas de sobrevivéncia apés a cirurgia em
relacéo aos homens

(MARTIGNONI et al., 2007).

1.1.2 Classificacao do Carcinoma Renal

O RCC é uma doenca heterogénea, baseada em diferencas na
morfologia, caracteristicas genéticas e comportamento clinico, que esta
dividida em varios subtipos histolégicos (DASTE et al., 2013). Os subtipos
sdo: células claras, papilifero, cromofébico, ducto coletor, medular,
oncocitoma, carcinoma mucinoso tubular e de células fusiformes,
carcinoma renal associado a translocagdo e carcinomas néo classificados
(Figura 1) (MOCH, 2013; PURDUE et al, 2013). A classificacao
histopatolégica € baseada na localizacdo do néfron, nas caracteristicas
citoplasmaticas e no tipo de célula que originou o tumor (DRUCKER,
2005). A tabela 1 mostra a prevaléncia dos varios subtipos de carcinoma
renal.

O carcinoma renal de células claras é o mais frequente subtipo de
tumor renal, que acomete de 75% a 80% dos tumores renais, e 0 que
apresenta o pior prognostico (NELSON; EVANS; LARA, 2007). Esse

carcinoma € originado das células dos tubulos proximal dos néfrons
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(NELSON; EVANS; LARA, 2007). Histologicamente, apresenta-se como
um tumor soélido, alveolar, contendo uma rede de vasos sanguineos de
paredes finas. O citoplasma é constituido de lipideos e glicogénio, os
guais se dissolvem durante o processamento histoldégico e origina um
citoplasma claro envolvido por membranas distintas (HAGENKORD et al.,
2011; SIRCAR et al., 2012). A patogénese do carcinoma renal de células
claras é baseada em duas vias moleculares: a via de inducéo da hipdxia,
gue esta associada a mutacdo do gene supressor tumoral Von Hippel-
Lindau (VHL), e a via de sinalizagdo mTOR (DENG; MELAMED, 2012).
Von Hippel Lindau € uma sindrome de predisposicdo ao cancer
autossémica dominante, causada por uma mutacdo no gene supressor
tumoral VHL, localizado no cromossomo 3p25-p26. Pacientes com a
doenca VHL apresentam uma predisposicdo para o desenvolvimento do
carcinoma renal de células claras (HAGENKORD et al., 2011).

O carcinoma papilifero acomete cerca de 10% a 15% dos
carcinomas renais, sendo considerado o segundo tipo mais comum de
carcinoma dos tubulos proximais renais (ZHANG et al., 2013). Esse tumor
€ caracterizado, histologicamente, pela presenca de papilas,
apresentando nucleos com agregados de macrofagos, granulos
citoplasmaticos de hemosiderina e célcio (NELSON; EVANS; LARA,
2007), revestida por células neoplasicas e esta subdividido em tipo 1 e
tipo 2. No tipo 1, as células tumorais sdo pequenas e o citoplasma é

escasso; no tipo 2, as células mostram-se pseudoestratificadas e o
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citoplasma é eosinofilico (XU; WEIDNER, 2012; MOCH, 2013). Esses
tipos histologicos se diferem em frequéncia por idade, sexo e raca, e
ainda podem apresentar distintas etiologias. Na maioria dos casos de
carcinoma papilifero, a alteracdo genética mais comum € a trissomia dos
cromossomos 7 e 17 (PURDUE et al., 2013).

O carcinoma cromofobico acomete 5% dos tumores renais. O
tumor é caracterizado por células poligonais, algumas irregulares e
mutinucleadas, com citoplasma reticulado e membranas celulares
proeminentes (BAI;, WU, 2012; MOCH, 2013). Esse tumor mostra
multiplas anomalias citogenéticas, dentre elas, a perda dos cromossomos
1, 2, 3,5, 6,9, 10, 15, 17 e 21 (MAHER, 2013). A sindrome Birt-Hogg-
Dubé é sugerida como a doenca hereditaria desse tumor, na qual podem
existir tumores multifocais e bilaterais. O gene BHD (Birt-Hogg-Dubé),
situado no cromossomo 17p, produz a proteina foliculina, cuja fungéo é de
supressor tumoral (DENG; MELAMED, 2012).

O carcinoma de ducto coletor € o tipo mais raro de carcinoma
renal: acomete 1% de todos os tipos de cancer renal. Este tumor,
localizado na regido central do rim, € extremamente agressivo, e as
metéstases sdo frequentes (MOCH, 2013), afetando mais homens que
mulheres (ELWOOD et al., 2011). Histologicamente, esse carcinoma €
caracterizado por uma arquitetura composta de tubulos e papilas,
revestidas por uma camada de células cubdides. As anomalias

citogenéticas incluem monossomias dos cromossomos 1, 6, 14, 15 e 22,
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com perda alélica dos bracos 1q, 6p, 8p, 139 e 21 (SOUNG SULLIVAN
et al., 2007; MOCH, 2013).

O carcinoma medular pode ser considerado uma variante do
carcinoma de ducto coletor, esta associado a pacientes com traco
falciforme ou anemia, tem um progndstico ruim (SOUNG SULLIVAN et
al., 2007; ALGABA et al.,, 2011). Alguns estudos tém descrito que a
ativacao do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) pode estar
relacionada com este carcinoma (SWARTZ et al., 2002; ALGABA et al.,
2011).

Os oncocitomas séo tumores benignos raros e correspondem de
3% a 10% de todos os tumores renais (BENATIYA et al.,, 2012). Esses
tumores sdo caracterizados por células grandes com citoplasma
eosinofilico granular, apresentando um grande numero de mitocondrias
(YUSENKO, 2010). As alteracdes cromossOmicas desse tipo de tumor
ainda ndo estdo bem caracterizadas; entretanto, alguns estudos genéticos
tém mostrado que a perda parcial ou completa do cromossomo 1p € a
mais comum alteragcdo em ambos os tumores, esporadicos ou familiais
(PICKEN, 2010).

O carcinoma mucinoso tubular e de células fusiformes € um
carcinoma renal de baixo grau, caracterizado por células tubulares e
estroma mucinoso (BALDEWIJNS et al.,, 2008). Geralmente, este
carcinoma se apresenta como assintomatico e, na maioria dos casos, 0

prognostico é favoravel (MOCH, 2013). Alguns autores acreditam que
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este tumor pode ser uma variante do RCC papilar com origem no tubulo
proximal (BALDEWIJINS et al., 2008; ALGABA et al., 2011).

O carcinoma renal associado a translocacbes €& um tumor
incomum, que geralmente afeta criancas e jovens adultos.
Histologicamente, carcinomas com translocacdo apresentam uma
arquitetura papilar composta de células claras com um volumoso e claro
citoplasma eosinofilico (MOCH, 2013). A maioria das translocacdes,
cerca de 90%, envolve o fator de transcricdo E3 (TFE3), localizado no
cromossomo Xpl1l.2 (BAI;, WU, 2012). O carcinoma associado a
translocacdo Xpll é clinicamente agressivo; a maioria apresentando
metastases (SIRCAR et al., 2012).

Carcinomas renais nao classificados é uma categoria de
diagndstico, e ndo um tipo especifico, que é utilizada para designar os
carcinomas renais que nao se encontram nos demais subtipos
histol6gicos. Sao reconhecidos por constituirem um grupo heterogéneo;
portanto, ndo apresentam uma forma limitada (DENG; MELAMED, 2012).
Algumas caracteristicas definem este carcinoma, como: producdo de
mucina, misturas de elementos epiteliais e do estroma e tipos celulares

irreconheciveis (ALGABA et al., 2011; DENG; MELAMED, 2012).
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Figura 1: Cortes histolégicos mostrando os tipos de carcinoma renal. (A)
Carcinoma renal de células claras: células tumorais com citoplasma claro e
abundante, e uma rede de vasos sanguineos. (B) Papilifero Tipo I: células
tumorais pequenas e cuboidais. (C) Papilifero Tipo Il: células tumorais grandes
com citoplasma eosinofilico. (D) Cromofdbico: células tumorais com membranas
proeminentes. (E) Ducto Coletor: arquitetura tabulo-papilar revestida por células
cuboides. (F) Carcinoma mucinoso tubular e de células fusiformes: células
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tumorais tubulares e estroma mucinoso (Modificado de (DENG; MELAMED,

2012; MOCH, 2013)).

Tabela 1: Classificacao e Prevaléncia do Carcinoma Renal

Cancer Renal

Prevaléncia Alteracdes Genéticas

Carcinoma Renal de
Células Claras

Carcinoma Papilifero

Carcinoma Cromofdébico

Carcinoma de Ducto

Coletor

Oncocitoma

Carcinoma mucinoso e

de células fusiformes

Carcinoma Renal
associado a
Translocacgéao

Carcinoma renal nao

classificado

75-80%

10-15%

5%

<1%

<1%

<1%

4-7%

Delecdo no cromossomo 3p,
mutacdes no gene Von Hippel-

Lindau

Trissomias dos cromossomos 7
el7

Sindrome de Birt-Hogg-Dubé,
perda do cromossomo 17

Perda parcial ou completa do

cromossomo 1p

Translocagbes involvendo o

cromossomo Xpll.2
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1.1.3 Fatores de Risco

A causa do carcinoma renal ainda € desconhecida, entretanto,
varios fatores de risco tém sido associados a doenca (LABER, 2006);
dentre eles, o tabaco, a obesidade e a hipertensdo séo os trés mais bem
estabelecidos (DECASTRO; MCKIERNAN, 2008). Outros fatores também
tém sido associados incidéncia do carcinoma renal: alcool, dieta, atividade
fisica e exposicdo ocupacional (LABER, 2006; CHOW; DEVESA, 2008;
ESPER, 2012).

O tabaco é o mais significativo fator de risco, sendo responséavel
por mais de 20% dos carcinomas renais (ROBERTO PILI, 2008). A
incidéncia de cancer renal em fumantes de cigarro € o dobro da incidéncia
em relacdo aos ndo-fumantes, e os fumantes de cachimbo e charuto
também séo suscetiveis a doenca (BAI; WU, 2012). O risco dos fumantes
desenvolverem o carcinoma esta diretamente relacionado a intensidade
(quantidade de cigarro) e duracdo (tempo) do fumo (LABER, 2006).
Alguns estudos sugerem que a interrupcdo do tabaco, por um longo
periodo (20 anos ou mais), pode reduzir o risco da doenca (PARKER et
al., 2003; LJUNGBERG et al., 2011).

A obesidade é um fator de risco bem estabelecido, responsavel por
mais de 30% dos carcinomas renais (ROBERTO PILI, 2008). Uma analise
de estudos prospectivos mostra uma evidéncia de associacdo entre o
indice de massa corpérea (IMC) e o0 aumento do risco de

desenvolvimento de tumor renal em homens e mulheres (CHOW,
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DEVESA, 2008; LJUNGBERG et al., 2011). Varios mecanismos tém sido
propostos para analisar como a obesidade pode ser relacionada ao
desenvolvimento de tumores renais. Alguns pesquisadores tém relatado o
papel enddcrino e metabdlico do tecido adiposo. A obesidade pode
ocasionar o aumento de liberacdo de adipocinas, como acidos graxos, e
do fator de necrose tumoral. As adipocinas, juntamente com a
hiperinsulinemia e o fator de aumento de insulina-1 associado a
obesidade, podem levar a proliferacdo celular, reducdo da apoptose e
tumorigénese (DECASTRO; MCKIERNAN, 2008).

A hipertenséo influencia o desenvolvimento do carcinoma renal,
sendo considerada o terceiro fator de risco da doengca. Um estudo
baseado em registros médicos revelou que o risco de céancer renal é
maior com o0 aumento da pressdo sanguinea dentro de 5 a 10 anos antes
do diagndstico do cancer. Outro estudo relata que a presséo arterial nao
distingue os diferentes tipos celulares de tumor renal (CHOW et al., 2000).
A medicacdo anti-hipertensiva também tem sido relacionada com o
elevado risco da doenca. Os mecanismos biol6gicos responsaveis pela
associagao entre a hipertensédo e o risco do carcinoma renal ainda néo
estdo claros (CHO; ADAMI; LINDBLAD, 2011).

Embora o alcool seja relacionado com o elevado risco de varios
tipos de cancer, estudos epidemioldgicos tém mostrado uma relagéo
inversa entre o risco de desenvolvimento do carcinoma renal e o consumo

moderado de 4&lcool (NICODEMUS; SWEENEY; FOLSOM, 2004;
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GREVING et al., 2007; CHO; ADAMI; LINDBLAD, 2011). Essa relacao foi
observada nos seguintes tipos de bebidas alcodlicas: cerveja, vinho e
licor. Greving e colaboradores (2007) mostraram que o moderado
consumo de alcool esta associado ao baixo risco da doenca. O aumento
da sensibilidade a insulina pode ser o mecanismo pelo qual esse
consumo reduzido de alcool diminui o risco de diabetes do tipo 2 e o risco
do cancer renal (GREVING et al., 2007).

Algumas evidéncias mostram que a atividade fisica pode reduzir o
risco de cancer renal por meio de varias vias relacionadas, incluindo a
reducdo do peso corporal e da pressdo sanguinea, que melhora a
sensibilidade a insulina e reduz a inflamagcdo cronica e o estresse
oxidativo (CHOW; DEVESA, 2008).

A exposicdo ocupacional ndo é um tipico fator de risco do
carcinoma renal; entretanto, a exposicdo a determinados compostos
toxicos, como o tricloroetileno (TCE), pode aumentar o risco da doenca.
O TCE é um solvente usado como desengordurante e aditivo quimico. A
Agéncia de Pesquisa Internacional do Céancer classifica o TCE como um
carcinbgeno humano, no entanto, alguns estudos epidemiolégicos
sugerem uma fraca associacdo entre o risco de cancer renal e a
exposicdo a esse composto toxico (KELSH et al., 2010; LJUNGBERG et

al., 2011).
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1.1.4. Diagnéstico

O carcinoma renal é frequentemente diagnosticado durante a
ultrassonografia, a tomografia computadorizada e a ressonancia
magnética, e 25 % dos pacientes sdo diagnosticados com a doenca em
estagio avancado (WOOD, 2007). A maioria dos pacientes diagnosticados
com carcinoma renal sdo assintomaticos; entretanto, alguns pacientes
podem apresentar alguns sintomas clinicos, como dor abdominal,
hematiria e massa abdominal palpavel. Outros sintomas que também
podem ser apresentados séo: perda de peso, fadiga, anemia, anorexia e
febre (HAAS; UZZO, 2007; ESCUDIER et al., 2012). Alguns individuos
apresentam sintomas metastaticos, como dores nos 0ssos ou nédulos
nos pulmdes, ou sindromes paraneoplasicas, tais como a hipercalcemia e
a eritrocitose (ESCUDIER et al., 2012).

Tumores detectados incidentalmente em pacientes assintomaticos
tém aumentado progressivamente com a disseminacdo das técnicas de
imagens, como a tomografia computadorizada e a ressonancia magnética
(NG et al., 2008). Cerca de 50% dos carcinomas renais sdo detectados
incidentalmente (ESCUDIER et al., 2012).

O tumor, quando em estagio avancado, cresce e, frequentemente,
se espalha nos o6rgdos adjacentes. Aproximadamente um terco dos
pacientes diagnosticados com carcinoma renal desenvolvem metastases.

Os mais comuns sitios de metastases séo: os pulmdes, nddulos linfaticos,
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cérebro, ossos e figado (DRUCKER, 2005). Os sitios metastaticos podem
ser diagnosticados usando raio-X e tomografia computadorizada

(DRUCKER, 2005).

1.1.5. Prognéstico

A identificacdo de fatores prognoésticos em carcinoma renal tem
sido considerada muito importante, pois fornece informacdo sobre os
pacientes, sugerindo tratamentos apropriados, e seleciona pacientes para
tratamentos adaptados, bem como novos ensaios clinicos (LETANG et
al., 2009).

Os fatores prognoésticos podem ser subdivididos em: anatdémico
(estadiamento TNM, tamanho do tumor), histolégico (grau nuclear e
subtipo histolégico), clinico (sintomas) e fatores moleculares (DENG;
MELAMED, 2012).

No momento, os fatores progndsticos mais aceitos sdo o estagio
tumoral e o grau de diferenciacdo histologica. O sistema de classificacdo
histolégico mais aceito € o grau de Fuhrman, que é aplicado em todos os
subtipos renais (MOCH, 2013).

O estadiamento é definido como classificagdo TNM e tem sido
validado como o principal parametro progndéstico do carcinoma renal
(DENG; MELAMED, 2012). No sistema TNM, os tumores s&o

caracterizados com base no grau de extensdo local do sitio de tumor
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primario (T), no envolvimento de nodulos linfaticos (N) e presenca de
metastase (M) (Tabela 2) (ROBERTO PILI, 2008). Os tumores renais que
apresentam alto estagio de tumor, metastases em noédulos linfaticos ou
metastases a distancia estdo associados com progndstico ruim e um
menor periodo de sobrevida. Alguns estudos tém mostrado que o estagio
do tumor é um importante indicador de prognéstico independente (LAU et
al., 2002; VOLPE; PATARD, 2010).

Os fatores histoldgicos incluem o grau nuclear de Fuhrman, subtipo
histoldgico, necrose tumoral e invasdo do sistema coletor. O grau nuclear
de Fuhrman é dividido em quatro graus nucleares, que foram definidos
em ordem crescente de tamanho, irregularidade e proeminéncia
nucleolar. Grau nuclear alto esta correlacionado com agressividade do
tumor e aumento do potencial metastatico (GUDBJARTSSON et al.,
2005). Assim, o grau de Fuhrman tem se mostrado eficaz na predi¢do do
desenvolvimento de metastases a distancia, seguido de nefrectomia
(FUHRMAN; LASKY; LIMAS, 1982). Alguns estudos tém mostrado uma
associacdo entre os subtipos histolégicos e a sobrevivéncia dos
pacientes, sendo o carcinoma renal de células claras o tumor mais
agressivo, seguido pelo papilifero e cromofébico (MOCH et al.,, 2000;
PATARD et al., 2005). Os distintos subtipos histolégicos apresentam
diferentes comportamentos clinicos e biologicos, afetando o potencial
metastatico dos tumores e a sobrevida dos pacientes (GUDBJARTSSON

et al., 2005). A presenca de necrose tumoral esta bem estabelecida como
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um independente indicador de progndstico ruim para a doenca localizada
(LEE et al., 2006). A invasao do sistema coletor em carcinoma renal é
rara, entretanto esta associada com progndstico ruim, especialmente em
baixo estagio tumoral (PALAPATTU et al., 2003).

Os fatores clinicos incluem os sintomas locais, anemia e caquexia.
A presenca ou auséncia de sintomas (dor abdominal, massa palpéavel,
hematuria) apresentam um significativo valor prognéstico (VOLPE;
PATARD, 2010).

Com a evolucgéo e otimizacédo de técnicas e métodos moleculares,
a identificacdo de marcadores de prognésticos tem aumentado
rapidamente (FINLEY; PANTUCK; BELLDEGRUN, 2011). Esses
marcadores moleculares tém grande potencial para serem usados na
deteccdo, diagndstico e prognéstico de carcinoma renal, dentre eles

destacam-se o VHL, HIF e o VEGF (VOLPE; PATARD, 2010).
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Tabela 2: Estadiamento tumoral do carcinoma renal

Classificacao

Descricao

T Tumor primario
TX Tumor primario ndo determinado
TO N&o ha evidéncia de tumor primario
T1 Tumor < 7cm de dimenséo, limitado ao rim
Tla Tumor <4 cm
T1b Tumor>4cme<7cm
T2 Tumor > 7 cm de dimensao, limitado ao rim
T2a Tumor>7cme <10 cm
T2b Tumor > 10 cm, limitado ao rim
T3 Tumor se estende nas principais veias ou tecidos
peri-néfricos, mas nao atinge a glandula adrenal e
também ndose estende além da Fascia da Gerota
T3a Tumor se estende para dentro da veia renal, mas
nao além da Fascia da Gerota
T3b Tumor se estende para dentro da veia cava
inferior ao diafragma
T3c Tumor se estende para dentro da veia cava
superior ao diafragma
T4 Tumor invade além da Fascia da Gerota
N Linfonodo regional
NX Linfonodo reginal ndo determinado
NO Auséncia de metastases em linfonodo
N1 Metastases em linfonodo regional
M Metastases a distancia
MO N&o ha metastases a distancia
M1 Presenca de metastase a distancia

Estadiamento
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Estagio | T1NOMO

Estagio Il T2NOMO

Estagio Il T3NOMO; T1-3N1MO
Estagio IV T4MO, M1

(Escudier et al, 2012).

1.1.6 Tratamento

O tratamento de pacientes com carcinoma renal é determinado
pelo estagio da doenca e ocorre, principalmente, por meio da nefrectomia
e imunoterapia (DRUCKER, 2005; PETRELLA; BRINCKERHOFF, 2006).

A cirurgia é o Uunico tratamento potencialmente curativo para
carcinoma renal localizado, principalmente para o0s estagios mais
avancados. A nefrectomia radical é a cirurgia mais indicada, que envolve
a resseccao do rim junto com a glandula supra-renal, onde ha suspeita de
invasdo do tumor. A nefrectomia parcial € utilizada em paciente com
tumores pequenos (infeiores a 4cm) ou tumores bilaterais (PEREZ-
GRACIA et al., 2007). Apesar da nefrectomia ser o principal tratamento do
carcinoma renal, cerca de 30% dos pacientes desenvolvem metéstases
ou recorréncia tumoral sistémica ou local apés a cirurgia, apresentando
uma expectativa de vida de 1 ano (TAKAHASHI et al., 2001; DRUCKER,
2005; PETRELLA; BRINCKERHOFF, 2006).

A imunoterapia com inteleucina-2 e interferon-a tem sido muito
utilizada para o tratamento de carcinoma renal em estagios avancados

(ESPER, 2012). Altas doses de inteleucina-2 podem ser efetivas em
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pacientes metastaticos (BALDEWIJNS et al., 2008), 0 que sugere que a
imunoterapia pode ter um papel critico no tratamento de carcinoma renal.
Interferon- a e interleucina-2 sédo imunoterapias usadas apenas em
pacientes com carcinoma renal de células claras (INMAN; HARRISON;
GEORGE, 2013).

A radioterapia pode ser usada como uma terapia paliativa em
pacientes que ndo podem ser submetidos a cirurgia ou no caso de
metastases 0sseas ou ho sistema nervoso central (BALDEWIINS et al.,
2008).

Inibidores de angiogénese podem ser usados como uma terapia
estratégica, visto que a angiogénese € um fator importante no
desenvolvimento do carcinoma renal. Dentre o0s inibidores de
angiogénese, destacam-se o talidomida, que induz a estabilizacao
tumoral, o fator de crescimento endotelial vascular e o bevazicumab, o
primeiro inibidor angiogénico que apresentou um beneficio clinico em
pacientes com cancer renal. (DRUCKER, 2005; PEREZ-GRACIA et al.,

2007).

1.1.7 Ocorréncia
A ocorréncia do carcinoma renal geralmente € esporadica,
entretato h4 um indice de predisposicao hereditaria para o cancer renal,

1-4% de todos os casos. As neoplasias renais hereditarias sdo mais
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comuns em individuos mais jovens e podem ser multifocal e bilateral
(BALDEWIJINS et al., 2008). A causa mais comum de um padrdo de
heranca familial é a doenca de Von Hippel-Lindau (VHL), que pode ser
causada por uma mutacdo germinativa no gene supressor tumoral VHL
(WOODWARD et al., 2008).

O gene VHL é um gene supressor de tumor, localizado na regido
3p25-26, que, quando alterado, resulta na desregulagdo da hipoxia,
ocasionando uma super producdo de fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), que, por sua vez, promove angiogénese, crescimento
tumoral e desenvolvimento de metastases (CHOUEIRI; BUKOWSKI,
RINI, 2006; CASCON et al., 2007). A inativacdo do VHL ocorre devido a
mutacao, delecdo alélica ou silenciamento epigenético por hipermetilacéo
da regido promotora, presentes em 60% dos casos esporadicos

(NELSON; EVANS; LARA, 2007).

1.1.8 Marcadores Moleculares em Carcinoma Renal

Devido a evolugdo das técnicas moleculares, varios biomarcadores
moleculares de prognéstico e de predicdo tém sido identificados como
beneficio terapéutico no carcinoma renal (VICKERS; HENG, 2010).

Biomarcadores moleculares sdo definidos como indicadores de
importantes eventos clinicos, tais como o aparecimento do céancer,

recidiva e progressdo tumoral e até mesmo a morte do paciente. Esses
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biomarcadores podem ser utilizados para a avaliacdo de risco da doenca,
diagndstico, progndstico e para a avaliacdo de recorréncia e progressao
da doenca (VICKERS; HENG, 2010).

Véarios marcadores moleculares tém sido avaliados em pacientes
com carcinoma renal, com o objetivo de individualizar o tratamento e
melhorar os fatores progndsticos. Dentre esses marcadores, destacam-se
aqueles que estdo associados a hipoxia e a angiogénese, como o Von
Hippel-Lindau (VHL), Fator Indutor da Hipéxia (HIF), Fator de Crescimento
Endotelial Vascular (VEGF) e Anidrase Carbbnica (CAIX) (TANG;
VICKERS; HENG, 2011).

O gene VHL, supressor tumoral, tem um papel crucial na inducéo
da hipoxia. As muta¢gdes que ocorrem nesse gene podem ser insergoes,
delecbes, mutacdo sem sentido, perda de heterozigosidade e metilagao
na regidao promotora (KAELIN, 2007). A perda da funcdo do VHL é um
passo inicial na carcinogénese, que € seguido por outras alteracdes.
Alteracdo na proteina VHL resulta em alterac6es na degradacédo do fator
indutor de hipoxia (HIF) (Figura 2). Outros efeitos do gene VHL incluem a
regulacdo do ciclo celular via p53 e a deposicdo de matriz extracelular
(SUN et al., 2011; TANG,; VICKERS; HENG, 2011).

O Fator Indutor de Hipdxia (HIF) faz parte da via do gene VHL em
carcinoma renal, pois atua como um fator de transcricdo para genes
angiogénicos na deficiéncia da proteina VHL. A investigacdo de HIF como

um potencial biomarcador revelou que alteracdes genéticas em HIF-1a
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estdo associadas ao desenvolvimento de metastases (VICKERS; HENG,
2010).

O Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) é uma
glicoproteina dimérica e membro de um fator de crescimento derivado de
plaguetas, que afeta a angiogénese tumoral. Em tumores, a angiogénese
€ induzida pelo VEGF (SUN et al., 2011). Em carcinoma renal,
especificamente no subtipo células claras, a superexpressdo de VEGF é
esperada devido a desregulacdo de HIF-1a, como resultado da perda da
proteina VHL (SUN et al., 2011). Pacientes com RCC apresentam altos
niveis de expressdo de VEGF comparado com individuos saudaveis
(TANG; VICKERS; HENG, 2011).

A Anidrase Carbonica IX (CAIX) é uma enzima de superficie de
transmembrana, controlada pelo HIF-1a e superexpressa em condicdes
de hipéxia (VICKERS; HENG, 2010). Expressdo de CAIX em tumores
diferencia lesGes renais malignas das beningas (VICKERS; HENG,

2010).
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Figura 2: Funcdo normal do gene VHL (Von Hippel-Lindau) comparada com o

estado de mutacéo ou perda de funcédo de VHL. Sob condicbes normais, o gene

VHL se liga ao fator indutor de hipdxia (HIF-1a) e poliubequitina para marca-lo

para a destruicdo pelo proteossomo. Quando a funcédo de VHL é perdida, o HIF-

la liga-se ao HIF-18 e estes sdo translocados para o nucleo para ativar os

elementos responsivos de HIF (HRE), levando a ativacao transcricional de genes

importantes na angiogénese e no crescimento celular (Modificado de (VICKERS;

HENG, 2010).
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1.2 GPC3

O gene Glipican 3 (GPC3), localizado na regido cromossomica
Xg26.1, € membro de uma familia glipicana de proteoglicano de heparina
sulfatada (HSPG) (KWACK; CHOI; SUNG, 2006; JIA et al.,, 2007).
HSPGs, proteoglicanos compostos por uma proteina central e uma cadeia
de glicosaminoglicanos (GAG) de heparina sulfatada, sdo abundantes
componentes da matriz extracelular (ECM) (BISHOP; SCHUKSZ; ESKO,
2007). As HSPG atuam como co-receptores para fatores de crescimento e
podem regular a estabilidade e distribuicdo de moléculas sinalizadoras a
ECM (KIRKPATRICK; SELLECK, 2007).

Existem trés subfamilias de HSPGs: os proteoglicanos da matriz
extracelular secretados, sindecans e glipicans (BISHOP; SCHUKSZ;
ESKO, 2007). Os glipicans se ligam a superficie celular pela via de
ancoragem do glicosilfosfatidilinositol (GPI). O tamanho da proteina
central dos glipicans varia de 60-70 kDa, e todos eles exibem, na
extremidade N-terminal, um peptideo sinal secretor e um dominio
hidrofébico na extremidade C-terminal, que é requerido para ancoragem
do GPI. Os glipicans compartilham uma caracteristica: o local de insercéo
das cadeias de heparina sulfatada (HS), que esta localizado proximo a
regido C-terminal, colocando as cadeias HS perto da membrana celular

(FILMUS; SELLECK, 2001) (Figura 3).
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Figura 3: Esquema dos Glipicans. Os Glipicans estao ligados a superficie celular
pela via do glicosilfosfatidilinositol (GPI). GAG: cadeias de glicosaminoglicanos.
(Modificado de (FILMUS; SELLECK, 2001)).

Atualmente, seis membros dessa familia tém sido identificados:
GPC1, GPC2, GPC3, GPC4, GPC5 e GPC6 (LIN et al., 2012) (Figura 4).
Todos os glipicans estédo altamente expressos durante o desenvolvimento
embrionario (VEUGELERS et al, 1999). Os glipicans atuam com
receptores para fatores de crescimento ligados a heparina, e essa
interacdo tem um importante papel no crescimento e diferenciacao celular

(KANDIL; COOPER, 2009).
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D SIkD 69D S 640

Figura 4: Os seis membros da subfamilia glipican. Glipicans estdo ancorados a
superficie celular pela via de ancoragem GPI e exibem sitios de ligacdo GAG
predominantemente perto da membrana. Os nomes alternativos e 0 peso
molecular das proteinas estdo indicados (Modificado de

http://www.rndsystems.com/Cytokine ch08i2 GlypicansinCancer.aspx)

Devido a habilidade dos glipicans de regularem a atividade dos
fatores de crescimento, tem sido mostrada a associagao entre alteragdes
na expressdao de glipicans com a progressdo tumoral (FILMUS;
SELLECK, 2001). Um dos primeiros estudos que estabeleceu a conexao
entre glipicans e a carcinogénese mostrou que a expressao de GPC1 esta
significativamente aumentada em céancer de pancreas (KLEEFF et al.,
1998). Filmus e Selleck (2001) (FILMUS; SELLECK, 2001) verificaram
gue o Glipican-3 (GPC3) tem sido implicado na progressao tumoral.

O GPC3 esta envolvido no crescimento celular, diferenciacdo e
migracdo celular (ZHU et al., 2001) e pode regular a proliferacdo celular
como um gene supressor tumoral (LIN et al., 2012). Desde sua
descoberta, o gene GPC3 tem sido relacionado a ocorréncia,

desenvolvimento e prognostico de uma variedade de tumores, incluindo o



44

cancer de figado e o cancer de mama (BUCHANAN et al., 2010; LIN et
al., 2012; CHEN et al., 2013).

O gene GPC3 é diferencialmente expresso em alguns tipos de
tumores, como no caso de carcinoma hepatocelular e melanoma, onde
esta superexpresso, e, por outro lado, em cancer de mama e ovario, onde
sua expressado é reduzida (LIN et al., 1999; XIANG; LADEDA; FILMUS,
2001; HO; KIM, 2011). O silenciamento da expressao de GPC3 ocorre,
frequentemente, devido ao mecanismo de hipermetilagdo de sua regiao
promotora em linhagens celulares de céancer de ovario e mama e em
varios tumores malignos, como mesothelioma, carcinoma ovariano e
colangiocarcinoma (SUNG et al., 2003; BAUMHOER et al., 2008).

A expressao ectopica de GPC3 inibe o crescimento celular em
mesotelioma e induz apoptose em linhagem celular de cancer de mama
(GONZALEZ et al., 1998). Em linhagens celulares de cancer de ovério, o
gene GPC3 esta com baixa expressao, e a restauracao de sua expressao
inibe o crescimento dessas células, sugerindo que GPC3 possa atuar
como um supressor tumoral em cancer de ovario (LIN et al., 1999). GPC3
é diferencialmente expresso em carcinoma hepatocelular (HCC) em
comparacdo com o figado normal e pode atuar como um marcador
tumoral nessa malignidade (HSU; CHENG; LAI, 1997). Em carcinoma
renal de células claras (CCRCC), esse gene esta com expressao reduzida

guando comparado com rim normal, indicando que esse gene possa atuar
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como um candidato a marcador molecular na carcinogénese renal

(TAKAHASHI et al., 2001).

1.3 Caracterizacdo Funcional na Carcinogénese

Estudos funcionais tém demonstrado uma grande eficiéncia em
prover novas informacoes sobre como determinados genes podem
influenciar no desequilibrio da homeostase celular e suas possiveis
consequéncias na carcinogénese (ANGELA SILVA BARBOSA, 2004;
IVANOV et al., 2009).

Um fator crucial para o desenvolvimento e crescimento tumoral é o
equilibrio entre a proliferacdo celular e apoptose. Assim, estudos
envolvendo analise do ciclo celular e apoptose podem ser (teis para
predizer o comportamento do tumor, na fase inicial da carcinogénese
(IVANOQV et al., 2009).

Dentre as estratégias para conhecer a fun¢cdo de um determinado
gene, sédo utilizados ensaios de ganho e de perda de funcdo. Os ensaios
de perda de fungédo consistem em impedir que um gene produza sua
proteina, com o propdsito de analisar as consequéncias ou o fenotipo
decorrente desta inibicdo. Assim, pode-se deduzir a fungdo do gene
inativado, bem como as vias de sinalizagdo a que pertence (ANGELA
SILVA BARBOSA, 2004).

Assim, a analise funcional de genes especificos pode revelar como

eles atuam no controle do crescimento e diferenciagdo celular, no
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metabolismo celular e apoptose e na tumorigénese (PIEROBON et al.,

2009).
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral do presente trabalho foi analisar os mecanismos
de atuacédo do gene GPC3 em carcinoma renal por meio de diversos
estudos funcionais.

Seus objetivos especificos foram:

1. Analisar a expressao de GPC3 em amostras e linhagens de
carcinoma renal de células claras.

2. Analisar a expresséo proteica do gene GPC3 nas linhagens
celulares de carcinoma renal por meio da Imunohistoquimica ap6s a
transfeccdo das células com o vetor contendo a ORF de GPC3.

3. Analisar o efeito do gene GPC3 na proliferacdo celular por
meio das técnicas de MTT e do ensaio de formacé&o de colbnia.

4. Verificar se 0 gene GPC3 induz apoptose e esta envolvido
com a progressao do ciclo celular em linhagens celulares de carcinoma

renal por citometria de fluxo.
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ABSTRACT
Background: GPC3 (Glypican 3) is a member of the family of glypican
heparan sulfate proteoglycans (HSPG). The GPC3 gene may play a role
in controlling cell migration, negative regulation of cell growth and
induction of apoptosis. This gene is reported to be downregulated in
several cancers, which can result in uncontrolled cell growth and which
can also contribute to the malignant phenotype of some tumors. The
purpose of this study was to analyze the mechanism of action of the
GPC3 gene in clear cell renal cell carcinoma. Methods: First, we
constructed the expression vector and transfected renal carcinoma cell
lines. GPC3 expression was analyzed using gRT-PCR and
immunohistochemistry. We evaluated cell proliferation using MTT and
colony formation assays. Apoptosis and cell cycle analyses were
evaluated using flow cytometry. Results: We observed that the GPC3
gene was downexpressed in the clear cell renal cell carcinoma samples
and in cell lines, which were both compared to normal renal samples. We
observed that GPC3 mRNA expression and protein levels increased after
the transfection into the cell lines. We found that the cell proliferation rate
decreased in cells overexpressing GPC3 in both cell lines, ACHN and
786-0O. Also, apoptosis in the renal cell carcinoma cell line was not
induced in cells overexpressing GPC3, but there was an increase in the

cell population during the G1 phase in the cell cycle. Conclusion: We
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suggest that the GPC3 gene reduced the cell proliferation rate through cell

cycle arrest during the G1 phase in renal cell carcinoma.

Key-words: GPC3, cell lines, cell proliferation, renal carcinoma,

transfection

INTRODUCTION

Renal Cell Carcinoma (RCC) is the most lethal urological disease
[1] and is responsible for 3% of all malignant neoplasms [2]. The incidence
of RCC has been increasing over the last few decades [3] due to
advances in early detection of renal tumors provided by ultrasound,
computed tomography and magnetic resonance imaging [4,5,6].

RCC is a heterogeneous histological disease, and clear cell renal
cell carcinoma (CCRCC) is the most common histological subtype — it
makes up approximately 75-80% of the cases of renal tumors [1,7]. Renal
cell carcinoma is diagnosed in the advanced stage of the disease in 25%
of patients [8]. Although nephrectomy and radiotherapy are effective, 30%
of patients develop metastasis after treatment, with a median survival
period of 1 year [7,9].

The occurrence of RCC is usually sporadic, although genetic syndromes
can cause a familial pattern of inheritance. An example of one of these

genetic syndromes is Von—Hippel Lindau disease, which is associated
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with mutations in the VHL gene [10]. In clear cell renal cell carcinoma, the
occurrence of sporadic and familial diseases is associated with
inactivation of the VHL gene [11]. Therefore, it is important to identify the
genes associated with CCRCC and to better understand their possible
mechanisms of action in renal tumor cells. Several studies have identified
differentially expressed genes in clear cell renal cell carcinoma [9,12]. One
of these genes is GPC3 gene, which is downexpressed in clear cell renal
cell carcinoma [9].

Glypican 3 (GPC3), which is located on the human X chromosome
(Xg26), is a member of the heparan sulfate proteoglycan (HSPG) family
[13,14]. This protein can bind to the surface of the cell membrane through
via glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchorage [15]. GPC3 plays
important roles in cell growth regulation, proliferation, differentiation,
migration and apoptosis [16,17]. It is differentially expressed in some
tumor types — in hepatocellular carcinoma and melanoma, the gene GPC3
is highly expressed [18]; however, its expression is reduced in ovarian and
breast cancer [19,20], a finding which suggests that this gene expression
may be involved in tumor development [21]. The GPC3 gene is
considered a potential molecular marker in hepatocellular carcinoma [22],
and may act as a tumor suppressor in the ovary [19].

In the present study, we investigated the mechanisms of action of

the GPC3 gene in renal cell carcinoma using colony formation, cell
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proliferation, the cell cycle progression and apoptosis assays to assess

the potential role of GPC3 in this type of cancer.

MATERIAL AND METHODS

Clear cell renal cell carcinoma samples

Thirty-five clear cell renal cell carcinoma samples and two normal
renal fresh-frozen tissue samples were obtained from the Tumor Bank
from the Pio XII Foundation/IBILCE-UNESP, Sao Paulo, Brazil. The use of
patient-derived material was approved by the Committee Research Ethics
of the Tumor Bank from the Pio XlI Foundation/IBILCE-UNESP, Sao
Paulo, Brazil, and written consent was obtained from all patients. Tissues
were obtained during surgery on patients undergoing tumor resection, and
the diagnosis of clear cell renal cell carcinoma was verified post-
operatively using histopathology. The samples were classified according

to the criteria provided by the International Union against Cancer [23].

Cell lines

The cell lines ACHN, 786-O, A-498, CaKi-1 and CaKi-2 were
obtained from American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA,
USA). ACHN and A-498 cells were cultured in a Mem Alpha Medium
(Gibco by Life Technologies, Grand Island, NY, USA), CaKi-1 and CaKi-2

cells were cultured in a McCoy’s 5A Medium (Gibco by Life Technologies,
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Grand Island, NY, USA) and 786-O cells were cultured in a RPMI1640
Medium (Gibco by Life Technologies, Grand Island, NY, USA). Both were
supplemented with 10% FBS (Cultilab, SP, Brazil), 100U/ml penicillin
(Invitrogen, Grand Island, NY, USA) 100ug/ml streptomycin (Invitrogen,
Grand Island, NY, USA), and they were then placed in an atmosphere at

37°C, 5% CO2.

Plasmid Construction

DNA oligonucleotides were chemically synthesized, and
appropriate restriction sites were added using PCR amplification:
CATCGGTACCATGGCCGGGACCGTGCG (Forward) and
TCGACTCGAGCACCAGGAAGAAGAAGCACACCACCG (Reverse). After
PCR purification, products and the pcDNA3.1/V5-HisB vector were
digested by the restriction enzymes Kpnl and Xhol (Uniscience, New
England Biolabs, Hitchin, UK). The products were ligated by T4 DNA
ligase (Uniscience, New England Biolabs, Hitchin, UK). The construct was

confirmed using DNA sequencing.

Transfection

The pcDNA3.1/GPC3 expression vector and pcDNA3.1 (empty
vector) were transfected into ACHN and 786-O cell lines using
Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) according to the

manufacture’s manual.
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RNA extraction and gRT-PCR

Total RNA was extracted using TRIzol reagent (Life Technologies,
Grand Island, NY) according to the manufacturer's instructions.
Approximately 5ug of total RNA from each sample were used to
synthesize cDNA, using the High Capacity cDNA Kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) according to the manufacturer's instructions. Real-
Time PCR was performed using an ABI prism 7300 Real Time PCR
system and SYBR Green PCR Core Reagent (Applied Biosystems,
Warrington, UK) following the manufacturer's protocol. The primer

sequences were designed using Primer 3 software: GPC3:

GTGCTTTGCCTGGCTACATC (Foward) and
TCCACGAGTTCTTGTCCATTC (Reverse) and GAPDH:
ACCCACTCCTCCACCTTTGA (Foward) and

CTGTTGCTGTAGCCAAATTCGT (Reverse). In brief, the reaction mixture
(20pL total volume) contained 25ng of cDNA, gene-specific forward and
reverse primers for each gene, and 10uL of 2x Quantitative SYBR Green
PCR Master Mix. The samples were tested in triplicate. Thus, the relative
expression of each specific gene was calculated using the following
formula: R = (E target)ACt target (control ’Samp'e)/(E endogenous)ACt endogenous (control ’Samp'e), which
had been published previously [24]; a cutoff higher than a 2-fold change

was used.
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Immunohistochemistry

ACHN and 786-0 cells were groen in coverslips into 24-well plates.
The cells were washed with PBS twice, and fixed with paraformaldehyde
4% for 30 minutes. Endogenous peroxidase activity was blocked with 3%
hydrogen peroxide for 30 minutes in the dark. The cells were incubated at
4°C overnight with rabbit polyclonal anti-GPC3 (5ug/mL) (ABCAM,
Cambridge, UK) diluted in 1% BSA. After the washings, the cells were
incubated with the biotinylated secondary antibody (1:200) (Santa Cruz
Biotechnology, California, USA), diluted in 1% BSA for 45 minutes at
37°C, and then exposed to an HRP-conjugated streptavidin complex
(Santa Cruz Biotechnology, California, USA). The reactions were
visualized using DAB substrate (Dako, Cambridge, UK) and they were
counterstained with hematoxylin. Densitometric analyses of GPC3 were
performed with an Axioshop Il Microscope (Zeiss, Germany) using the
Software Axiovision (Zeiss). For the analyses, eleven different fields from
the coverslips were used and 15 points were analyzed. The values were

obtained on an arbitrary scale.

Colony Formation Assay
ACHN and 786-O cells transfected with pcDNA3.1/GPC3 and
pcDNA3.1 were placed into 6-well plates (300uL cell per well) containing

700ug/ml geneticin (G418, Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA). After 14
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days, the colonies were stained with 0.01% crystal violet. Each experiment

was performed in triplicate and in two independent assays.

Proliferation Assay

ACHN and 786-O were seeded into 96-well plates. After the
transfection, 1mg/mL 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyl-tetrazolium
bromide (MTT) (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) was added to the
wells and incubated for 30 minutes, in an atmosphere at 37°C. Then, the
MTT was removed and 100yl DMSO 100% (Sigma Aldrich, St Louis, MO,
USA) was added to each well. Absorbance was measured at 562nm.
Each experiment was performed in triplicate and in two independent

assays.

Apoptosis Assay

ACHN and 786-O apoptotic cells were analyzed using an FITC
Annexin V Apoptosis Detection Kit Il (BD Biosciences, San Diego, CA,
USA) according to the manufacturer’s instructions. After the transfection,
the cells were washed with PBS twice and then resuspended in binding
buffer, and 5puL FITC-Annexin V and 5pL Propidium lodide (Pl) was
added. Next, the cells were incubated for 15 minutes in the dark at room
temperature. The cells were analyzed using an easyCyte 5HT flow
cytometry (Millipore Guava Technologies, Hayward, USA). It was

performed two independent experiments.
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Cell Cycle Analysis

ACHN and 786-O cells were analyzed 24h, 48h, and 72h after the
transfection. The cells were washed with PBS twice and then fixed with
ice-cold ethanol (70%). Next, the samples were stained with 200uL of
Guava Cell Cycle Reagent (EMD Millipore Corporation, Hayward, CA,
USA), incubated for 30 minutes at room temperature, and analyzed using
easyCyte S5HT flow cytometry (Millipore Guava Technologies, Hayward,

USA). It was performed two independent experiments.

Statistical Analysis

The statistical analysis was performed using GraphPad Prism 5
Software. The Mann-Whitney U Test and Wilcoxon Single Ranks Test
were applied in order to compare the protein expression levels detected
through the use of immunohistochemistry. The comparisons of protein
expression levels in cells overexpressing GPC3 to cells lacking GPC3
were performed using analysis of variance (ANOVA), with the appropriate
post-hoc test. In all analyses, the differences were considered statistically

significant when p < 0.05.
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RESULTS

Analysis of the GPC3 gene expression in clear cell renal cell
carcinoma samples and renal carcinoma cell lines

The GPC3 gene was downexpressed in all clear cell renal cell
carcinoma samples except in one sample (Figura 1A). It was not observed
association between GPC3 gene expression and the clinical data of the
patients with clear cell renal cell carcinoma (Table 1). The cell lines
analyzed were also compared to normal renal samples, with fold-change
values for gene expression raging from raging from -1 to -10.3 in primary
clear cell renal cell carcinoma samples and -7.8 to -14.4 in primary renal
carcinoma cell lines (CaKi-2, A-498 and 786-O) and metastatic renal
carcinoma cell lines (CakKi-1 and ACHN) (Figure 1B). It was observed that
the GPC3 expression was lower in metastatic cell lines than in primary cell
lines. The same was observed in the case of clear cell renal cell
carcinoma samples, in which GPC3 gene expression was lower in
metastatic samples than in non-metastatic samples. Unfortunately, there
was a small number of metastatic clear cell renal cell carcinoma samples
used in this study to perform a statistical test. In order to assess the
potential role of this gene in this type of cancer, we performed some
assays in the 786-O and ACHN cell lines.

We evaluated GPC3 gene and protein expression in the ACHN and

786-0 cell lines before and after the transfection with the pcDNA3.1/GPC3
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expression vector and with an empty vector using gRT-PCR and
immunohistochemistry, respectively. It was observed that the GPC3 gene
was upregulated in ACHN and 786-0 cell lines after transfection with the
pcDNA3.1/GPC3 vector (Figure 2A). GPC3 protein expression in the cells
transfected with pcDNA3.1/GPC3 vector showed an increase in the GPC3
protein compared to cells transfected with an empty vector in both cell
lines. GPC3 immunostaining increased significantly in the cells transfected
with the pcDNA3.1/GPC3 vector (P < 0.0001) in the ACHN and 786-O cell

lines (Figures 2B and 2C).

GPC3 suppresses colony formation

We transfected the pcDNA3.1/GPC3 and pcDNA3.1 vectors in
ACHN and 786-0 cell lines, and observed colony formation ability after 14
days. These cell lines expressing GPC3 were found to experience a
growth suppressive effect in the colony formation assay. The GPC3-
transfected cell grew significantly fewer colonies than cells transfected

with an empty vector in both cell lines (P < 0.01) (Figure 3).

Effect of GPC3 on proliferation in cell lines

Cell proliferation in cells expressing GPC3 was determined using
MTT assays on ACHN and 786-O cell lines 24h, 48h, and 72h after the
transfection. ACHN cells overexpressing GPC3 were found to experience

a more significant reduction in cell proliferation than ACHN cells lacking
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GPC3 expression after 72h (p<0.01) (Figure 4A). 786-O cells
overexpressing GPC3 were found to experience a more significant
reduction in their proliferation rates than 786-O lacking GPC3 after 24h

(p<0.01), 48h, and 72h (p< 0.001) (Figure 4B).

Effect of GPC3 on Apoptosis in cell lines

We studied the ability of GPC3 to induce apoptosis. The apoptosis
rate was analyzed in cell lines after 24h, 48h, and 72 hours of transfection
with pcDNA3.1/GPC3 and pcDNA3.1 vectors using FITC-Annexin V/PI.
No difference in the apoptosis was observed between ACHN and 786-O
cells either overexpressing or lacking GPC3 at any of the points in time

that were analyzed (p>0.05) (Figure 5).

GPC3 Alters Cell Cycle Progression

We then performed cell cycle analysis on ACHN and 786-O cell
lines, using flow cytometry 24h, 48h, and 72h after transfection with
pcDNA3.1/GPC3. The number of ACHN and 786-O cells overexpressing
GPC3 were evaluated in each phase of the cell cycle, and compared with
the number of ACHN and 786-O cells lacking GPC3, respectively. The
results revealed that there were more ACHN cells overexpressing GPC3
in the the G1 phase and fewer cells overexpressing GPC3 in the S and G2
phases, 24h (p < 0.001), 48h (p < 0.001), and 72h (p < 0.05) after

transfection (Figure 6A). In the 786-O cell line, a higher number of cells
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overexpressing GPC3 was observed in the G1 phase 48h, and 72h after
the transfection (p< 0.001) compared to the values found in 786-O cells

lacking GPC3 (Figure 6B).

DISCUSSION

Glypican-3 (GPC3) is a member of the family of a heparan sulfate
proteoglycans [25,26]. Heparan sulfate proteoglycans (HSPGs) have
profound effects on both tumor cell growth kinetics and metastasis
formation [27]. HSPGs have the functional capacity to regulate a myriad
of molecular interactions that influence tumor cell proliferation and
metastasis [28]. Glypican-3 expression is higher in several tissues, such
as the gastrointestinal tract in human embryos. In different types of
tumors, its expression is variable [29] — in liver cancer and melanoma,
GPCa3 is overexpressed [18]; in ovarian cancer and breast cancer, GPC3
is downregulated [19,20].

In the present study, GPC3 expression was downregulated in
primary clear cell renal cell carcinoma samples and in clear cell renal cell
carcinoma cell lines. To the best of our knowledge, this report is the first
that detects the downexpression of the GPC3 gene in clear cell renal cell
carcinoma cell lines. Tumor cell growth was reduced by colony formation
in cells overexpressing GPC3 protein, and the cells overexpressing GPC3

reduced their proliferation rates post-transfection in the 786-O and ACHN
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cell lines 72h after transfection in this study. Lin et al.[19] and Murthy et
al. [30] found that GPC3 reexpression in ovarian cancer cell lines resulted
in the inhibition of the efficiency of colony formation. Some studies have
shown that GPC3 plays an important role in cell growth and differentiation,
[31,32] such as the case of hepatocellular carcinoma [33]. The data
obtained in the present study suggests that GPC3 inhibits cell proliferation
in clear cell renal cell carcinoma.

Therefore, we studied whether the reduced the proliferation rate in
cells overexpressing GPC3 occurs through the induction of apoptosis or
through cell cycle arrest. Apoptosis, or programmed cell death, is a crucial
point in the carcinogenic process. The cancer cells can overcome the
apoptosis mechanism, and tumor progression continues [26,34]. It was
observed that most cells, whether overexpressing and lacking GPC3,
were viable at points in time in ACHN and 786-O cell lines. Based on the
results obtained, we cannot suggest that the cells overexpressing GPC3 in
renal cell carcinoma induce apoptosis; however, we hypothesize that the
inhibition of cell proliferation might occur through cell cycle arrest in the
case of this cancer.

In this work, we analyzed the cell cycle using flow cytometry in
order to verify whether GPC3 overexpression arrests the cell cycle in renal
cell carcinoma. Our study revealed that the observed growth-repressive
effect was due to an arrest of GPC3 overexpressing cells in the G1 cell

cycle phase, which caused these cells to proliferate less in both cell lines
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that were analyzed. In this study, we observed changes to cell proliferation
through the use of MTT in the ACHN cell line only 72 hours post-
transfection. Using flow cytometry, we were able to identify changes to the
cell cycle and, consequently, to cell proliferation only 24 hours after
transfection in the same cell line. This difference likely occurred because
flow cytometry methodology is more sensitive than MTT when it comes to
detecting any changes to the cell cycle/proliferation. One study observed
that inhibition of GPC3 expression released hepatocyte carcinoma from
G1 arrest, and thus modulated cell cycle progression in this type of cancer
[35].

Moreover, cell surface HSPGs inhibit invasion by promoting tight
cell—-cell and cell-extra cellular matrix (ECM) adhesion. Previous studies
documented diminished quantity and quality of heparan sulfate isolated
from transformed cells as compared to normal cells [36]. This alteration in
heparan sulfate accompanies a reduction in the adhesive capacity of
transformed cells. Low levels of cell surface heparan sulfate also correlate
with high metastatic activity in melanomas [37,38]. Furthermore, the
downregulated expression was more significant in invasive areas, a result
which further suggests the inhibiting role that GPC-3 plays in tumor
progression in hepatocellular carcinomas [39]. Enhanced glypican-3
expression differentiates the majority of hepatocellular carcinomas from
benign hepatic disorders. Glypican-3 expression is also silenced in human

breast cancer, and ectopic expression of glypican-3 inhibits growth of
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breast cancer cell lines [20]. Moreover, glypican-3 was shown to inhibit
invasion and metastasis of a mammary carcinoma cell line in vivo [40].
Thus, cells with normal epithelial morphology exhibit retention of cell
surface HSPGs and firm attachment to the Extra Cellular Matrix. Cells that
are beginning to invade exhibit reduced adhesion to the ECM, loss of
epithelial morphology, and diminished levels of HSPG expression while

deeply invading cells have completely lost HSPG expression [28]

CONCLUSION

GPC3 gene expression was downregulated in primary clear cell
renal cell carcinoma, and GPC3 protein overexpression arrests cells
during the G1 phase and consequently reduces the cell proliferation rate
in clear cell renal cell carcinoma cell lines. These results suggest that

GPC3 acts as a tumor suppressor in clear cell renal cell carcinoma.

ACKNOWLEDGEMENTS
We thank the Dr. Daniel Seabra and Dr. Eliney Ferreria Faria for
their collaboration in collecting the samples and Dra. Ligia Maria Kerr for

pathological review.



68

REFERENCES

1. Xue YJ, Xiao RH, Long DZ, Zou XF, Wang XN, et al. (2012)
Overexpression of FoxM1 is associated with tumor progression in patients
with clear cell renal cell carcinoma. J Transl Med 10: 200.

2. Xu L, Zhu Y, Xu J, Wu K, Li J, et al. (2012) Notch1 activation promotes
renal cell carcinoma growth via PI3K/Akt signaling. Cancer Sci 103: 1253-
1258.

3. Van Poppel H, Becker F, Cadeddu JA, Gill IS, Janetschek G, et al.
(2011) Treatment of localised renal cell carcinoma. Eur Urol 60: 662-672.
4. Drucker BJ (2005) Renal cell carcinoma: current status and future
prospects. Cancer Treat Rev 31: 536-545.

5. Martignoni G, Brunelli M, Gobbo S, Remo A, Ficarra V, et al. (2007)
Role of molecular markers in diagnosis and prognosis of renal cell
carcinoma. Anal Quant Cytol Histol 29: 41-49.

6. Lang K, Danchenko N, Gondek K, Schwartz B, Thompson D (2007) The
burden of iliness associated with renal cell carcinoma in the United States.
Urol Oncol 25: 368-375.

7. Girgis AH, lakovlev VV, Beheshti B, Bayani J, Squire JA, et al. (2012)
Multilevel whole-genome analysis reveals candidate biomarkers in clear
cell renal cell carcinoma. Cancer Res 72: 5273-5284.

8. Wood LS. Managing the Complex Journey of Renal Cell Carcinoma;

2007; Las Vegas, NV.



69

9. Takahashi M, Rhodes DR, Furge KA, Kanayama H, Kagawa S, et al.
(2001) Gene expression profiling of clear cell renal cell carcinoma: gene
identification and prognostic classification. Proc Natl Acad Sci U S A 98:
9754-9759.

10. Moch H (2013) An overview of renal cell cancer: pathology and
genetics. Semin Cancer Biol 23: 3-9.

11. Nickerson ML, Jaeger E, Shi Y, Durocher JA, Mahurkar S, et al.
(2008) Improved identification of von Hippel-Lindau gene alterations in
clear cell renal tumors. Clin Cancer Res 14: 4726-4734.

12. Hirota E, Yan L, Tsunoda T, Ashida S, Fujime M, et al. (2006)
Genome-wide gene expression profiles of clear cell renal cell carcinoma:
identification of molecular targets for treatment of renal cell carcinoma. Int
J Oncol 29: 799-827.

13. Yu G, Yao W, Wang J, Ma X, Xiao W, et al. (2012) LncRNAs
expression signatures of renal clear cell carcinoma revealed by
microarray. PLoS One 7: e42377.

14. Liu B, Bell AW, Paranjpe S, Bowen WC, Khillan JS, et al. (2010)
Suppression of liver regeneration and hepatocyte proliferation in
hepatocyte-targeted glypican 3 transgenic mice. Hepatology 52: 1060-
1067.

15. Sawada Y, Sakai M, Yoshikawa T, Ofuji K, Nakatsura T (2012) A
glypican-3-derived peptide vaccine against hepatocellular carcinoma.

Oncoimmunology 1: 1448-1450.



70

16. Kohashi K, Nakatsura T, Kinoshita Y, Yamamoto H, Yamada Y, et al.
(2013) Glypican 3 expression in tumors with loss of SMARCBL1/INI1
protein expression. Hum Pathol 44: 526-533.

17. Wang YL, Zhu ZJ, Teng DH, Yao Z, Gao W, et al. (2012) Glypican-3
expression and its relationship with recurrence of HCC after liver
transplantation. World J Gastroenterol 18: 2408-2414.

18. Ho M, Kim H (2011) Glypican-3: a new target for cancer
immunotherapy. Eur J Cancer 47: 333-338.

19. Lin H, Huber R, Schlessinger D, Morin PJ (1999) Frequent silencing of
the GPC3 gene in ovarian cancer cell lines. Cancer Res 59: 807-810.

20. Xiang YY, Ladeda V, Filmus J (2001) Glypican-3 expression is
silenced in human breast cancer. Oncogene 20: 7408-7412.

21. Li L, Jin R, Zhang X, Lv F, Liu L, et al. (2012) Oncogenic activation of
glypican-3 by c-Myc in human hepatocellular carcinoma. Hepatology 56:
1380-1390.

22. Sun CK, Chua MS, He J, So SK (2011) Suppression of glypican 3
inhibits growth of hepatocellular carcinoma cells through up-regulation of
TGF-beta2. Neoplasia 13: 735-747.

23. (2009) TNM CLASSIFICATION OF MALIGNANT TUMORS; Leslie
Bobin MG, Christian Wittekind, editor. 336 p.

24. Pfaffl MW (2001) A new mathematical model for relative quantification

in real-time RT-PCR. Nucleic Acids Res 29: e45.



71

25. Umezu T, Shibata K, Shimaoka M, Kajiyama H, Yamamoto E, et al.
(2010) Gene silencing of glypican-3 in clear cell carcinoma of the ovary
renders it more sensitive to the apoptotic agent paclitaxel in vitro and in
vivo. Cancer Sci 101: 143-148.

26. Liu S, Li Y, Chen W, Zheng P, Liu T, et al. (2012) Silencing glypican-3
expression induces apoptosis in human hepatocellular carcinoma cells.
Biochem Biophys Res Commun 419: 656-661.

27. Liu D, Shriver Z, Qi Y, Venkataraman G, Sasisekharan R (2002)
Dynamic regulation of tumor growth and metastasis by heparan sulfate
glycosaminoglycans. Semin Thromb Hemost 28: 67-78.

28. Sanderson RD (2001) Heparan sulfate proteoglycans in invasion and
metastasis. Semin Cell Dev Biol 12: 89-98.

29. Lin CW, Mars WM, Paranjpe S, Donthamsetty S, Bhave VS, et al.
(2011) Hepatocyte proliferation and hepatomegaly induced by
phenobarbital and 1,4-bis [2-(3,5-dichloropyridyloxy)] benzene is
suppressed in hepatocyte-targeted glypican 3 transgenic mice.
Hepatology 54: 620-630.

30. Murthy SS, Shen T, De Rienzo A, Lee WC, Ferriola PC, et al. (2000)
Expression of GPC3, an X-linked recessive overgrowth gene, is silenced
in malignant mesothelioma. Oncogene 19: 410-416.

31. Gao W, Ho M (2011) The role of glypican-3 in regulating Wnt in

hepatocellular carcinomas. Cancer Rep 1: 14-19.



72

32. Midorikawa Y, Ishikawa S, Iwanari H, Imamura T, Sakamoto H, et al.
(2003) Glypican-3, overexpressed in hepatocellular carcinoma, modulates
FGF2 and BMP-7 signaling. Int J Cancer 103: 455-465.

33. Miao HL, Pan ZJ, Lei CJ, Wen JY, Li MY, et al. (2013) Knockdown of
GPC3 inhibits the proliferation of Huh7 hepatocellular carcinoma cells
through down-regulation of YAP. J Cell Biochem 114: 625-631.

34. Hanahan D, Weinberg RA (2000) The hallmarks of cancer. Cell 100:
57-70.

35. Faroog M, Hwang SY, Park MK, Kim JC, Kim MK, et al. (2003)
Blocking endogenous glypican-3 expression releases Hep 3B cells from
G1 arrest. Mol Cells 15: 356-360.

36. Robinson J, Viti M, Hook M (1984) Structure and properties of an
under-sulfated heparan sulfate proteoglycan synthesized by a rat
hepatoma cell line. J Cell Biol 98: 946-953.

37. Kure S, Yoshie O, Aso H (1987) Metastatic potential of murine B16
melanoma correlates with reduced surface heparan sulfate
glycosaminoglycan. Jpn J Cancer Res 78: 1238-1245.

38. Moczar M, Caux F, Bailly M, Berthier O, Dore JF (1993) Accumulation
of heparan sulfate in the culture of human melanoma cells with different
metastatic ability. Clin Exp Metastasis 11: 462-471.

39. Zhu ZW, Friess H, Wang L, Abou-Shady M, Zimmermann A, et al.

(2001) Enhanced glypican-3 expression differentiates the majority of



73

hepatocellular carcinomas from benign hepatic disorders. Gut 48: 558-
564.

40. Peters MG, Farias E, Colombo L, Filmus J, Puricelli L, et al. (2003)
Inhibition of invasion and metastasis by glypican-3 in a syngeneic breast

cancer model. Breast Cancer Res Treat 80: 221-232.



74

FIGURES LEGENDS

Figure 1. GPC3 expression using gRT-PCR. A) Clear cell renal cell

carcinoma samples. B) Clear cell renal cell carcinoma cell lines.

Figure 2: GPC3 expression in renal cell carcinoma cell lines. A)
Relative expression values of the GPC3 by gRT-PCR in renal cell
carcinoma cell lines. B) Immunolocalization of GPC3 in ACHN and 786-O
cell lines. Bars = 20um. C) Densitometry graphic of GPC3 in ACHN and

786-0 cell lines (***= p <0.0001, Mann Whitney test).

Figure 3: The GPC3 gene suppresses the colony formation in ACHN
(A) and 786-0O (B) cell lines. The colonies were counted 14 days after the

transfection with pcDNA3.1 and pcDNA3.1/GPC3 (*p< 0.01).

Figure 4: Effect of GPC3 on cell proliferation. A) ACHN overexpressing
GPC3 experienced a significant reduction in its proliferation rate after 72h
(p<0.01, ANOVA, Bonferroni post-hoc test). B) 786-O overexpressing
GPC3 experienced a significant reduction in its proliferation rate after 24h
(p<0.01, ANOVA, Bonferroni post-hoc test), 48h and 72h (p<0.001,

ANOVA, Bonferroni post-hoc test).
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Figure 5: The effect of GPC3 on Apoptosis. ACHN and 786-0O cell lines
were analyzed using flow cytometry 24h, 48h and 72h post-transfection.
No difference in the apoptosis was observed between ACHN and 786-O
cell overexpressing and lacking GPC3 at any of the points in time that
were analyzed. Viable cells (Annexin V-/PI-) are located in the bottom left,
early apoptotic cells (Annexin V+/PI-) in the bottom right, late apoptotic
cells (Annexin V+/PI1+) in the top right and necrotic cells (Annexin V-/ Pl+)

in the top left quadrants, respectively.

Figure 6: GPC3 effect of cell cycle on cell lines. A) ACHN cell cycle
histogram. B) 786-O cell cycle histogram. C) A significant increase in the
number of ACHN pcDNA3.1/GPC3 cells during the G1 phase and
decrease during the S and G2 phases 24h (p<0.001, ANOVA), 48h
(p<0.001, ANOVA), and 72h (p<0.005, ANOVA) after transfection. D) A
significant increase in number of 786-O pcDNA3.1/GPC3 cells in S phase
24h after transfection (p<0.001, ANOVA) and an increase in cells in the

G1 phase 48h and 72h post-transfection (p<0.001, ANOVA).
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Table:

Table 1: Description of clinical data of patients with clear cell renal cell

carcinoma.
Variable Number of Patients
Gender
Male 19
Female 16
T Stage
T1 13
T2 14
T3 7
T4 1
N Stage
NO 31
N1 2
N2 1
N3 1
M Stage
MO 28
M1 7
Average Age in Years
Males 57.8
Females 57.1
Smoker
No 30
Yes 5
Alcoholic
No 27

Yes 8
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3. DISCUSSAO

O tumor renal é raro e acomete 2% de todos os tumores malignos
(WOOD, 2007). A incidéncia desta doenca vem aumentando nas ultimas
décadas (COSTA; DRABKIN, 2007). E uma doenca histologicamente
heterogénea, sendo o subtipo histolégico mais comum o carcinoma renal
de células claras (PETRELLA; BRINCKERHOFF, 2006; NELSON;
EVANS; LARA, 2007). O tratamento ocorre, principalmente, por
nefrectomia e imunoterapia, modalidades terapéuticas bem
estabelecidas; entretanto, a incidéncia de metastases em pacientes
tratados € alta, apresentando uma expectativa de vida de 12 meses (CHO
et al., 2008).

Apesar de muitos parametros clinicos serem utilizados na pratica
clinica, tais como a previsdo de um bom resultado pds-cirirgico ou uma
terapia sistémica, estes sdo bastante limitados; por isso, ha necessidade
de novas pesquisas e abordagens sobre o carcinoma renal, bem como a
busca de novos marcadores de prognéstico e tratamento (TAN et al.,
2008).

Assim, os mecanismos envolvidos na carcinogénese renal tém sido
identificados por analise da expressao génica, alvos moleculares para o
desenvolvimento de novos tratamentos para carcinogénese renal
(DOBASHI et al, 2009). Véarios genes tém sido encontrados

diferencialmente expressos em diversos tipos de tumores, entretanto
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muito desses genes ainda tém func¢do desconhecida no processo tumoral.
Por isso é importante identificar genes associados com o carcinoma renal
e analisar seus mecanismos de acdo por meio de diversos estudos
funcionais. Analise funcional de genes especificos podem fornecer
informacBes de como esses genes atuam no equilibrio da homeostase
celular durante o processo carcinogénico (PIEROBON et al., 2009).
Alguns estudos identificaram genes diferencialmente expressos em
carcinoma renal de células claras, dentre eles, o gene GPC3, que foi
encontrado com expressédo reduzida nesse tipo de cancer (TAKAHASHI
et al., 2001; HIROTA et al., 2006).

Glipican-3 (GPC3) é membro de uma familia de proteoglicanos de
heparina sulfatada (UMEZU et al.,, 2010; LIU et al, 2012). Os
proteoglicanos de heparina sulfatada (HSPGs) possuem efeito no
crescimento de células tumorais e na formagdo de metastases (LIU et al.,
2002). HSPGs apresentam uma capacidade funcional para regular as
interagcbes moleculares que influenciam na proliferacdo celular e
metastase (SANDERSON, 2001). A expressao de glipican-3 é alta em
varios tecidos, como o trato embrionério gastrointestinal humano (LIN et
al., 2011). Em diferentes tipos de tumores, sua expressao é variavel; em
cancer de figado e melanoma, o GPC3 é superexpresso (HO; KIM,
2011), ja em cancer de ovario e cancer de mama, o GPC3 esta com baixa

expressao (LIN et al., 1999; XIANG; LADEDA; FILMUS, 2001).
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No presente estudo, o gene GPC3 esta com baixa expressao em
carcinoma renal de células claras e em linhagens celulares de carcinoma
renal. Esse resultado corrobora com os dados observados por Takahashi
e colaboradores (TAKAHASHI et al., 2001), que também verificaram que
0 gene GPC3 esta com baixa expressao em amostras de carcinoma renal
de células claras pela técnica de Microarray.

Nés observamos, pelo ensaio de formacdo de colbnias, uma
reducao no crescimento tumoral das células superexpressando a proteina
GPC3, e essas células superexpressando GPC3 reduziram a taxa de
proliferacdo apdés a transfeccdo na linhagem 786-O e 72h apés a
transfeccéo na linhagem ACHN.

Lin e colaboradores (LIN et al., 1999) e Murthy e colaboradores
(MURTHY et al., 2000) mostraram que a reexpressao de GPC3 em
linhagens celulares de cancer de ovario resulta na inibicdo da eficiéncia
de formacdo de colbnias. Alguns estudos tém mostrado que GPC3
desempenha um importante papel no crescimento e diferenciagéo celular
(MIDORIKAWA et al.,, 2003; GAO; HO, 2011), como em carcinoma
hepatocelular (MIAO et al., 2013). Os dados obtidos no presente estudo
sugerem que GPC3 inibe a proliferacdo celular em carcinoma renal de
células claras.

Noés analisamos se a reducdo da taxa de proliferagdo nas células
superexpressando GPC3 ocorre por indugéo de apoptose ou pela parada

do ciclo celular. Apoptose, ou morte celular programada, € um ponto
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crucial no processo carcinogénico. As células tumorais podem driblar o
mecanismo de apoptose e continuar a progressdao (HANAHAN;
WEINBERG, 2000; LIU et al., 2012). Foi observado que a maioria das
células expressando GPC3 e células ndo expressando GPC3 eram
viaveis em todos os tempos, nas linhagens ACHN e 786-O. Baseado nos
resultados obtidos, ndo podemos inferir que as células superexpressando
GPC3 em carcinoma renal induzem apoptose; contudo, podemos
hipotetizar que a inibicdo da proliferacdo pode ocorrer pela parada do
ciclo celular neste tipo de cancer.

Nesse trabalho, analisamos o ciclo celular por citometria de fluxo
para verificar se 0 GPC3 leva a parada do ciclo celular em carcinoma
renal. Nossos resultados mostraram um efeito repressivo no crescimento
devido a parada do ciclo celular na fase G1 de células superexpressando
GPC3, reduzindo a proliferagdo em ambas as linhagens celulares
analisadas. Observamos mudangas na taxa de proliferacdo celular
utilizando a técnica de MTT na linhagem ACHN apenas em 72 horas ap6s
a transfecc¢éo. Por citometria de fluxo, foi possivel identificar alteracées no
ciclo celular e, consequentemente, na proliferacéo celular em apenas 24
horas apods a transfeccdo na mesma linhagem celular. Essa diferenca
provavelmente ocorreu porque a metodologia de citometria de fluxo é
mais sensivel que o MTT quando se trata de detectar quaisquer
mudancas no ciclo celular/proliferagcdo. Um estudo observou que a

inibicdo da expressdo de GPC3 libera as células da parada do ciclo
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celular na fase G1 em carcinoma hepatocelular, modulando a progressao
do ciclo celular nesse tipo de cancer (FAROOQ et al., 2003).

Além disso, HSPGs da superficie celular podem inibir a invasao por
promover firme adesdo célula-célula e célula- matriz extracelular (EMC).
Estudos prévios documentaram quantidades e qualidades diminuidas de
heparina sulfatadas isoladas de células transformadas, quando
comparadas com células normais (ROBINSON; VITI; HOOK, 1984). Essa
alteracdo em heparina sulfatada ocasiona redugdo na capacidade de
adesdao de células transformadas. Baixos niveis de heparina sulfatada na
superficie celular também estdo correlacionados com a alta atividade
metastatica em melanomas (KURE; YOSHIE; ASO, 1987; MOCZAR et
al., 1993). A baixa expressao foi mais significativa em areas invasivas, um
resultado que sugere que a inibicdo de GPC3 desempenha um papel na
progressdo tumoral em carcinoma hepatocelular (ZHU et al.,, 2001). O
aumento da expressao de glipican-3 diferencia a maioria dos carcinomas
hepatocelulares de desordens hepaticas benignas. A expressdo de
GPC3 também esté silenciada em céancer de mama e a reexpressao de
glipican-3 inibe o crescimento de linhagens celulares de cancer de mama
(XIANG; LADEDA; FILMUS, 2001). Além disso, glipican-3 pode inibir a
invasdo e metatases em linhagem celular de carcinoma de mama in vivo
(PETERS et al., 2003).

Dessa forma, células com morfologia epitelial normal exibem uma

retencdo de HSPGs na superficie celular e aderem firmemente a matriz
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extracelular. As células iniciando o processo de invasao exibem uma
reducdo da adesdo a matriz extracelular, perdem a morfologia epitelial e
diminuem os niveis de expressdo de HSPGs, enquanto células
profundamente invasivas perdem totalmente a expressdo de HSPG

(Figura 5) (SANDERSON, 2001).

Membrana

Figura 5: Modelo que descreve a perda da expressdo de HSPG na superficie
celular. Células com morfologia epitelial normal (1), células iniciando o processo
de invaséo (2) e células invasivas (3) (Modificado de (SANDERSON, 2001)).
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5. CONCLUSAO

O presente trabalho permitiu concluir que:

1) A expressdo do gene GPC3 esta reduzida em carcinoma renal de

células claras e em linhagens celulares de carcinoma renal.

2) A expressdo da proteina GPC3 esta aumentada nas células
transfectadadas com o vetor pcDNA3.1/GPC3, comparada com as

células transfectadas com o vetor pcDNAS3.1.

3) A superexpressao da proteina GPC3 reduz a taxa de proliferacao

celular em linhagens celulares de carcinoma renal.

4) O gene GPC3 nédo induz apoptose em linhagem celular de

carcinoma renal.

5) A superexpressédo da proteina GPC3 leva a parada do ciclo celular

na fase G1.

Os resultados obtidos sugerem que o gene GPC3 atua como um

supressor tumoral em carcinoma renal de células claras.
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