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RESUMO

Define-se como bécio um aumento benigno de volume da tireoide nao
relacionado a doencgas autoimunes, infiltrativas ou neoplasias. A causa mais comum
é caréncia de iodo, no entanto, mesmo em areas com suficiéncia de iodo, os bocios
ocorrem, por mecanismos desconhecidos, e sdo mais comuns nas mulheres. A
presenca dos receptores classicos do estrogénio (ERa e ERp) no tecido tireoidiano
ja foi descrita, bem como o efeito direto do estradiol na glandula. Porém, a presenca
do receptor de estrogénio acoplado a proteina G (GPER1) em bdcio ainda nao foi
descrita. Esse estudo teve como objetivos avaliar a expressado génica e protéica de
GPER1 em tecido de tireoide humano normal e bécio, e estimar a prevaléncia de
expressao génica ou protéica do GPER1 nesses tecidos. As metodologias utilizadas
para avaliar a expressao génica e protéica do GPER1 foram a Reacdo em Cadeia
da Polimerase em Tempo Real a partir de Transcricdo Reversa (RT-gPCR) e o
Western Blot, respectivamente. A fim de realizar uma acurada comparac¢do dos
niveis de mRNA em amostras de tecido de tireoide normal e bdécio, realizou-se a
escolha de um gene de referéncia para normalizar os dados obtidos pela RT-gPCR.
Dentre os seis genes avaliados, a beta-actina foi o mais estavel, calculado pelo
programa NormFinder, sendo adequada sua utilizacdo como gene de referéncia, a
fim de minimizar o efeito das variagbes experimentais inerentes ao método. Na
andlise da expressdo génica, 0 mRNA do GPER1 estava presente em todas as
amostras avaliadas (normal=16 e bo6cio=19), com um nivel de expressao maior em
tecido normal de tireoide, quando comparado ao bdcio (p=0,01). Na andlise da
expressdo protéica, em todas as amostras de tecido normal avaliadas (n=15),
verificou-se a presenca da proteina do GPER1 (banda com peso molecular ~38
KDa). Porém, em 28% das amostras de bécio (n=13), ndo foi identificada a
expressao protéica desse receptor. Além disso, os niveis de proteina do GPER1
foram significativamente menores no bécio, quando comparados aos do tecido
normal de tireoide (p=0,002). Esses dados sugerem que o0 GPERL1 esta presente em
células normais na tireoide, e que, o desenvolvimento do bdcio pode desencadear,

ou ser consequéncia, da perda de expressao desse receptor.

Palavras-chave: tireoide, b6cio, GPER1, estradiol, gene de referéncia



ABSTRACT

Goiter is an enlarged thyroid not related to autoimmune, infiltrative or
neoplastic diseases. lodine deficiency is its most common cause. But, even in areas
with sufficient iodine, the goiter occurs by unknown mechanisms, and it is more
frequent in women. The presence of classical estrogen receptors (ERa and ERp) in
thyroid tissue has been described, indicating a direct effect on the gland. However, in
goiter, the presence of the G-protein coupled estrogen receptor (GPER1) has not
been described. The aims of this study were to evaluate GPER1 gene and protein
expressions in normal human thyroid tissue and goiter, and to estimate the
prevalence of gene expression or protein GPERL1 in these tissues. Quantitative real-
time reverse transcription polymerase chain reaction (RT-gPCR) and Western blot
were used to evaluate GPER1 gene and protein expressions, respectively. In order
to perform an accurate comparison of mRNA levels in tissue samples from normal
thyroid and goiter a reference gene was validated to normalize RT-gPCR. Among the
six genes analyzed, beta-actin was the most stable, as calculated by the NormFinder
program. In gene expression analysis, GPER1 mRNA was present in all samples
(normal=16 and goiter=19), with a higher expression level in normal thyroid than in
goiter (p= 0.01). In all normal samples tested (n=15) the presence of GPER1 protein
(band with molecular weight ~ 38 kDa) was identified by Western blot. However, it
was not found in 28% of goiter samples (n=13). Furthermore, GPER1 protein levels
were significantly lower in goiter than in normal thyroid (p=0.002). These data
suggest that GPERL1 is present in normal thyroid cells, and goiter development could

trigger or be a consequence of the loss of this receptor expression.

Key-words: thyroid, goiter, GPER1, estradiol, reference gene
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1 INTRODUCAO

A glandula tireoide tem papel primordial na manutengcdo da homeostase
corporal através da acado dos horménios tiroxina (T4) e triiodotironina (T3), por ela
produzidos. No embrido humano, a glandula desenvolve-se a partir do endoderma e
migra da boca primitiva para a porcao anterior do pescoco. Em adultos, a tireoide se
localiza na regido antero-inferior do pescoco e pesa em torno de 20 a 30g. E
composta por dois lobos laterais, apoiados nos primeiros anéis tragueais e unidos
por um istmo mediano de tamanho variavel, conforme representado na Figura 1
(Hansen, 1997; Houssay, 2004; Vanderpump, 2008).

Cartilagem
tiredidea
Tiredide
Traquéia

Esterno
Clavicula

Figural: Localizagédo da glandula tireoide.

Fonte:http://mmspf.msdonline.com.br/pacientes/manualmerck/secaol3/cap145.html)



http://mmspf.msdonline.com.br/pacientes/manualmerck/secao13/cap145.html
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A atividade da glandula tireoide é controlada pelo eixo hipotalamico-
hipofisario-tireoidiano. O hipotalamo € responsavel pela sintese do horménio
liberador de tireotrofina (TRH) que atua na hipdéfise anterior, regulando a producéo
do horménio estimulante da tireoide (TSH). O TSH liga-se a receptores especificos
nas células da tireoide e estimula todas as etapas de sintese do T3 e T4, além de
controlar sua secrecdo. Por sua vez, os niveis de T3 e T4 inibem, por

retroalimentagdo negativa, a sintese e liberacdo do TSH e do TRH (Azevedo, 2005).

A unidade anatomofuncional da glandula é o foliculo tireoidiano, que tem
forma esférica e é revestido por um epitélio de células cubicas. Estas células
secretam para a luz do foliculo o coldide tireoidiano, cujo principal constituinte é a
tireoglobulina (TG), uma glicoproteina iodada. Entre os foliculos encontra-se o tecido
intersticial, muito rico em capilares. Dessa forma, a membrana basal das células
foliculares esta em contato com capilares sanguineos e sua membrana apical com o
coloide intrafolicular (Figura 2). Junto aos foliculos encontram-se um grupo de

células parafoliculares (células C), que secretam calcitonina (Houssay,2004).

Capilares

lMembrana basal Coloide

Membrana apical

Figura 2: Estrutura do foliculo

(Modificado de http://www.misodor.com/HIPOTIREOIDISMO.php).
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A biossintese dos horménios tireoidianos depende da acdo de vérias
proteinas presentes nas células foliculares. O co-transportador sédio/iodeto (NIS),
existente na membrana basal, € responsavel pela captacdo do iodeto da corrente
sanguinea. No interior celular, o iodeto se difunde em direcdo ao espaco luminal,
devido a um gradiente eletroquimico existente. Na membrana apical, o iodeto &
transportado pela pendrina (PDS) para o lumen onde sera incorporado a TG Essa
organificacdo depende da oxidac&o prévia do iodeto, catalisada pela tireoperoxidase
(TPO), na presenca de peréxido de hidrogénio (H.0,). O H,0, é gerado pela oxidase
tireoidiana (ThOx), sendo que esse passo € o limitante da biossintese de T3 e T4 em
condi¢cBes de suficiéncia de iodo. A expressao génica do NIS, PDS, TPO, ThOx e Tg
também é regulada pelo TSH (Vaisman, 2004).

O coldide, contendo o T3 e T4, é fagocitado a partir da membrana apical da
célula folicular. Essa fagocitose € ativada pelo TSH pelo aumento de adenosina
monofosfato ciclico (AMPc). Por acdo de lisossomas, que hidrolisam a TG, os
horménios séo liberados e migram por difusdo passiva para a membrana basal,

onde atingem a corrente circulatéria (Houssay, 2004).

T4 e T3, por serem moléculas hidrofobicas, se ligam a trés proteinas
plasmaticas de forma reversivel: globulina ligadora de tiroxina (TBG), transtirretina
(TTR) e albumina, a fim de serem transportados pelo sangue até os 6rgaos alvo. La,
na forma livre, atuam em receptores nucleares envolvidos na regulacdo da
transcricdo de genes. Como o T3 possui maior afinidade pelo receptor, boa parte do
T4 é convertida em T3 nesses 6rgaos, pela acdo de desiodinases. Os hormdnios
tireoidianos desencadeiam efeitos neuromusculares, hematopoiéticos,
cardiovasculares, gastrointestinais, pulmonares, no metabolismo de lipideos e
carboidratos, no desenvolvimento fetal e no controle da temperatura corpérea
(Cooper, 2013).

Define-se bdcio como o aumento de volume da tireoide através de hipertrofia
e hiperplasia glandulares. Os bocios podem ser classificados segundo suas
caracteristicas morfologicas e funcionais. Distinguem-se em difusos ou nodulares,
toxicos ou atéxicos e hipocaptantes (frios), normocaptantes (mornos) ou
hipercaptantes (quentes). Os bdcios difusos resultam de um crescimento uniforme e

generalizado da glandula (bocio simples), ao passo que os nodulares se formam a
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partir de crescimento neoplasico ou nao (Burrow,1991; LiVolsi, 1997; Nobrega,
2006).

Os termos atoxico e toxico referem-se a ocorréncia ou ndo de hiperfuncéo.
Classifica-se como atoxico o bocio que tem expressao clinica de producdo hormonal
normal ou diminuida. J& o toxico refere-se ao bdécio que apresenta producao
excessiva de hormonios. Cintilograficamente, os nddulos podem ser chamados de
hipocaptantes, de normocaptantes e de hipercaptantes. Essa nomenclatura
descreve a quantidade de radiotracador que o bdécio concentra comparada a

guantidade presente no resto do parénquima (Dumont, 1992; Nobrega, 2006).

A deficiéncia de iodo era a causa mais comum de bdcio atdéxico (Knudsen,
2002). Com a disseminacdo do uso de sal iodado a deficiéncia de iodo tornou-se
menos frequente. Dados epidemioldgicos brasileiros confirmam esse dado, pois
demonstram que houve uma queda de 86% na prevaléncia de bocio em criancas na
faixa de 6 a 14 anos, apos a implementacéo de politicas oficiais de suplementacédo
(Corréa, 2002).

Nas regifes do mundo sem deficiéncia de iodo o bécio atoxico possui uma
prevaléncia em torno de 7%, afetando mais mulheres do que homens, em uma
proporcao entre 4:1 (Tunbridge, 1997). A causa do bécio na auséncia de deficiéncia
de iodo, auto-imunidade, ou defeitos biossintéticos 6bvios é desconhecida (Cooper,
2013). Devido a essa maior prevaléncia em mulheres, os hormdnios sexuais

poderiam estar envolvidos na fisiopatologia dessa doenca.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O Estradiol

O 17-B-estradiol (E2) € um hormdnio esteroide, com baixo peso molecular
(272,38g/mol). Derivado do colesterol tem como precursor imediato a
androstenediona ou a testosterona. E sintetizado em grandes quantidades no ovario
pelas células granulosas, a partir de precursores androgénicos proporcionados pelas
células tecais. Sua producao é regulada por hormoénios hipofisarios e hipotalamicos.
Outros tecidos como a placenta, glandula suprarrenal, tecido adiposo, cérebro,
muasculo, mama e testiculo também sdo responsaveis pela biossintese desse

horménio, devido a presenca da enzima aromatase (Houssay, 2004).

Além de ser responsavel pelas caracteristicas sexuais femininas, o E2 exerce
diversas acdes fisiologicas. Nos hormonios tireoidianos, o E2 age de forma indireta,
pois interfere na concentracdo de TBG e TTR. Em situacdes de hiperestrogenismo,
ocorre um aumento de TBG e uma diminuigdo de TTR. Como consequéncia, ocorre
um aumento dos niveis séricos de T3 e T4 (Man, 1969; Glinoer, 1978; Azevedo,
2005).

Devido ao caréter lipofilico do E2, a¢gBes diretas sdo mediadas por receptores
intracelulares: o receptor de estrogénio (ER) alfa e ER beta. Os efeitos modulados
por esses receptores sao considerados lentos, pois envolvem a regulacdo da
transcricdo de genes. Conforme revisado por Santin (Santin, 2011) a presenca de
receptores de E2 ja foi descrita na tireoide, tanto em tecidos com lesdes benignas,

guanto em malignas (Tabela 1).
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Tabela 1: Presenca dos receptores de estrogénio (ERa, ERB) na tireoide por

técnica de imuno-histoquimica (Modificado de Santin, 2011).

Benigno Carcinoma
Estudo Isoforma Adenoma Bocio Papilar Folicular Medular Anaplasico
Vaiman, 2010 Era 0/34* 0/150 0/90 0/6 0/4 0/5
ERB 30/34  126/150 60/90 4/6 3/4 3/5
Winter, 2010 Era 1/1
Vannucchi, 2010 Era
Cho, 2007 Era 10/11
ERB 8/11
Bléchet, 2007 Era 0/28
ERB 26/28
Ceresini, 2006 Era 0/17 0/17
ERB 17/17  14/17

* Relacdo entre nUmero de amostras positivas para os receptores de estrogénio pelo nimero total de

amostras analisadas.

Através desses estudos, verifica-se uma menor expressdao dos receptores
ERa em comparagdo ao ERB. Conforme revisado por Chen (Chen, 2008), uma
hipotese proposta para explicar essa diferenca na distribuicdo da expressao dos
subtipos dos ER em carcinoma de tireoide é que a ligacdo do E2 ao ERa promove
proliferacdo e crescimento celular, enquanto que, ao ligar-se ao ERpB, desencadeia
efeitos supressores e apoptoticos. Desse modo, a razdo entre os receptores alfa e
beta poderia indicar um papel na fisiopatologia desses carcinomas. Em céncer de

mama, essa relacao ja foi estudada (Sotoca, 2008).

A discrepédncia na presenga dos receptores encontrada nos estudos
apresentados na Tabela 1 também pode ser atribuida a especificidade e
sensibilidade dos anticorpos utilizados na técnica de imuno-histoquimica. Outros
fatores metodoldgicos, como as etapas de fixacdo e processamento do tecido,

podem interferir na interpretacdo dos resultados (Gown, 2008).

Até o momento, trés estudos avaliaram o efeito do E2, in vitro, na funcédo de
células de tireoide (revisado por Santin, 2011). Além do aumento da proliferacdo
celular, em células foliculares normais e de adenoma, o E2 estimulou a expresséo
de TG (Del Senno, 1989). J4, em células de linhagem de rato Fischer (FRTL-5),
houve a diminuicdo da expresséo do NIS e da captacédo de iodeto, e 0 aumento da
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proliferacdo celular na presenca e auséncia de TSH (Furlanetto, 1999, 2001). Esse

fato poderia explicar, em parte, a maior prevaléncia de bocio em mulheres.

Evidéncias recentes sugerem que o E2 também esta envolvido na regulacao
de respostas celulares rdpidas mediadas pela ativacdo de cascatas de sinalizacao
celular (Revankar, 2005). O receptor ao qual se atribui essa sinalizacao € o receptor
de estrogénio acoplado a proteina G (GPERL1) que pertence a familia dos receptores

acoplados a proteina G.

2.2 Receptores acoplados a proteina G

Os receptores acoplados a proteina G (GPCR) sdo considerados uma das
maiores familias de proteinas em mamiferos. Eles estdo presentes na superficie
celular de diversos tecidos, sendo responsaveis pela transducdo de sinais
intracelulares que regulam uma variedade de fung¢des vitais como a resposta a luz,
ao odor, ao sabor, aos neurotransmissores e aos hormoénios. Os ligantes de GPCR
podem ser estruturas diversas, incluindo pequenas moléculas organicas, lipideos,

ions, glicoproteinas e polipeptidios (Karnik, 2003).

Para um receptor ser considerado pertencente a essa familia, ele deve
obedecer a dois critérios. O primeiro critério € estrutural: possuir uma regiao
transmembrana com sete dominios hidrofébicos, um segmento N-terminal que se
localiza na face extracelular e um segmento C-terminal na face intracelular (Figura
3). Devido a essa estrutura, também sao chamados de receptores 7TM. Ja, o
segundo critério € funcional: o receptor deve estar acoplado a uma proteina G. Em
resposta a um estimulo extracelular, o receptor ativa essa proteina, desencadeando

uma cascata de sinalizagao celular (Karnik, 2003; Kristiansen, 2004).
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Figura 3: Representacdo esquematica de um receptor com sete dominios
transmembrana (7TM). (Modificado de Kristiansen, 2004)

Atualmente, mais de 1000 genes codificando GPCR ja foram identificados.
Diferencas na estrutura e na sequéncia desses receptores possivelmente
contribuem para diferengas no reconhecimento de um ligante e no acoplamento

especifico a uma determinada proteina G (Hauache, 2011).

Tendo como base a homologia na estrutura, afinidade por ligantes e analise
filogenética, diversas classificacbes para os GPCR ja foram propostas, conforme
revisado por Kristiansen (Kristiansen, 2004).

2.3 Proteina G

Basicamente, a proteina G é formada por trés cadeias polipeptidicas
chamadas a, B e y. As trés cadeias estdo localizadas na parte citoplasmatica da
membrana celular. A subunidade Ga é uma proteina comutadora GTPase que oscila
entre um estado ativo e inativo, enquanto as cadeias 3 e y se associam em um

dimero, formando a subunidade GBy. Quando esté ligada a GDP, a Ga tem grande
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afinidade por GBy e, desse modo, a proteina G permanece inativa. Com a ligacéo de
um sinal quimico que ativa a parte citoplasmatica do receptor, ocorre a fosforilacéo
da GDP, tornando a Ga ativa, liberando-a das demais. Desse modo, a Ga.GTP
consegue modular a atividade de uma proteina efetora associada. Com o término do
sinal quimico, a prépria subunidade Ga hidrolisa o GTP, transformando-o em GDP,
inativando a proteina G. (Junqueira, 1997; Lodish, 2005). Em alguns casos,
dependendo da célula e do ligante, € a subunidade GBy que media o sinal na

proteina efetora.

A proteina G é classificada segundo a estrutura da subunidade Ga. As
principais isoformas sdo Gs, Gi e Gg. De modo geral, essas isoformas ativam as
proteinas efetoras que sdo 0s segundos mensageiros na resposta celular
(Kristiansen, 2004; Moura, 2011).

A proteina Gs exerce resposta estimulatéria. Ativa a adenilato ciclase, uma
enzima intracelular aderida a membrana plasmética que catalisa a formacédo de
AMPc a partir da adenosina trifosfato (ATP). O aumento na concentracdo de AMPc
intracelular culmina na ativacdo da proteina quinase dependente de AMPc (PKA).
Essa enzima pode fosforilar diversas estruturas intracelulares, obtendo uma

resposta especifica ao estimulo agonista (Moura, 2011).

A proteina Gi esta relacionada com a diminuicdo da resposta celular, pois ao
contrario da Gs, essa isoforma inibe a atividade da enzima adenilato ciclase (Moura,
2011).

A proteina Gg esté envolvida na ativacdo da enzima fosfolipase C. Depois de
ativada ela degrada o fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) presente na membrana em
inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3, por ser hidrofilico, migra pelo
citosol e se liga a receptores na mitocondria e no reticulo endoplasmatico,
promovendo a liberacdo do fon célcio no citosol. O Ca* funciona como um terceiro
mensageiro que desencadeia respostas intracelulares, como a exocitose. Ja, o DAG
tem a funcado de ativar a proteina quinase C (PKC), uma enzima ligada a membrana
plasmatica que promove a fosforilacdo de radicais em diversas proteinas

intracelulares (Moura, 2011).
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A rapida interrup¢ao da sinalizacdo, quando um ligante particular é retirado, e
a dessensibilizacdo do receptor sob altas concentragcdes de ligante ou apos
exposicdo prolongada ao ligante auxiliam as células a responderem
adequadamente, quando submetidas a diferentes circunstancias (Lodish, 2005).

2.4 Receptor de estrogénio acoplado a proteina G

O receptor de estrogénio acoplado a proteina G (GPER1), mais conhecido
como receptor acoplado a proteina G 30 (GPR30), € um membro da familia dos
GPCR. O gene do GPERL1 localiza-se no braco curto do cromossomo 7, locus 22,
dividido em trés éxons, com um peso molecular de aproximadamente 41kDa, que
origina uma proteina composta por 375 aminoacidos. Conforme Feng e Gregor
(Feng, 1997) esse gene €& expresso em diferentes espécies de animais,

demonstrando sua conservacéao durante a evolucao.

O GPER1 contém uma regido C-terminal intracelular com 47 aminoacidos,
uma sequéncia envolvida na transducdo de sinal intracelular, uma segunda alca
extracelular com 10 aminoacidos, duas cisteinas nas duas primeiras alcas
extracelulares que podem formar ligacfes dissulfito e ajudar a estabilizar a estrutura
e uma porcao N-terminal extracelular com 57 aminoacidos contendo residuos de
acido aspartico. Pensa-se que o ligante se associa com o dominio N-terminal para
ativar o receptor. A proteina G liga-se a terceira alca do dominio intracelular
(Mizukami, 2010; Thomas, 2005).

Ha divergéncias na literatura com relacdo a localizacdo celular desse
receptor. Por ser um GPCR, ele deveria estar situado na membrana plasmatica e
esta localizacdo ja foi demonstrada (Thomas, 2005; Revankar, 2005 Funakoshi,
2006; Filardo, 2007). Porém, alguns autores sugerem que o GPER1 esta presente
na membrana do reticulo endoplasmético e no aparelho de Golgi (Revankar, 2005;
Sakamoto, 2007; Otto, 2008; Lin, 2009; Mizukami, 2010). A hipétese mais aceita
para explicar esse fato € que, assim como outros GPCR, o receptor GPER1 passaria
por um processo de endocitose apds a sua estimulacdo, conhecido como

translocacao.
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Por muitos anos o GPERL1 foi considerado um receptor 6rfdo. Devido a sua
grande homologia estrutural com os receptores angiotensina Il 1A, interleucina 8A e
guimicina tipo 1, sugeriu-se que peptideos e glicoproteinas poderiam ser possiveis
ligantes (Kristiansen, 2004).

Conforme revisado por Rae e Johnson (2005), a primeira suspeita da
existéncia de um novo receptor de membrana responsivo ao estradiol surgiu em
1977 por Pietras e Szego em um estudo realizado com um preparado da membrana
plasmética de células endometriais e de figado. Demonstrou a presenca de um
receptor com alta afinidade de ligacdo ao estradiol. Porém essa acéo foi atribuida,
pela comunidade cientifica, aos receptores classicos do E2, principalmente ao ER

alfa, que teria a possibilidade de migrar para a membrana plasmética.

Anos mais tarde, pesquisadores independentes, através da técnica de
clonagem pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando primers
degenerados para amplificar dominios transmembrana de possiveis GPCR,
identificaram o gene do GPER1 em linfoma de Burkitt (Owman, 1996), linfocitos B
(Kvingedal, 1997), endotélio (Takada, 1997), DNA do genoma humano (Feng, 1997,
O’Dowd, 1998). O cDNA dessa proteina também foi identificado em células de
linhagem de céancer de mama através de um rastreamento diferencial entre
bibliotecas de cDNA de duas linhagens celulares ER positiva (MCF7) e ER negativa
(MDA-MB-231) (Carmeci et al,1997). Estes pesquisadores também demonstraram a

presenca desse receptor em diversos tecidos.

Posteriormente, foi relatado que este receptor 6rfao era capaz de mediar a
ativacao ndo-gendmica das proteinas quinases reguladas por sinais extracelulares 1
e 2 (ERK-1/2) em resposta ao estimulo por E2 em células de cancer de mama
(Filardo, 2000; Filardo, 2002). Em 2005, dois grupos independentes postularam o
GPER1 como um novo receptor de estradiol, devido a alta afinidade de ligacdo do
horménio ao receptor (Thomas, 2005; Revankar, 2005). Desde entdo, inimeros
trabalhos foram publicados em diversos tipos celulares, normais ou nédo, conforme

revisado recentemente (Prossnitz, 2011).
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2.5 Presenca de GPER1 em diversos tecidos

A fim de averiguar o0 que ja se conhece sobre expressao génica e/ou protéica
do GPER1 em diferentes tecidos, foi realizado um levantamento bibliografico por
meio de uma revisdo sistematica na base de dados PubMed/MEDLINE. O descritor
utilizado para a localizagao das referéncias foi “GPR30”, sendo selecionados artigos
em inglés, portugués ou espanhol. Foram excluidos os artigos cujo resumo nhéo
abordava o0 assunto em questdo ou que avaliaram a expressdo somente em células

de linhagem.

Na base de dados pesquisada, foram encontrados 397 artigos indexados com
o descritor utilizado. Apés a leitura dos resumos e a avaliacdo dos critérios de

inclusdo e excluséo, restaram 40 artigos, que sao apresentados na Tabela 2.

Atraves dessa revisdo sistemaética ficou evidenciado a presenca do GPER1
em diversos tecidos em que a acdo do E2 ja foi descrita. No sistema nervoso,
alteracdes comportamentais, como a ansiedade, poderiam ser desencadeadas por
esse horménio (Kastenberger, 2012). Além disso, outros estudos sugerem um papel
neuroprotetor do E2 em situacdes de isquemia e de esclerose multipla (Lebesque,
2009; Yates, 2010). No sistema cardiovascular, o E2 desempenha uma acgéo
vasodilatadora, que contribui na regulacdo da pressdo arterial (do Nascimento,
2009), mas que poderia ocasionar o desenvolvimento de varizes (Raffeto, 2010). No
pancreas, sugere-se uma possivel acdo na secre¢do da insulina e prevencao de
apoptose das células beta (Louet, 2004). Na suprarrenal, o E2 poderia aumentar a
producdo dos hormonios esteroidais por uma possivel regulacdo de enzimas
existentes nas rotas biossintéticas dessa glandula (Carmina, 1999). No tecido 6sseo,
desempenha importante funcdo na regulacdo do seu metabolismo e maturacao
(Nilsson, 2003).

Além disso, esses estudos confirmam achados iniciais, de que é um gene
conservado na evolucdo (Feng, 1997), por estar presente em diferentes espécies
animais. E um receptor expresso em ambos 0s sexos, sendo que dois estudos
descreveram uma maior expressdo do GPER1 em mulheres (Balhuizen, 2010;
Kumar, 2011).
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Tabela 2. Expresséo génica e/ou protéica de GPER1 em diferentes tecidos.

) Expresséo Expresséo
Sistema Orgédo/Célula Espécie Sexo Génica Protéica Estudo
Nervoso Cérebro camundongo F WB, HIQ Tian, 2013
rato M, F RT-PCR Spary, 2013
rato M, F RT-PCR wB Matsuda, 2008
rato M, F HIS WB, HIQ Sakamoto, 2007
rato M, F HIQ Brailoiu, 2007
rato M WB, HIQ Funakoshi, 2006
Géanglio nervoso  rato M, F HIS HIQ Takanami, 2010
Coluna rato M, F HIS HIQ Takanami, 2010
Cardiovascular  Vasos rato M,F HIQ Brailoiu, 2013
rato F HIQ Lindsey, 2011
rato RT-PCR WB Ding, 2009
humano RT-PCR Haas, 2007
rato RT-PCR Gros, 2011
Reprodutor Mama humano F HIQ Ignatov, 2011
humano F HIQ Arias-Pulido,2010
humano F RT-PCR HIQ Poola, 2008
humano F RT-PCR Kuo, 2007
humano F HIQ Filardo, 2006
Ovério humano F HIQ Fujiwara, 2012
humano F HIQ Smith, 2009
hamster F RT-PCR HIQ/WB Wang, 2007
Utero humano F RT-PCR WB Tian, 2013
humano F RT-PCR HIQ Yuguchi, 2013
humano F RT-PCR HIQ Long, 2012
humano F RT-PCR HIQ Wang, 2011
humano F HIQ Liu, 2010
humano F HIQ He, 2009
Placenta humano F HIQ/WB Thomas, 2005
Gonadas rato M RT-PCR WB Hu, 2013
humano M HIQ/WB Franco, 2011
Espermatécitos rato M RT-PCR WB, HIQ Chimento, 2011
Odbcito peixe F RT-PCR HIQ Pang, 2008
Glandula
enddcrina Suprarrenal humano RT-PCR HIQ Baquedano, 2007
Pancreas humano M, F RT-PCR wB Kumar, 2011
rato M, F RT-PCR wB Balhuizen, 2010
Glandula
exocrina Salivar rato M RT-PCR/HIS HIQ Chen, 2011
Parétida boi M HIQ Mau, 2011
Pele e outros Fibroblasto humano M, F RT-PCR HIQ Luo, 2012
Bexiga humano RT-PCR HIQ Teng, 2008
Ostedcitos humano M, F HIQ Hieno, 2008
Osteoblasto humano M, F HIQ Hieno, 2008
Condrécito humano M, F HIQ Hieno, 2008
humano M, F HIQ Chagin, 2007

Legenda: M: masculino, F: feminino, RT-PCR: reacdo em cadeia da polimerase por transcriptase reversa, HIS:

hibridizagao in situ, HIQ: imuno-histoquimica, WB: Western blot.
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Somente os estudos que avaliaram a expressdo do GPER1 no sistema
reprodutor analisaram amostras de tecido normal, benigno e maligno. Dois estudos
compararam amostras de tecido uterino normal e com lesdes benignas para
encontrar uma possivel diferenca na expressao. Os resultados encontrados foram
discordantes (Liu, 2010; Tian, 2012).

Com relacdo a metodologia, para a expressao génica a maioria dos estudos
utilizou a técnica de reacdo em cadeia da polimerase por transcriptase reversa (RT-
PCR). Atualmente é a técnica de escolha devido a sua alta sensibilidade e facilidade
de execucdo (Bustin, 2002; Pfaffl, 2004). A vantagem da utilizacdo da imuno-
histoquimica em relacdo as outras técnicas para a determinacdo da expressao

protéica é a visualizacdo da localizacédo da proteina no tecido alvo.

Através dessa revisdo sistematica, verificou-se que pouco se sabe sobre a
expressdo do GPER1 na tireoide. Até 0 momento, somente trés estudos avaliaram a
expressdo desse receptor. Dois deles foram realizados em células de linhagem
estando o GPER1 expresso nas linhagens de carcinoma folicular de tireoide (WRO e
FRO) e de carcinoma anaplasico de tireoide (ARO). Nas linhagens de carcinoma
papilar de tireoide (NPA87 e KAT5) ndo ha expressdo desse receptor (Vivacqua,
2006; Kumar, 2010). Recentemente, Santin (Santin, 2013) demonstrou a presenca

do GPER1 em células foliculares normais cultivadas em cultura primaria.

2.6 Transducéao de sinal pelo GPERL1

Varios estudos foram conduzidos a fim de elucidar o mecanismo de
sinalizagdo mediado pelo GPER1 através da ligacdo do E2 (revisado por Maggiolini,
2010). Com relacdo a proteina G acoplada, tanto a subunidade Ga quanto a
subunidade GBy sdo capazes de ativar proteinas (Thomas, 2005; Filardo, 2000),
conforme ilustrado na Figura 4. A subunidade Ga seria responsavel em ativar a
adenilato ciclase, aumentando os niveis de AMPc, que por sua vez, ativaria PKA,
induzindo a transcricdo de genes e efeitos celulares (Thomas, 2005). O aumento de
célcio intracelular ja foi demonstrado (Revankar, 2005; Bologa, 2006). A proteina

fosfolipase C parece nao estar envolvida na sinalizacédo (Revankar, 2005).
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Tranzcricde de genss

Proliferacie/Cresciments Y X Migracdo/Metastaze
Sebrevivencia

Figura 4. Representacdo esquematica da sinalizacdo mediada pelo GPERL.

(Modificado de Maggiolini, 2010)

A ligagdo do E2 ao receptor, via subunidade Gy, pode ativar
metaloproteases (MMP) presentes na membrana que, em sequéncia, promovem a
translocacdo do fator de crescimento epidermal ligado a heparina (HB-EGF), a fim
de formar o receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR), induzindo a
ativacao da via de sinalizacdo mediada pela proteina quinase ativada por mitégeno
(MAPK) (Filardo, 2000). A ativacao da fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) via GPER1

ja foi demonstrada (Revankar, 2005).
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Alguns estudos sugerem que GPER1, além das respostas rapidas, pode
ativar a expressao de genes como c-fos, ciclina D2, cujos efeitos sao de proliferacéo
celular e inibicdo de BcL-2, evitando apoptose. Porém, o resultado dessa sinalizacdo

ndo é imediato (Prossnitz, 2009).

Através desses estudos, verificou-se que outros ligantes podem atuar no
GPERL1 devido a similaridade estrutural com o E2: G1 — efeito agonista; G15 — efeito
antagonista; genisteina — efeito agonista; tamoxifeno (OHT) — efeito agonista. Devido
a esse Ultimo efeito descrito, explica-se em parte o0 motivo pelo qual alguns canceres

de mama possuem resisténcia ao tratamento com tamoxifeno (Thomas, 2005).

2.7 Efeitos ndo genémicos do E2 natireoide

Os efeitos ndo gendmicos do E2, ja estudados em células da tireoide, estao

representados na Tabela 3.

Tabela 3. Estudos de efeitos ndo genémicos do E2 em células de tireoide
(Modificado de Santin, 2011).

Estudo Célula MAPK PI3K CiclinaDl1 c-fos BclL-2 Bax
Kumar, 2010 NPA87 1 1
KAT5 1 1 1
WRO 7 7 7
Zeng, 2007 KAT5 1 !
FRO
WRO 1 !
Vivacqua, 2006 WRO 1
FRO 1
ARO 1
Manole, 2001 HTC-TSHr 1
T
1

—
—

—

Bécio
XTC133

— - - 5 - —

Legenda: NPA87 e KATS: linhagem celular de carcinoma papilar de tireoide, WRO e FRO: linhagem
celular de carcinoma folicular de tireoide, ARO: linhagem celular de carcinoma anaplasico de tireoide,
HTC-TSHr: linhagem celular de carcinoma com auséncia do receptor endégeno de TSH, Bdcio:
cultura primaria de células humana de tireoide isoladas de nddulos de tireoide, XTC-133: linhagem

celular de cancer de tireoide de células de Hurthle. (1): aumento, (|): diminuigao.
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Através desses estudos sugere-se que o E2 pode estimular a proliferacéo
celular (Ciclina D1, c-fos), via aumento de MAPK e de PI3K, mediado pelo GPERL,
ja que a linhagem ARO, nesse estudo, ndo apresentou a expressdao dos ER
classicos. O aumento de BcL-2 e a diminuicdo de Bax (proteinas envolvidas na
regulacdo da apoptose) sugerem um efeito positivo na sobrevivéncia celular (Zeng,
2007)

As cascatas de cAMP, MAPK e PI3K induzem a proliferagcdo e manutencéo da
homeostase nas células foliculares. Qualquer forma de estimulacdo ou inibicdo de
uma ou mais dessas cascatas, seja por moléculas sinalizadoras ou mutacfes

genéticas, poderia resultar na proliferacdo anormal dessas células (Santin, 2013).
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3 JUSTIFICATIVA

A maior prevaléncia de bdcio, seja endémico ou ndo, em mulheres sugere
uma agao de hormonios sexuais na fisiopatologia dessa doenca. A presenga de ER
classicos na tireoide ja foi demonstrada. Recentemente, um novo receptor, 0
GPER1, envolvido na sinalizacdo de efeitos ndo genbémicos do E2, foi descrito.
Através dessa revisao verifica-se que ainda ndo ha um consenso sobre a acdo do
GPER1 em células da tireoide, e que nao existem estudos que avaliaram a

expressao desse receptor em tecido de bocio.

Desse modo, justifica-se a realizacdo dessa pesquisa ja que a compreensao
do papel que o GPER1 desempenha na tireoide normal e no bocio € de grande
importancia, pois ele pode ser um possivel alvo de terapéutica, através do

desenvolvimento de ligantes ativadores ou desativadores do mesmo.
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4 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente estudo é avaliar a expressao génica e protéica

de GPER1 em tecido de tireoide humano normal e bécio.

4.1 Objetivos Especificos

a) Estimar as prevaléncias de expressao génica e protéica do GPER1 em tecido

tireoidiano normal.
b) Estimar as prevaléncias de expressao génica e protéica do GPER1 em bdcio.

c) Comparar a expresséo génica do GPER1 em tecido tireoidiano normal e bdcio.
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Abstract

Quantitative real-time reverse transcription polymerase chain reaction (RT-qPCR)
has been recognized as the most accurate method for quantifying mRNA transcripts,
but normalization of samples is a prerequisite for correct data interpretation. So, this
study aimed to evaluate the most stable reference gene for RT-gPCR in human
normal thyroid and goiter tissues. Beta-actin (ACTB); glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH); succinate dehydrogenase, subunit A, flavoprotein (Fp)
(SDHA); hypoxanthine phosphoribosyl- transferase | (HPRTI); tyrosine 3-
monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein, zeta polypeptide
(YWHAZ); and beta-2-microglobulin (B2M) were evaluated in 14 thyroid tissue
samples (7 normal and 7 goiter) by RT-gPCR. The mean Ct and the maximum fold
change (MFC) and NormFinder software were used to assess the stability of the
genes. As results, ACTB gene was more stable than GAPDH, SDHA, HPRTI,
YWHAZ and B2M. In conclusion, ACTB could be used to normalize RT-qgPCR data in

normal thyroid and goiter tissues.

Keywords: RT-gPCR, Gene reference, Thyroid, Gene expression, Goiter.
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Introduction

Quantitative real-time reverse transcription polymerase chain reaction (RT-
gPCR) has been recognized as the most accurate, sensitive, and easy method for
qguantifying mRNA transcripts in biological samples (Bustin, 2002; Pfaffl, 2004).
Nevertheless, normalization of samples is a prerequisite for correct data
interpretation, since its accuracy is significantly affected by sample quality, reagent,

and operator technique. (Bustin, 2009)

Cell number, quantification of rRNA or total RNA, and reference genes are
some standardization methods that have been proposed so far (Thellin, 1999; Bustin,
2002; Vandesompele, 2002). Normalization with another gene, which is assumed to
have stable expression, is the method of choice, because this reference gene is
exposed to the same preparation steps as the gene of interest (Radonic, 2004).

Therefore, a full procedure control is obtained during the whole assay.

A good reference gene needs to present low variation in its expression in the
different samples which would be evaluated, demonstrating to be minimally regulated
during the individual experiment or pathological condition. Therefore, there is a need
to validate genes to allow the accuracy of RNA transcription analysis (Radonic, 2004;
Bustin, 2009). Nowadays, there is emerging evidence that reference genes could
vary their expression in different cellular development stages and in other conditions
(Thellin, 1999; Haller, 2004; Dundas, 2012).

The thyroid normal gland is a fairly homogenous structure, but in goiter a
genetic heterogeneity is described in follicular cells, some nodules have a polyclonal
origin, others a monoclonal origin. These changes may be related to mutations in
oncogenes which do not produce malignancy per se, but would alter growth and
function (Studer, 1989; Krohn, 2005). These alterations could modify the expression
of many thyroid genes, including the ones usually described as reference genes so

the evaluation of candidates to normalize RT-gPCR is necessary.

Little is known about the expression stability of reference genes in thyroid cells
or tissue, as shown in Table 1. Considering the species, there are many differences

in reference genes stability evaluated in these studies. Although in human tissues the
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same software was used to analyze data, differences in RT-gPCR and cells status,
could have contributed to this findings. In addition, a stable expression of a reference
gene in one tumor type does not predict a stable expression in another tumor type
(Haller, 2004). In this way, there is no universal reference gene being necessary to
validate potential reference genes for any experimental condition. So, this study
aimed to evaluate the most stable reference gene for RT-gPCR in human normal

thyroid, and goiter tissues.

Table 1: Stability of genes candidates to normalize RT-gPCR for thyroid derived

biological material

Study Material Reference Gene Stability Method
Santin, 2013 Human normal cells ACTB>TBP>GAPDH>B2M NormFinder
Chantawibul, 2012 Human tissues* GAPDH>ACTB>B2M>RPLIA>HPRT1 NormFinder

Lecchi, 2012 Bovine tissues, SF3A1=HBMS>ACTB geNorm
including thyroid HMBS>ACTB>GAPDH NormFinder

Li, 2011 Porcine thyroid tissue  18S rRNA> Ubiquitin> Histone H3> ACTB geNorm
18S rRNA> Ubiquitin> Histone H3> ACTB >GAPDH  NormFinder

Lisowski, 2008 Bovine thyroid tissue =~ TBP=HPRT1>YWHAZ>ACTB geNorm

* 13 goiters, 6 adenomas, 4 carcinomas (2 follicular+ 2 papillary), 2 lymphocytic thyroiditis

Material and Methods
Tissue acquisition

Normal thyroid and goiter tissues were obtained from patients who underwent
total thyroidectomy as part of treatment for differentiated thyroid cancer in the
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). After macroscopic and frozen sections
evaluation of surgical specimens by two pathologists, samples of normal thyroid or
goiter tissue were frozen in liquid nitrogen and stored at - 80°C until further
processing. This study was approved by the Ethics Committee of HCPA (GPPG: 12-
0272).

RNA isolation and cDNA synthesis

Total RNA was extracted using Trizol® (Invitrogen, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) according to the manufacturer's protocol. The RNA
concentration and purity was assessed with the NanoDrop 1000 Spectrophotometer
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(Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA) and stored at —80°C. 1 ug total RNA
was reverse transcribed to produce cDNA using random and oligo-dT primers and
Superscript 1l reverse transcriptase (Invitrogen Life Technologies) in total reaction
volumes of 20 ul. All cDNA samples were diluted 10-fold with diethyl pyrocarbonate
(DEPC)- treated water and stored at —20 °C.

Gene selection and quantitative Real-time PCR

Six genes commonly used as reference in real-time PCR gene expression
experiments were selected (Table 1): beta-actin (ACTB, related to cell structure);
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH, related to carbohydrate
metabolism); succinate dehydrogenase, subunit A, flavoprotein (Fp) (SDHA, related
to energy metabolism); hypoxanthine phosphoribosyl- transferase | (HPRTI, related
to nucleotide metabolism); tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase
activation protein, zeta polypeptide (YWHAZ, related to cell growth and death); and
beta-2-microglobulin (B2M, related to major histocompatibility complex). Primers
were based described previously (Souza, 2012). Quantification of amplified samples
was performed based on a standard curve with five successive ten-fold dilution

points of a pool of cDNA samples.

Real-time PCR was performed using Applied Biosystems® StepOne™ Real-
Time PCR System using Kit Platihum SYBR® Green gPCR SuperMix-UDG
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). The Real-time PCR was
performed with an initial denaturation (10 min at 95 °C), followed by 40 cycles of
denaturation (15 s at 95 °C), annealing and extension (45 s at 60 °C). Melting curve

was acquired to ensure that a single product was amplified in each reaction.
Statistics

To evaluate the stability of the candidate reference genes in thyroid normal
and goiter tissues, the NormFinder algorithm was used (Andersen, 2004). In addition,
the analysis of raw cycle threshold (Ct) values of each gene was used to evaluate
their stability. Mean Ct values, standard deviation (SD), coefficient of variation (CV)
and maximum fold change (MFC, the ratio of the maximum and minimum values

observed within the dataset) were calculated.
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Results

Six reference genes were amplified in 14 thyroid samples: 7 normal, and 7
goiter. All RT-gPCR assays produced a single peak in the melting curve. The mean
Ct values, SD, CV, and MFC obtained for each gene in goiter and normal thyroid are
described in Table 2. Analyzing these data, none of the genes had a constant
expression. Moreover, B2M showed higher variability in Ct values. Thereby, we
proceeded the analysis of quantification data using the NormFinder algorithm. The
values of stability of the candidate genes obtained from the NormFinder analysis are
shown in Table 3. The most stable genes were ACTB for goiter and GAPDH for
normal thyroid tissue. When all samples were analyzed together, the most stable
genes were SDHA, and ACTB. Stability values and intra/intergroup variations are

shown, respectively, in Table 4 and Figure 1.

Table 2. Dispersion data of raw Ct values for candidate reference genes in

goiter and normal thyroid tissue.

Tissue Symbol Gene Mean Ct SD CV(%) Minimum Maximum MFC
Goiter ACTB 21.88 1.78 8.1 19.78 25.00 1.26
B2M 20.83 2.59 9.3 18.10 26.11 1.44
GAPDH 21.18 1.95 9.2 19.54 25.60 1.31
HPRT1 30.10 3.10 10.3 25.48 35.24 1.38
SDHA 31.17 2.21 7.1 29.51 34.56 1.17
YWHAY 27.48 2.47 9.0 22.71 30.93 1.36
Normal  ACTB 23.56 1.92 8.1 19.99 25.69 1.29
B2M 24.63 5.08 20.6 18.53 32.65 1.76
GAPDH 22.84 1.78 7.8 20.54 26.20 1.28
HPRT1 32.12 3.06 9.5 25.65 35.66 1.39
SDHA 33.94 3.20 9.4 29.54 39.39 1.33
YWHAY 26.29 2.35 8.9 22.83 29.25 1.28

SD: standard deviation; CV: coefficient of variation; MFC: maximum fold change (the ratio of the maximum and
minimum values); ACTB: beta-actin; GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; SDHA: succinate
dehydrogenase, subunit A, flavoprotein (Fp); HPRTI: hypoxanthine phosphoribosyl- transferase I; YWHAZ:
tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein, zeta polypeptide; B2M: beta-2-
microglobulin.



Table 3. Stability values of reference genes candidates calculated by the

NormFinder software for each tissue.

Tissue Symbol Gene Stability value

Goiter ACTB 0.228
SDHA 0.298
HPRT1 0.567
GAPDH 0.685
YWHAZ 0.688
B2M 1.711

Normal ~ GAPDH 0.114
SDHA 0.114
ACTB 0.221
HPRT1 0.643
YWHAZ 1.026
B2M 2.867

Table 4. Stability values of reference candidate genes calculated by the

NormFinder software for all tissues.

Symbol Gene Stability value

SDHA 0.076
ACTB 0.082
GAPDH 0.150
HPRT1 0.221
YWHAZ 0.311

B2M 0.830
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ACTB: beta-actin, GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; SDHA: succinate dehydrogenase,
subunit A, flavoprotein (Fp); HPRTI: hypoxanthine phosphoribosyl- transferase I; YWHAZ: tyrosine 3-
monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein, zeta polypeptide; B2M: beta-2-microglobulin.

Figure 1. Intra and intergroup variation of six candidate reference genes in
goiter and normal thyroid tissues samples.

Discussion

In this study, we evaluated 6 reference genes in 14 thyroid specimens (7
normal thyroid and 7 goiter) using RT-gPCR. The genes with the lowest variations in
expression for normal samples, goiter, and all samples, were, respectively, GAPDH,
ACTB, and SDHA and ACTB, when evaluated by the NormFinder.

According to de Jonge et al. (de Jonge, 2007), a good candidate gene should
present a small coefficient of variation and a MFC <2. Moreover, a mean expression
level lower than the maximum expression level subtracted with 2 SD is a prerequisite
for a candidate reference gene. By these criteria, only B2M and GAPDH genes could
be used as internal control for goiter, and none of these genes could be used for
normal thyroid, although all had MFC<2.

The NormFinder algorithm was used to rank the candidate reference genes
based on their stability values. The gene expression is more stable when this value is
closer to zero. The stability value less than 0.15 is the cut-off for an acceptable
reference gene (Vandesompele, 2002). Considering this criteria, none of the selected
genes could be used to normalize RT-gPCR data for goiter tissues, and GAPDH and

SDHA could be used for normal thyroid. When all data were analyzed together,
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SDHA and ACTB genes had the lowest stability values, respectively, 0.076 and
0.082. We suggest using ACTB as reference gene, when comparing gene
expression in normal thyroid and goiter, because this gene had the lowest intra and
intergroup variation. Our results differ somewhat from those of Chantawibul et al.
who found the highest stability value for HPRT1, while the GAPDH had the lowest
stability value (Chantawibul, 2012). These differences may partly be explained by the
sample selection, which included goiters, adenomas, carcinomas, and lymphocytic

thyroiditis.

ACTB mRNA is expressed at moderately abundant levels in most cell types
and its protein play a key role in the cytoskeleton maintenance. Recently, some
studies have suggested that this gene does not satisfy the basic requirements for
application as internal control, due to change in expression under various biomedical
stimuli (Selvey, 2001; Ruan, 2007). Nevertheless, in normal thyroid cells, ACTB
expression appeared to be stable in response to different experimental treatments
(Santin, 2013). Other studies have demonstrated that ACTB can be used as
reference gene (Mori, 2008; Mehta, 2010; Hayashi, 2012) for different cell types.

In conclusion, the results of the present study suggest that ACTB gene is more
stable than SDHA, GAPDH, HPRTI, YWHAZ and B2M when evaluating human

normal thyroid and goiter together.
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6.2 Expresséo génica e protéica do GPER1 em tecido normal e bocio

Esse artigo sera submetido na revista International Journal of Molecular
Medicine (ISSN: 1107-3756).
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Abstract

Goiter is more common in women, suggesting that estrogen could be involved in its
physiopathology. The presence of classical estrogen receptors (ERa and ERB) has
been described in thyroid tissue, suggesting a direct effect of estrogen on the gland.
A non-classic estrogen receptor, the G-protein coupled estrogen receptor (GPER1),
has been described recently in several tissues. However, in goiter, the presence of
this receptor has not been studied yet. We investigated GPER1 gene and protein
expressions in normal thyroid and goiter using real-time quantitative RT-PCR and
Western blot, respectively. In normal thyroid (n=16) and goiter (n=19), GPER1 gene
was expressed in all samples, while GPER1 protein was expressed in all samples of
normal thyroid (n=15) but in only 72% of goiter samples (n=13). When comparing
GPER1 gene and protein levels in both conditions, gene expression and protein
levels were higher in normal thyroid than in goiter, suggesting a role of this receptor
in this condition. Further studies are needed to elucidate the role of GPER1 in normal

thyroid and goiter.

Key-words: GPERL1, goiter, thyroid, protein, gene expression
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Introduction

17B-Estradiol (E2) is a member of the family of steroid hormones which
controls many aspects of mammalian physiology (Krolik, 2012). Although its ability to
stimulate breast cell proliferation is one of E2 normal roles, it increases the risk of
breast cancer (Baggio, 2013; Krolik, 2012).

Classically, E2 actions are mediated upon binding on two intracellular nuclear
receptors, estrogen receptor (ER) alfa and ER beta, which bind to DNA and control
gene expression (Klinge, 2004). Like other steroid hormones, it enters passively into
cells where it binds to and activates ERs. It is well known that E2 has direct and
indirect effects on the thyroid, and this subject has been recently reviewed (Santin,
2011). These effects could explain the larger prevalence of goiter and thyroid cancer
in women (Vanderpump, 2011). Although many studies have shown the expression
of ER in thyroid cancer (Santin, 2011), there is no study associating aggressiveness

of thyroid cancer and absence of ER, as it is seen in breast cancer (Chacon, 2010).

A novel 7-transmembrane G protein-coupled receptor, which responds to E2
stimulation with rapid cellular signaling, including ERK activation, PI3K activation,
calcium mobilization, and cAMP production, has been extensively studied (Prossnitz,
2008). This receptor was named G-protein estradiol receptor 30 (GPR30), G-protein
estradiol receptor (GPER), and, more recently, G-protein estradiol receptor 1
(GPER1). It has been shown to be expressed in many estradiol-responsive tissues,
and some studies have proposed a potential use of selective antagonists of GPER1
as a new targeted therapy for cancer (Revankar, 2005; Thomas, 2005).

GPER1 expression was described in thyroid carcinoma cell lines (Kumar,
2010; Vivacqua, 2006), but has not been studied yet in normal or benign thyroid
tissues or cells. The knowledge of the expression of this receptor in normal and non-
malignant thyroid could be a potential tool to better understand the non-genomic

effects of E2, contributing to develop targets to treatment of diseases. So, the aim of
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this study was to evaluate the expression of GPER1 in human normal thyroid, and
goiter.

Materials and Methods
Human thyroid tissues

Thyroid samples were obtained from 16 normal thyroid and 19 goiter patients
who underwent total thyroidectomy as part of treatment for differentiated thyroid
cancer in the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). After macroscopic and
frozen sections evaluation of surgical specimens by two pathologists, normal thyroid
or goiter tissue, which would be discharged, were frozen in liquid nitrogen, and stored
at - 80°C until further processing. This study was approved by the interdisciplinary
Ethics Committee of HCPA (GPPG: 12-0272). The pattern used to confirm the
presence of goiter were a well-defined fibrous capsule with a  mixture of
macrofollicles and microfollicles and, in some cases, some degenerative changes

such as fibrosis and hemorrhage (Baloch; 2002).

RNA extraction

Total RNA was isolated from thyroid tissues using TRI Reagent® (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA), and quantified using a Nanodrop ND-1000 (Thermo
Fisher Scientific, Wilmington, DE) via absorbance measurements at 260 and 280 nm.
Only samples that presented A260/A280 ratios between 1.80 and 2.04 were used in
this study. RNA was then stored at -80°C until reverse transcription (RT) into cDNA.

cDNA synthesis

cDNA was synthesized from 2 pg of total RNA in a 20 yL reaction using oligo-
dT primers and the SuperScript lll Reverse Transcriptase (Invitrogen) according to

the manufacturer's guidelines. cDNA samples were stored at -20°C.

RT-gPCR
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GPERL1 and R-actin gene were amplified in parallel using Applied Biosystems®
StepOne™ Real-Time PCR System (Invitrogen Life Technologies) and Kit Platinum
SYBR® Green gPCR SuperMix-UDG (Invitrogen Life Technologies). The reaction for
both genes was initiated by preheating at 95 °C for 10s, followed by 40 cycles of
denaturation 15 s at 95 °C, annealing 30 s at 58 °C min, and extension 30 s at 72 °C.
Primer pairs used were described previously by Maggiolini et al. for GPER1
(Maggiolini, 2004) and by Souza et al. for R-actin (Souza, 2013). The specificity of
the products was verified by melting curve analysis and 2.0% agarose gel

electrophoresis containing 0.025 pg/ml ethidium bromide.

The GPER1 and R-actin quantification in samples was performed based on
amplification of a standard curve with five successive ten-fold dilution points of a pool

of cDNA samples.
Western blot analysis

Thyroid tissues were homogenized in RIPA buffer containing 20 mM (pH 8.0)
Tris-HCI, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 10% glycerol, plus 1ug/ml aprotinin, 1ug/ml
leupeptin, and 0.1mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF). Lysates were
centrifuged at 12.000 x g for 30 min at 4°C, and supernatants were used for the
assay. Protein content was measured by the Bradford assay (Bradford, 1976), and
100 micrograms of protein were separated in a 12% SDS-polyacrylamide gel with a
standard molecular weight marker (Spectra™ Multicolor Broad, Thermo Fisher
Scientific Inc, Rockford, IL, USA). Proteins were transferred to Immobilon-P
polyvinylidene difluoride (0.45 pum, PVDF) blotting membrane with a semi-dry transfer
cell (Bio-Rad Trans-Blot® SD, Hercules, CA, USA). Afterwards, membranes were
blocked by incubation with Tris-buffered saline containing 0.1% Tween 20 and 3%
nonfat dry milk for 2 h at room temperature. Thereafter, membranes were incubated
with rabbit anti-GPR30 antibodies (1:500, Santa Cruz Biotechnology), or with mouse
anti-a-tubulin antibody (1:1.000, Invitrogen) overnight at 4°C. Membranes were then
incubated in horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit or anti-mouse
immunoglobulin (1:7.500, Santa Cruz Biotechnology). Antigen-antibody complexes
were detected by chemiluminescence and exposed to Kodak medical X-ray

processor 102 (Eastman Kodak, Rochester, NY, USA). Films were scanned and the
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optical density of each specific band analyzed using the Image Station 4000MM
PRO® (Rochester, NY, USA).

Statistical analysis

Comparisons between the two groups were performed by the Mann Whitney
test, using SPSS Statistical significance was established at p values of <0.05.

Results

GPER1 mRNA was present in all samples studied (Figure 1). Results from RT-
gPCR are shown as the ratio of GPER1 expression versus p-actin expression in
arbitrary units (AU), and data are shown as median [percentile25/percentile75
(P25/P75)]. GPER1 mRNA was less expressed in goiter than in normal thyroid with
median (P25/P75), respectively: 0.8620 (0.09/4.68), and 9.6085 (0.44/16.12).

GPERL1 protein levels were evaluated in 15 samples of normal thyroid and 13
samples of goiter. The presence of a band with a molecular weight of ~38 KDa
(Figure 2A and 2B, upper panel); indicated the presence of GPER1. All normal
thyroid samples expressed GPER1 proteinand it was not expressed in four of the
goiter samples (28%). Control with B-tubulin in the same blot demonstrated mMRNA

viability in all samples. These data are shown in Figure 2A and 2B.
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Figure 1. GPER1 gene expression by RT-gPCR in human thyroid. (A) in
normal thyroid samples; (B) in goiter samples. 3-actin was the reference gene. Each

sample was obtained from one patient.
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Densitometric scanning of the 38 kDa band showed lower expression of
GPER1 protein levels in goiter, when compared with normal thyroid (p = 0.002), with
median (P25/P75), respectively, 0.3332 (0.09/0.88) and 1.5804 (0.81/2.43).

Discussion

As female sexual hormones could be directly involved in the pathogenesis of
multinodular goiter, we studied GPER1 gene and protein expression in 35 samples of
normal thyroid and goiter. GPER1 gene expression was lower in goiter, when
compared to normal thyroid. Likewise, GPERL1 protein levels were higher in normal
thyroid than goiter, but the presence of GPER1 protein was not observed in all

samples of goiter.

This was the first time GPER1 gene expression was studied in goiter,
nevertheless, Gombos et al. observed previously a lower expression of this gene, as
measured by high-density oligonucleotide array, confirmed by RT-qgPCR, in benign
and malignant thyroid tumors, when compared to normal thyroid (Gombos, 2007).
Similary, Kumar et al., studying papillary (n=2) and follicular (n=1) carcinoma cell
lines, identified very low or absent levels of GPER1 gene expression (Kumar, 2010).
On the other hand, Vivacqua et al. were able to prevent estradiol-induced
transduction pathways using specific inhibitors for GPER1 in follicular (n=1) and

anaplastic (n=2) thyroid carcinoma cell lines (Vivacqua, 2006).

In other tissues, GPER1 mRNA has also been evaluated. Poola et al. reported
that GPER1 mRNA levels were significantly down-regulated in breast cancer tissues,
in comparison with their matched normal tissues. Interestingly, the receptor
expression levels were lower in tumor tissues from patients who had lymph node
metastasis, when with tumors without this condition (Poola, 2008). Equally, GPER1
gene expression was observed to be lower in infiltrating ductal carcinoma than in
non-tumor mammary tissues (Kuo, 2007), and, also, lower in the polycystic ovary
syndrome group than in normal group (Wang, 2011). On the other hand, GPER1
MRNA levels were higher in malignant than benign ovarian endometriotic cysts

(EAOC), and correlated with matrix metallopeptidase 9 (MMP-9) expression,
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suggesting that the abnormal expression of this receptor may be involved in
malignant transformation, invasion, and metastasis of EAOC (Long, 2012).

Although there are no studies concerning the functional activity of GPER1
neither in normal thyroid cells nor in goiter, the lower gene and protein expression in
goiter suggests a role of this gene in its pathogenesis. Other studies have shown
discrepancies in GPER1 protein levels in normal and abnormal tissues. Filardo et al.
demonstrated by immunohistochemistry that GPER1 was positive in all samples of
normal breast while in primary breast cancer only 42% were GPERL1 positive (Filardo,
2006). However, in endometrial carcinoma, epithelial ovarian cancer, and uterine
leiomyomas, the expression of this protein was higher, when compared with their
matched normal or benign tissues (He, 2009; Liu, 2010; Tian, 2012),

These data together suggested that GPER1 abnormal gene and protein
expressions could be involved in the pathogenesis of many diseases in E2
responsive tissues. Although the effects of E2 in activating the growth of thyroid cells
was shown to be an action directly mediated by ERa (Furlanetto, 1999), Manole et al.
have shown that non-genomic mechanisms were involved (Manole, 2001). The
physiopathological implications of the lower GPER1 gene and protein expressions in
goiter are unknown. Functional studies using follicular cells isolated from normal
thyroid and goiter are necessary to better understand the difference in GPER1

expression, and its mechanisms, in thyroid cells.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Conforme os dados apresentados no primeiro artigo, conclui-se que nao
existe um gene de referéncia universal que possa ser utilizado indiscriminadamente
em diferentes amostras e tecidos para normalizar resultados da RT-gPCR. Devidos
aos diferentes estimulos e mecanismos de regulacdo celular, um gene, em células
de uma mesma amostra, pode apresentar diferentes niveis de expressado. Além
disso, a RT-gPCR, por ser constituida de multiplos passos de realizacao, exige um
método de normalizacdo a fim de minimizar o efeito das variacbes experimentais na
interpretacdo das informacdes quantitativas geradas a partir da amplificacdo do
material genético, com o objetivo de permitir compara¢des acuradas entre diferentes
amostras. Sem uma normalizacéo apropriada, o perfil de expressdo de um gene alvo
pode ser erroneamente interpretado. Apesar de muitos estudos desaconselharem o
uso da beta-actina como gene de referéncia, para a tireoide, esse gene apresentou
uma estabilidade adequada, e pode ser utilizado como referéncia para comparagao
dos resultados da RT-qPCR em amostras de tecido normal de tireoide e bocio.

Apesar da acdo do E2 na tireoide, e a expressao dos receptores classicos e
do GPER1 em tecido normal de tireoide e em linhagens celulares de cancer de
tireoide ja ter sido relatada, esse trabalho avaliou, pela primeira vez, a expresséo
protéica do GPER1 em bdcio. No segundo artigo, demonstrou-se que esse receptor
apresenta uma menor expressao génica e protéica em bocio, quando comparado ao
tecido normal de tireoide. A partir dessa evidéncia, e embasado em dados de outros
pesquisadores que avaliaram o nivel de expressao desse receptor em outros tecidos

normais e anormais, € possivel que o E2, via GPER1, pode estar envolvido na
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fisiopatologia dessa doenca. Estudos funcionais sdo necessarios para esclarecer

esses achados.



