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Resumo 

O câncer de próstata (CaP) e a hiperplasia prostática benigna (HPB) são as 

doenças da próstata mais comuns, e ambas são alterações do controle do 

crescimento prostático, compartilhando uma prevalência aumentada com o avanço 

da idade. A deprivação androgênica é uma das opções de tratamento mais comuns 

para o CaP e, embora resulte em um período de regressão clínica, muitos pacientes 

acabam progredindo para uma condição refratária à terapia hormonal, conhecida 

como CaP independente de androgênios (resistente à castração). Alterações 

moleculares no receptor de androgênios (AR) têm sido associadas à progressão do 

CaP. Neste estudo, buscamos identificar a presença de isoformas do AR derivadas 

de splicing alternativo tanto em tecido benigno de HPB (n = 30) quanto em tecido 

maligno de CaP (n = 27). As isoformas estudadas foram o AR3, AR4, AR5 e AR6. A 

expressão gênica do AR não apresentou diferença entre os tecidos estudados (P = 

0,160). O AR4 apresentou maior expressão nos pacientes com CaP (P = 0,029) e, 

dentre estes, os níveis de expressão foram maiores nos pacientes que 

apresentaram recidiva bioquímica (P = 0,049). Dada a similaridade entre as 

moléculas de cDNA das isoformas  AR3, AR5 e AR6, diferentes estratégias de 

detecção do mRNA foram utilizadas. A amplificação conjunta do AR3, AR5 e AR6 

(AR3/5/6) foi maior no grupo CaP (P = 0,021), enquanto que a expressão das 

isoformas AR5 e AR6 (AR5/6) não foi diferente entre os grupos (P = 0,184). Com o 

objetivo de inferir um valor para a expressão do AR3, também foi analisada a razão 

(AR3/5/6) / (AR5/6), que apresentou maiores níveis de expressão no grupo CaP em 

relação ao grupo HPB (P < 0,0001). Nas amostras de CaP, foi encontrada uma 

correlação positiva entre o escore de Gleason e os níveis de mRNA das isoformas 

AR5/6 (0,524; P = 0,006) e uma correlação negativa entre o escore de Gleason e a 

razão (AR3/5/6) / (AR5/6) (-0,429; P = 0,029). A expressão gênica do AR4 

correlacionou-se positivamente com a expressão gênica das isoformas AR3/5/6 e 

AR5/6 (0,646; P < 0,001 e 0,518; P = 0,006). Nas amostras de HPB, foi encontrada 

uma correlação positiva entre a expressão gênica do AR e os níveis plasmáticos de 

PSA pré-operatório (0,479; P = 0,013). Também foi encontrada uma correlação 
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positiva entre a expressão gênica do AR4 e a expressão gênica do AR3/5/6 (0,818; 

P < 0,001), do AR5/6 (0,387; P = 0,035) e a razão (AR3/5/6) / (AR5/6) (0,394; P = 

0,031) nesse grupo. Embora em níveis diferentes, todas as isoformas estudadas 

foram expressas tanto em tecido benigno (HPB) quanto em tecido maligno (CaP). 

Desta forma, estes resultados permitem assumir que estas isoformas 

constitutivamente ativas estejam envolvidas no desenvolvimento destas doenças 

prostáticas. E, ainda, a expressão do AR4 pode ser associada com a recidiva do 

CaP após o tratamento cirúrgico. 
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Abstract 

Prostate cancer (PCa) and benign prostatic hyperplasia (BPH) are the most 

common prostatic diseases and both are disorders in prostatic growth, whose 

prevalence increase with age. The androgen deprivation is one of the most common 

therapies for PCa, and, although there is a period of clinical remission, many patients 

occasionally progress to a condition refractory to hormone therapy, known as 

androgen-independent CaP (castration-resistant). Molecular changes in the 

androgen receptor (AR) have been associated with progression of PCa. This study 

aimed at identifying the presence of AR isoforms derived from alternative splicing 

both in benign tissue of BPH (n = 30) and in malignant tissue of PCa (n = 27). The 

isoforms studied were AR3, AR4, AR5 and AR6. AR gene expression did not differ 

between the studied groups (P = 0.160). AR4 showed higher expression in PCa 

patients (P = 0.029) and, among these, the expression levels were higher in patients 

with biochemical recurrence (P = 0.049). Given the similarity between the molecules 

of cDNA from AR3, AR5 and AR6, their detection was performed using a different 

strategy for mRNA amplification. The expression of AR3, AR5 and AR6 (AR3/5/6), 

together, was higher in PCa group (P = 0.021), while the expression of only AR5 and 

AR6 (AR5/6) was not different between the groups (P = 0.184). Aiming at inferring a 

value for the expression of AR3, it was also analyzed the ratio (AR3/5/6) / (AR5/6), 

which showed higher expression levels in PCa group compared to BPH group (P 

<0.001). In PCa samples, we found a positive correlation between the Gleason score 

and the levels of mRNA isoforms AR5/6 (0,524; P = 0,006), and a negative 

correlation between the Gleason score and the ratio (AR3/5/6) / (AR5/6) (-0.429, P = 

0.029). AR4 gene expression was positively correlated with the expression of gene 

isoforms AR3/5/6 and AR5/6 (0.646, P < 0.001 and 0.518, P = 0.006) in this group. In 

the BPH group, we found a positive correlation between the gene expression of AR 

and plasmatic levels of preoperative PSA (0.479, P = 0.013). We also found a 

positive correlation between AR4 and AR3/5/6 gene expression (0.818, P = 0.0001), 

AR5/6 (0.387, P = 0.035) and the reason (AR3/5/6) / (AR5/6) (0.394, P = 0.031) in 

this group. Although at different levels, all investigated isoforms were expressed both 
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in benign tissue (BPH) and in malignant tissue (PCa). These results support the 

assumption that these constitutively active isoforms of AR are involved in the 

development of prostatic diseases. Furthermore, AR4 expression may be associated 

with recurrence after radical prostatectomy. 
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 INTRODUÇÃO 

As doenças da próstata, como a hiperplasia prostática benigna (HPB), o 

câncer de próstata (CaP) e a prostatite, são muito comuns na senescência. Entre a 

quarta e a nona década da vida, aproximadamente 90% dos homens desenvolvem 

HPB ou CaP (Chatterjee, 2003). As duas formas clinicamente mais importantes no 

crescimento anormal da próstata são a HPB e o CaP (Daneshgari and Crawford, 

1993). 

 

Hiperplasia Prostática Benigna (HPB) 

A HPB é considerada um fenômeno progressivo, definido como um crescimento 

contínuo da próstata resultante de um processo proliferativo não maligno (Bushman, 

2009), ocorrendo ao redor da uretra, com um crescimento nodular localizado na 

zona de transição ou periuretral (Carson and Rittmaster, 2003; McNeal, 1990). 

Esta alteração é a anormalidade proliferativa da próstata mais comum nos 

homens, está relacionada com a idade e é muito frequente no período de 

senescência (Silva Neto et al., 2008). Como se pode observar na figura 1a, a 

prevalência histológica de HPB é de aproximadamente 10% em homens com 30 

anos, 20% em homens com 40 anos, entre 50 e 60% em homens com 60 anos e de 

80 a 90% para homens com 70 a 80 anos (Berry et al., 1984; Carson and Rittmaster, 

2003; Roehrborn and Rosen, 2008). Dados de Curkendall e colaboradores (2000), 

apresentados na Reunião da Associação Europeia de Urologia, obtidos da 

publicação de Kirby (2000), mostram que a HPB é tão prevalente quanto a Diabetes 

e a hipertensão (figura 1b) (Kirby, 2000). Na população brasileira, até o momento, 

não há dados de prevalência e/ou incidência. 

Os sintomas do trato urinário inferior são muito comuns na HPB. Entre eles, 

estão fluxo urinário fraco, hesitação durante a micção, esforço para iniciar a micção, 
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noctúria e sensação de esvaziamento incompleto da bexiga após a micção (O'Leary 

et al., 2008). Histologicamente, a HPB consiste no crescimento excessivo do tecido 

epitelial e fibromuscular da zona de transição da área periuretral da glândula 

prostática. Quando o tecido fibromuscular é preponderante, os sintomas urinários 

são frequentemente irritativos (sintomas de armazenamento) ao invés de obstrutivos 

(sintomas de esvaziamento), e podem estar correlacionados ao grau de estimulação 

da musculatura lisa pela atividade do sistema nervoso simpático (McNeal, 1990). 
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Figura 1. Prevalência da Hiperplasia Prostática Benigna (HPB). 1a) Prevalência da HPB histológica 
em função da idade, adaptada de Berry e colaboradores (1984). 1b) Prevalência da HPB comparada 
à hipertensão e a diabetes, adaptada de Curkendall e colaboradores in (Kirby, 2000). 
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Câncer de próstata (CaP) 

O CaP é a neoplasia mais comum em homens brasileiros, com estimativa 

prevista de 60.180 novos casos para o ano de 2012, o que corresponde a um risco 

estimado de 62 novos casos a cada 100 mil homens, ficando atrás somente dos 

cânceres de pele do tipo não melanoma. De acordo com o Instituto Nacional do 

Câncer (INCA), os 5 tumores mais incidentes para sexo masculino serão, em 2012, 

o câncer de pele não melanoma (63 mil novos casos), o de próstata (60 mil), de 

pulmão (17 mil), de cólon e de reto (14 mil) e estômago (13 mil). Nas regiões 

Sudeste e Nordeste, o CaP é o mais incidente entre os homens (78 e 43 a cada 100 

mil homens, respectivamente). Nas regiões Centro-Oeste (75/100 mil), Sul (68/100 

mil) e Norte (30/100 mil), é o câncer mais frequente, atrás somente dos tumores de 

pele não melanoma (INCA, 2011). 

Nos Estados Unidos, foram diagnosticados, no ano de 2009, 

aproximadamente 192.000 casos de CaP, e a expectativa de morte por CaP para o 

mesmo ano era de 27.000 homens (Wolf et al., 2010). Além disso, existe uma 

variação na incidência de CaP entre os grupos étnicos, que aparece aumentada em 

africanos, intermediária em caucasianos e inferior em asiáticos (Hsing et al., 2000). 

A incidência e a mortalidade do CaP variam entre os países. De acordo com a 

organização Cancer Research UK, estimou-se que mais de 900 mil homens tenham 

sido diagnosticados com CaP no ano de 2010 em todo o mundo, sendo que mais de 

dois terços destes homens vivem em países desenvolvidos (Austrália, Europa, 

América do Norte). Esta grande diferença na incidência do CaP pode ser explicada 

principalmente pelo fato do screening (rastreamento) realizado com o PSA (antígeno 

prostático específico) e o exame de biopsia terem se tornado comuns nestas 

regiões.  

Em seu desenvolvimento inicial, o CaP é assintomático; porém, com o 

crescimento, pode invadir a vesícula seminal, os ureteres e a base da bexiga, sendo 

também responsável por metástases ósseas, hepáticas, pulmonares e adrenais 

(Mazhar and Waxman, 2002).  
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A ablação androgênica resulta inicialmente na morte celular ou bloqueio do 

ciclo celular (Balk and Knudsen, 2008). Em 70 a 80% dos homens com CaP 

submetidos à terapia antiandrogênica, ocorre resposta favorável; porém, este efeito 

é transitório, com muitos pacientes vindo a desenvolver um crescimento 

independente de androgênios (Damber and Aus, 2008; Edwards et al., 2001). De 

acordo com Marcias (2010), após um período de 18 a 24 meses de deprivação 

androgênica eficaz, muitos pacientes desenvolvem um câncer independente de 

hormônio, e a terapia de escolha, além da quimioterapia, é o tratamento paliativo 

dos sintomas (Marcias et al., 2010). 

Incidência Mortalidade

Austrália/Nova Zelândia

América do Norte

África do Sul

Caribe

América Central

América do Sul

Sul da Europa

Norte da Europa

Europa Oriental

Europa Central e Ocidental

Mundo

Oeste da África

Centro da África

Leste da África

Oeste da Ásia

Sudeste da Ásia

Leste da Ásia

Norte da África

Centro-Sul da Ásia

Taxa por 100.000 habitantes
 

Figura 2. Incidência mundial do câncer de próstata. Incidência e a mortalidade por região mundial 
para o câncer de próstata a cada 100.000 homens (CancerResearchUK, 2011).  
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Androgênios  

Testosterona, dihidrotestosterona (DHT), androstenediol e androstenediona 

são exemplos de androgênios (Dutt and Gao, 2009), hormônios esteroides que 

possuem papel fundamental no desenvolvimento, manutenção e regulação do 

fenótipo e fisiologia reprodutiva masculina (Quigley et al., 1995); além disto, regulam 

o crescimento e a diferenciação da glândula prostática; desta forma, não é 

surpreendente que o crescimento do CaP seja estimulado pelos androgênios 

(Edwards et al., 2001). 

No homem, a maior parte dos androgênios é produzida nos testículos e, em 

menor parte, na glândula suprarrenal, enquanto que seu metabolismo ocorre nos 

tecidos-alvo, como por exemplo, a próstata e a pele. Sua produção é regulada pelo 

eixo hipotálamo-hipófise-gonadal (Ntais et al., 2003) e tem como molécula 

precursora o colesterol. Os androgênios exercem seus efeitos biológicos pela sua 

ligação com o AR, um membro da superfamília de receptores nucleares que agem 

como fatores de transcrição dependentes de ligante (Balk and Knudsen, 2008; Lu et 

al., 1997). No citoplasma da célula prostática, a testosterona é convertida, pela ação 

da enzima 5α-redutase, ao hormônio ativo DHT, que é o ligante natural do AR mais 

potente, possuindo uma constante de dissociação (Kd) de 10-11, enquanto que a 

testosterona possui uma Kd= 10-9, e apresenta, assim, uma potência 100 vezes 

menor do que a DHT  (Penning et al., 2008). Tanto a testosterona quanto a DHT 

ligam-se ao AR e promovem sua ativação (Cheng et al., 2010; Penning et al., 2008). 

O AR, em seu estado inativo, está normalmente associado a um complexo proteico 

composto por proteínas de choque térmico (HSP) e chaperonas. A ligação da DHT 

induz a dissociação das HSP, fosforilação, mudanças conformacionais e 

dimerização do AR (Ntais et al., 2003), que, então, é translocado para o núcleo da 

célula. O AR dimerizado liga-se a uma sequência específica do DNA, conhecida 

como elemento responsivo aos androgênios (ARE), onde irá regular (ativando ou 

inibindo) a transcrição gênica. Este é o mecanismo de ação clássico dos 

androgênios, onde há interação com genes alvos, tendo respostas consideradas 

lentas (Figura 3). É importante notar que células de câncer de próstata são 
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notavelmente dependentes do sinal do AR para sua proliferação e sobrevivência 

(Zegarra-Moro et al., 2002). 

 

 

Figura 3. Mecanismo de ação dos androgênios. Demonstração esquemática da ação clássica dos 
androgênios (neste exemplo, utiliza-se a testosterona) na célula-alvo. Adaptada de (Gobinet et al., 
2002)  
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Receptor de androgênios 

O receptor de androgênios (AR) é uma proteína de 110 kDa que atua como 

fator transcricional dependente de ligante e pertence à superfamília de receptores 

nucleares (NR), possuindo papel fundamental na regulação de diversos processos 

fisiológicos, incluindo embriogênese, desenvolvimento e hemostasia (Gobinet et al., 

2002).  

Os NR são proteínas intercelulares que são ativadas por pequenas 

moléculas, como os hormônios esteroides, ácidos graxos e retinoides. Dependendo 

do tipo do ligante, os NR podem ser classificados em receptores de hormônios 

esteroides, receptores tireoideanos ou retinoides, ou, ainda, receptores órfãos 

(Nacusi and Tindall, 2009).  

O gene do AR (GeneID: 367) está localizado no cromossomo X na posição 

q11-q12, tem tamanho aproximado de 90 kb, e possui 8 exons (NM_000044.2, 

NP_000035.2). A ativação do AR leva a eventos angiogênicos, proliferativos e 

apoptóticos. De acordo com um estudo anterior, um dos principais efeitos dos 

androgênios nas células que expressam o AR é um aumento da atividade de 

cinases dependentes de ciclina e estimulação para que as células entrem na fase S 

(fase de síntese) do ciclo celular, induzindo, assim, a proliferação celular (Ntais et al., 

2003). Neste estudo, o receptor de androgênios será referido como AR1/2 

(considerando as isoformas 1 e 2 deste gene, que são expressas no tecido normal, e 

apresentam os 8 exons característicos do gene). 

Assim como outros participantes da superfamília dos receptores nucleares, a 

estrutura do AR é organizada em domínios funcionais. O domínio N-terminal (NTD), 

codificado pelo exon 1, constitui aproximadamente 60% da proteína do AR de 110 

kDa (Hu et al., 2009), contém a região de ativação transcricional AF-1, essencial 

para a atividade da transativação do AR, e a região AF-5, que possui uma forte 

atividade constitutiva, está envolvida na ativação transcricional e pode participar do 

recrutamento de cofatores (Gobinet et al., 2002). Na região C-terminal, está contido 

o domínio de ligação ao ligante (LBD) que interage, funcionalmente, com fatores 
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intermediários e cofatores nucleares. O domínio de ligação ao DNA (DBD) medeia a 

interação do AR com o elemento responsivo aos androgênios (ARE) no DNA 

(Berrevoets et al., 1998) através de seus dois dedos de zinco altamente 

conservados. Há também uma pequena sequência de aminoácidos, chamada região 

hinge, ou de dobradura, que confere flexibilidade para o rearranjo apropriado, 

dimerização e interação específica ao DNA (Nacusi and Tindall, 2009). 

Considerando que a ação dos androgênios é mediada pelo AR, Huggins e 

Hodges demonstraram pela primeira vez a associação entre os hormônios e o CaP. 

Esses autores observaram que, após a remoção dos androgênios (via castração ou 

administração de estrogênios) em pacientes com CaP, ocorria uma regressão do 

CaP (Huggins and Hodges, 1941; Huggins and Hodges, 2002). Desta forma, em 

estágios avançados de câncer, a abordagem terapêutica mais comum é a terapia de 

deprivação androgênica tanto por castração cirúrgica quanto por castração química 

(Casodex® – inibidor do AR por alterar sua estrutura – em combinação com 

leuprolida – inibidor da síntese de androgênios por ser um antagonista do GnRH 

(Hormônio Estimulador das Gonadotrofinas)). Porém, em muitos casos, o câncer 

evolui para um estágio não responsivo à terapia de deprivação hormonal, conhecido 

como câncer independente de androgênios. Nesta fase, a ativação do AR pode 

ocorrer independentemente da sua ligação ao hormônio (Grossmann et al., 2001; 

Nacusi and Tindall, 2009). 

Apesar do sucesso da terapia de ablação androgênica para o CaP, a 

recorrência do tumor independente de androgênio é inevitável (Nacusi and Tindall, 

2009). A próstata pode utilizar diferentes mecanismos para compensar a deficiência 

de androgênios causada pela terapia de ablação hormonal.  

No CaP recorrente, esta compensação pode ser provocada por mutações 

com ganho de função do AR, devido a um aumento da afinidade à 

dihidrotestosterona ou a outros ligantes esteroides (Nacusi and Tindall, 2009), 

aumento da expressão do AR (Buchanan et al., 2001) ou de seus correguladores 

(Feldman and Feldman, 2001), síntese intrácrina de androgênios pelas células do 

CaP (Locke et al., 2008; Titus et al., 2005) ou transativação do AR independente de 
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ligante por diferentes vias de sinalização (Grossmann et al., 2001). Segundo Sun e 

cols. (2010), o crescimento resistente à ablação androgênica pode ser atribuído a 

diferentes mecanismos que incluem a ativação do AR por fatores de crescimento, 

perda dos reguladores do ciclo celular e mutações genômicas no AR, permitindo a 

resposta a ligantes não específicos, como progesterona ou glicocorticoides (Sun et 

al., 2010). Embora a castração reduza os níveis plasmáticos de testosterona, os 

níveis intracelulares de testosterona mantêm-se suficientes para ativar o AR (Mohler 

et al., 2004). A figura 4 ilustra esquematicamente diversos mecanismos associados 

com a ativação do AR, que podem basear-se em: 1) mudanças nos níveis do(s) 

ligante(s) no tecido tumoral; 2) níveis aumentados da expressão proteica devido à 

alteração da expressão gênica ou expressão do mRNA; 3) mutações no receptor 

que afetam sua estrutura e função; 4) mudanças nas moléculas correguladoras 

(coativadoras ou correpressoras); 5) fatores que levam à ativação do receptor 

independentemente dos níveis do ligante ou do receptor possibilitando a ativação 

por moléculas cinase (Scher and Sawyers, 2005). 
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Figura 4. Mecanismos associados com a manutenção da sinalização do AR. Demonstração 

esquemática de diversos mecanismos que podem levar à ativação do AR, de maneira dependente ou 

não de ligante (Scher and Sawyers 2005). 
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Processo de Splicing Alternativo 

O processo de splicing consiste na retirada de porções do transcrito primário 

de RNA (pré-mRNA) que não codificam aminoácidos, denominadas íntrons. Após, 

há a junção dos exons, que são segmentos de RNA codificantes (Lander et al., 

2001). Na maioria dos casos, cada gene é composto por vários exons, e o processo 

de splicing pode ocorrer em diferentes posições no pré-mRNA. Nesse caso o que é 

considerado exon em um determinado evento de processamento pode ser 

considerado como íntron em outro, e vice-versa. Quando isto ocorre, diferentes 

moléculas de um mesmo pré-mRNA podem dar origem a diferentes isoformas de 

RNA, dependendo de como ocorreu o splicing. Esse processo, denominado splicing 

alternativo, permite maior variabilidade de mRNAs a partir de um único gene. 

O processo de splicing alternativo explica, em grande parte, a disparidade 

numérica observada entre o número de genes codificantes (~ 21.000) e o número de 

proteínas (mais de 100.000) existentes em humanos, pois estima-se que mais de 

60% dos genes humanos sofram splicing alternativo (Matlin et al., 2005). Assim, 

esse processo é reconhecido cada vez mais como um importante mecanismo na 

expansão de transcritos e complexidade proteica em eucariotos (Castrignano et al., 

2006).  

Diversas mutações no gene do AR têm sido descritas, muitas destas foram 

encontradas em tecidos derivados de CaP, sendo que há uma maior frequência 

naqueles pacientes que apresentam um estágio mais avançado da doença. Estas 

mutações estão reunidas num banco de dados chamado “The Androgen Receptor 

Mutations Database” (Gottlieb et al., 2012). De acordo com este banco de dados, já 

foram descritas 159 mutações no AR em amostras de CaP, sendo que a maioria 

destas (45%) ocorre no domínio de ligação ao ligante (LBD). O fator limitante é que, 

com algumas exceções, ainda não foram realizados experimentos para associar a 

presença destas mutações com o desenvolvimento do CaP (Gottlieb et al., 2012). 
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Isoformas do receptor de androgênios 

Guo e colaboradores (2009) identificaram novas variantes do AR, nomeadas 

AR3, AR4, AR5 e AR6, decorrentes de splicing alternativo, que codificam uma 

proteína de tamanho similar, em torno de 80 kDa (Guo et al., 2009). Estas isoformas 

do AR contêm os domínios NTD e DBD intactos, porém perdem a região hinge e o 

domínio LBD, como ilustrado na Figura 5. Ainda, de acordo com Guo e cols. (2009), 

a expressão anormal destas variantes (AR-V) pode ser um mecanismo fundamental 

para a independência de androgênios na progressão tumoral (Guo et al., 2009).  

A análise de uma série de amostras de tecido prostático humano tem 

demonstrado que a expressão das AR-V é diminuída na próstata normal e 

aumentada em amostras de CaP androgênio-independente. Especula-se que o 

surgimento destas variantes se deva à seleção de clones mais malignos ou 

resistentes à castração, ou, ainda, a uma regulação da sua expressão dependente 

de androgênios (Hu et al., 2009; Watson et al., 2010). Além disso, as AR-V parecem 

ser uma das causas primárias da resistência à castração e à terapia antiandrogênica 

convencional direcionada ao LBD, uma vez que estas AR-V perdem esta região, 

conferindo resistência à terapia com o antiandrogênio MDV3100 (Enzalutamida), que 

age através desta região (Li et al., 2013; Watson et al., 2010). A linhagem celular 

22Rv1, que expressa as isoformas AR3 e AR4, apresenta um notável crescimento 

sob condições de castração, que não é afetado pelos antiandrogênios Enzalutamida 

e Bicalutamida, embora estes fármacos inibam a atividade do AR selvagem. De 

maneira interessante, quando realizado o knockdown das AR-V, houve uma redução 

do crescimento independente de androgênios e restauração do crescimento 

responsivo aos androgênios, o que restabeleceu a habilidade dos antiandrogênios 

de inibir o crescimento celular (Li et al., 2013). 

Resultados de trabalhos prévios sugerem que a isoforma AR3 participa do 

desenvolvimento da resistência à ablação androgênica, e que esta isoforma parece 

ser mais ativa quando comparada às outras isoformas, AR4 e AR5 (Guo et al., 

2009). Nesse mesmo trabalho, demonstrou-se que a atividade do AR3 não é 

controlada pela DHT ou antiandrogênios (Casodex®), sugerindo que esta isoforma 
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pode ser um fator transcricional independente de androgênios, e que o AR3 pode 

desempenhar um papel indispensável na promoção da proliferação das células 

cancerígenas, possivelmente pela regulação de diferentes tipos de genes alvos. 

Esses estudos indicam que alterações no AR são importantes para a progressão do 

CaP resistente à castração e podem conduzir a resistência às terapias que têm 

como alvo LBD, incluindo os inibidores de segunda geração, como acetato de 

abiraterona, enzalutamida e bicalutamida.  

 

Figura 5. Isoformas do AR. Representação esquemática da estrutura molecular e proteica das 
isoformas do AR humano. No desenho dos transcritos, nos quadrados hachurados, os exons 
alternativos, e, em linhas contínuas, as sequências transcritas. Na representação das estruturas 
proteicas, em U as sequências únicas de cada isoforma. NTD: (N-terminal domain) domínio N-
terminal. DBD: (DNA-binding domain) domínio de ligação ao DNA. LBD: (ligand-binding domain) 
domínio de ligação ao ligante. (Guo and Qiu, 2011). 
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De maneira muito interessante, de acordo com a literatura, as AR-V não são 

expressas no epitélio prostático normal, e raramente estão expressas em níveis 

substanciais no CaP primário (Sun et al., 2010). Embora a ablação androgênica 

reduza os níveis plasmáticos de androgênios, seus níveis intraprostáticos 

permanecem elevados (Mohler et al., 2004), podendo, ainda, haver a síntese 

intrácina de testosterona (Locke et al., 2008). Estes achados sugerem que existem 

mecanismos alternativos que mantêm a atividade do AR em situações de ablação 

androgênica (Sun et al., 2010), o que, de acordo com Watson e colaboradores 

(2010), pode ser devido à presença das AR-V (Watson et al., 2010).  

Embora as AR-V permaneçam ativas mesmo na ausência de hormônios, sua 

origem e relevância biológica permanecem incertas (Nacusi and Tindall, 2009). O 

mecanismo de splicing alternativo é o mais aceito entre diversos autores (Guo et al., 

2009; Hu et al., 2009; Marcias et al., 2010; Nacusi and Tindall, 2009). Dados de 

Watson e cols (2010) sugerem que as variantes do AR sejam geradas por erros de 

splicing que ocorrem em tecidos normais e tumorais. Assim, os níveis das isoformas 

seriam dependentes dos níveis de AR total, e mutações de ponto afetariam o sítio de 

reconhecimento, podendo favorecer a produção de certas variantes (Watson et al., 

2010). Independente de qual seja o mecanismo, a relação funcional entre as 

isoformas e o AR total levanta questões sobre o repertório de genes-alvo do AR 

(Watson et al., 2010). Uma possibilidade é que as AR-V simplesmente mimetizem a 

ação dos hormônios androgênios, e ativem um conjunto idêntico de genes-alvo do 

AR (Watson et al., 2010). No entanto, análises do transcriptoma após knockdown 

seletivo do AR total ou de AR-V revelaram subconjuntos distintos de genes 

regulados pelas variantes, pelo AR total ou ambos. Mesmo entre genes-alvo 

clássicos do AR, dados mostraram diferentes níveis de expressão dependentes do 

gene em particular e da isoforma presente, fornecendo evidências que a biologia das 

variantes não é inteiramente sinônima àquela estimulada pelo AR total (Watson et 

al., 2010). Embora os níveis de expressão das AR-V sejam inferiores aos do AR 

total, algumas variantes são constitutivamente ativas e sua supressão resulta na 

diminuição da proliferação em linhagens celulares de CaP (Guo et al., 2009).  
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Ao estudar a expressão de genes-alvo das variantes, foi visto que a presença 

ou a ausência do AR não altera o perfil de expressão dos genes-alvo das AR-V, 

mostrando que a atividade das variantes independe do AR total. Além disto, após a 

supressão do AR, ocorre um aumento da expressão das AR-V (Hu et al., 2012), 

embora outros autores sugiram que a atividade das AR-V requeira a presença do AR 

(Watson et al., 2010). Para demonstrar esta independência das AR-V do AR, Hu e 

cols (2012) utilizaram clones de LNCaP e CWR22Rv1 com e sem a expressão da 

proteína do AR, que foram transfectados com AR-V (AR3 e AR-V567es) em 

condições de deprivação androgênica. Nesses experimentos, foi observado que 

quando é realizada uma superexpressão do AR, não ocorre aumento da expressão 

dos genes de ciclo celular, demonstrando que o AR não tem influência sobre a 

indução da expressão destes genes realizada pelas AR-V. Estes achados podem vir 

a explicar o motivo pelo qual a inibição do AR resulta em supressão do crescimento 

tumoral em alguns tipos de CaP resistentes à castração, enquanto que em outros 

não, sugerindo que o suporte ao crescimento independente à castração é fornecido 

pelas AR-V ao invés do AR (Hu et al., 2012). 

Diversos autores (Hu et al., 2009; Marcias et al., 2010; Nacusi and Tindall, 

2009; Sun et al., 2010) têm realizado análises de expressão gênica em linhagens 

celulares de câncer de próstata também por qPCR (Reação em Cadeia da 

Polimerase quantitativa), porém pouco se encontra na literatura sobre a análise em 

tecido prostático coletado de pacientes submetidos à remoção cirúrgica. Watson e 

cols. (2010), ao analisarem a expressão do AR e das AR-V em cultura celular das 

linhagens VCaP e LUCaP35, verificaram que a expressão das isoformas ocorre 

concomitantemente à expressão do AR, porém, as isoformas são expressas em 

níveis inferiores ao AR total (0,1-2,5%) (Watson et al., 2010). Hu e cols. (2009), ao 

analisarem a expressão de AR3 e AR4 em tecido prostático pelas técnicas de PCR 

semiquantitativo, PCR quantitativo (qPCR), sequenciamento e cultura celular com 

transfecção, também observaram uma expressão das isoformas do AR em níveis 

menores em relação ao AR (Hu et al., 2009). Nas amostras de CaP resistentes à 

ablação androgênica, os níveis de expressão das AR-V são significativamente 

maiores do que amostras de CaP primário, sendo associado a um pior desfecho 
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clínico (Guo et al., 2009; Hu et al., 2009). De maneira interessante, a expressão 

aumentada das AR-V tem sido associada a uma maior recorrência da doença após a 

prostatectomia radical quando comparada com pacientes com baixa expressão das 

AR-V (Hu et al., 2009). Pacientes que possuem a expressão destas isoformas do AR 

provavelmente não terão benefícios com as terapias anti-androgênicas (Hornberg et 

al., 2011). Ainda, de acordo com Hornberg (2011), metástases ósseas de CaP 

resistentes à castração expressam proteínas do AR sem a região LBD em níveis 

comparáveis à expressão da proteína do AR total, mesmo quando o nível do mRNA 

das isoformas é bastante menor do que  o do AR total (Hornberg et al., 2011).  
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Hipóteses 

As hipóteses deste estudo são: 

  Os tecidos oriundos de CaP e HPB expressam variantes do AR. 

 O CaP expressa isoformas do AR em níveis diferentes da HPB. 

 A expressão diferencial destas isoformas pode estar associada à 

agressividade tumoral. 
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Objetivos 

 

Objetivos gerais 

Identificar a presença das isoformas do AR (AR3, AR4, AR5 e AR6) no tecido 

prostático proveniente de pacientes com HPB ou CaP, e avaliar a possível 

associação dessas variantes do AR com a agressividade do tumor e a recidiva 

bioquímica. 

 

Objetivos específicos 

 Realizar o desenho de oligonucleotídeos (primers) e sondas capazes 

de detectar as diferentes isoformas do receptor de androgênios. 

 Comparar a expressão das isoformas AR3, AR4, AR5 e AR6 do 

receptor de androgênios (AR) no tecido prostático de HPB e 

carcinoma. 

 Analisar a possível associação entre a presença de cada isoforma do 

receptor de androgênios com a idade de desenvolvimento da HPB ou 

do CaP, com os níveis séricos de PSA e com o estadiamento tumoral 

do CaP. 
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Materiais e métodos 

 

Delineamento do estudo 

Estudo transversal. 

 

Critérios de inclusão e exclusão 

Para o grupo CaP, foram selecionados 27 pacientes provenientes do serviço 

de Urologia do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA), com idade entre 40 e 

85 anos, com diagnóstico de câncer de próstata, que não haviam recebido 

hormonioterapia ou quimioterapia, e que não possuíam diagnóstico de outra 

neoplasia concomitante e submetidos à cirurgia de CaP no HCPA.  

Para o grupo HPB, foram selecionados 30 pacientes com diagnóstico de 

hiperplasia prostática benigna, com volume prostático medido por ecografia 

abdominal acima de 30 g, toque retal sem suspeita de neoplasia, que não 

estivessem em tratamento com inibidores da 5α-redutase, e que não possuíssem 

diagnóstico de neoplasia concomitante, em acompanhamento no Serviço de 

Urologia do Hospital de Clínicas de Porto Alegre e submetidos à cirurgia para HPB 

no HCPA. 

 

Coleta das amostras de tecido prostático 

Durante as cirurgias de Prostatovesiculectomia e Prostatectomia Radical para 

a retirada do tumor maligno, a próstata foi fatiada pelo urologista para detectar o 

nódulo tumoral. Depois de localizado, o nódulo tumoral foi retirado e dividido em 

duas partes. Um fragmento foi enviado para o Serviço de Patologia a fim de 

confirmar ou não o câncer de próstata, e o outro fragmento foi armazenado em um 



36 

 

criotubo plástico de 2,0 mL, imediatamente congelado em N2 líquido para transporte 

ao laboratório, sendo armazenado em freezer -80°C. 

Na cirurgia de Prostatectomia para a retirada da hiperplasia prostática 

benigna, pequenos fragmentos da próstata foram cortados, após a retirada do 

espécime cirúrgico, em campo limpo, e colocados em 2 criotubos de 2,0 mL. Em 

seguida, os criotubos foram armazenados em N2 líquido para transporte ao 

laboratório, e foram armazenados em freezer -80°C. 

Na Ressecção Transuretral para retirada da hiperplasia prostática benigna, 

pequenos fragmentos prostáticos foram coletados e armazenados em 2 criotubos de 

2,0 mL. Logo em seguida, foram armazenados em N2 líquido para transporte ao 

laboratório e, em seguida, armazenados em freezer -80°C. 

 

Exame Anatomopatológico e Classificação dos Tumores 

O exame anatomopatológico dos espécimes cirúrgicos e a confirmação da 

presença ou ausência de tecido tumoral nas amostras de tecido foram realizados por 

microscopia óptica pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) pelo Serviço de 

Patologia do HCPA.  

A classificação histológica da agressividade tumoral seguiu o escore 

desenvolvido por Gleason em 1974, que se baseia no grau da perda da arquitetura 

normal do tecido tumoral (forma, tamanho e diferenciação das glândulas). A 

classificação leva em conta o grau de Gleason e o escorre de Gleason. O escore de 

Gleason é a soma do grau primário (representando a maior parte do tumor) e do 

grau secundário (relacionado à menor parte do tumor) e é um número que varia de 2 

a 10. Quanto mais alto o escore de Gleason, mais agressivo é o tumor e pior é o 

prognóstico do paciente (O'Dowd, 2001). A classificação segundo este escore foi 

feita pelo Serviço de Patologia do HCPA. 
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O estadiamento patológico, pTNM, foi avaliado de acordo com o resultado do 

exame anatomopatológico do espécime cirúrgico conforme a escala de classificação 

internacional de tumores (Sobin and Wittekind, 2002), onde pT, pN e pM 

correspondem, respectivamente, à T (extensão do tumor primário), N (ausência ou 

presença e extensão de metástase em linfonodos regionais) e M (ausência ou 

presença de metástase à distância).  

 

População e amostra 

O cálculo do tamanho da amostra foi baseado nos resultados de expressão 

gênica de Guo et al. (2009), considerando-se um poder de 90%, nível de 

significância de 0,05 e diferença entre médias de 0,5, considerando a expressão 

gênica da variante AR3 (Guo et al., 2009). O tamanho amostral calculado foi de 30 

pacientes para o grupo CaP e 30 pacientes para o grupo HPB. A população em 

estudo foi constituída de pacientes masculinos com diagnóstico de HPB ou CaP. Foi 

obtido tecido prostático de pacientes submetidos à ressecção transuretral (RTU) de 

próstata ou prostatectomia aberta por diagnóstico de HPB e prostatectomia radical 

ou prostatovesiculectomia por diagnóstico de CaP, procedimentos estes realizados 

no HCPA. 

Todos os pacientes foram consultados sobre a utilização do material para o 

estudo, e assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo 

1). 

Os dados referentes às variáveis idade, PSA pré-operatório, escore de 

Gleason, peso da peça cirúrgica e recidiva bioquímica foram obtidas dos registros do 

HCPA. 
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Aspectos éticos 

O presente trabalho foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa do 

Hospital de Clínicas de Porto Alegre e aprovado em seus aspectos éticos e 

científicos, sob o número 12-0320. 

O tecido prostático utilizado neste trabalho foi proveniente de material de 

descarte de pacientes submetidos à RTU de próstata, prostatectomia aberta, 

prostatectomia radical ou prostatovesiculectomia. Aos pacientes, foi garantido sigilo 

quanto às informações obtidas e seu uso foi absolutamente restrito para fins de 

pesquisa científica.  

Não foi oferecido aconselhamento genético, pois, até o momento, não existem 

evidências que levem à mudança do manejo dos pacientes quanto à presença de 

isoformas do gene estudado, e nem para que se faça uma abordagem diagnóstica 

diferente para pessoas saudáveis que apresentem tal isoforma. 

 

Análises de bioinformática  

Foi realizada uma comparação por meio de alinhamento de sequências de 

todas as isoformas descritas no banco de dados online UniGene a fim de verificar 

sequências únicas nas isoformas em estudo que facilitem sua posterior identificação. 

A tabela baixo descreve outras ferramentas que foram utilizadas neste estudo, que 

serão citadas quando conveniente. 
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Tabela 1. Ferramentas de bioinformática. Lista com as diversas ferramentas de bioinformática que 
foram utilizadas neste estudo. 

Nome Descrição Referência 

UniGene Identifica computacionalmente transcritos 

do mesmo locus; analisa a expressão por 

tecido, idade e estado de saúde; relata as 

proteínas relacionadas (protEST) e 

recursos de clonagem. 

http://www.ncbi.nlm.nih.g

ov/unigene/ 

Ensembl Possui banco de dados genômicos para 

diversas espécies. 

http://www.ensembl.org/i

ndex.html 

Clustal W Permite o alinhamento de sequências 

múltiplas de DNA ou proteínas. 

http://www.ebi.ac.uk/Too

ls/msa/clustalw2/ 

RNAfold Prediz as estruturas secundárias de fitas 

simples de RNA ou sequências de DNA. 

http://rna.tbi.univie.ac.at/

cgi-bin/RNAfold.cgi 

 

Identificação da expressão dos genes alvos 

Foi realizada extração de RNA total a partir de 0,2 g de tecido de cada amostra 

utilizando o reagente TRIzol® segundo o protocolo do fabricante. Após a extração de 

RNA, foi realizada a purificação do RNA utilizando o sistema PureLinkTM RNA Mini 

Kit (Ambion by Life Technologies). A quantificação foi feita a partir de 1 µL da 

solução de RNA das amostras diluído em água com DEPC (dietilpirocarbonato) e 

lidas em duplicata em um espectrofotômetro para ácidos nucleicos (NanoDrop 1000 

Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific, EUA), nos comprimentos de onda de 

260 e 280 nm. A pureza do RNA foi considerada satisfatória quando a razão das 

Extração de RNA total 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/unigene/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/unigene/
http://www.ensembl.org/index.html
http://www.ensembl.org/index.html
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi
http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi
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absorbâncias a 260 e 280 nm foi superior a 1,6, e a quantidade de RNA foi calculada 

a partir da absorbância a 260 nm ([RNA] = A260 x diluição x 40 µg/mL). 

Foi realizada a síntese do cDNA a partir de 1 µg de RNA total utilizando o 

conjunto de reagentes específicos Super Script III First-Strand Synthesis System for 

RT-PCR (Invitrogen, Life Technologies). Após a desnaturação do RNA com 

Oligo(dT) e dNTPmix 10 mM a 65°C por 5 minutos, foi adicionada uma mistura de 

Tris–HCl 200 mM (pH 8.4) mais KCl 50 mM, MgCl2 25 mM, ditiotreitol (DTT) 0.1 M, 

40 U de RNaseOUT e 50 U de transcriptase reversa (SuperScript III) em cada 

amostra, que foi incubada a 50°C por 50 minutos. A mistura foi aquecida a 85°C por 

5 minutos a fim de interromper a reação, centrifugada e refrigerada em gelo. 

Posteriormente, cerca de 2 U de E. coli RNase (RNase H) foram adicionadas à 

mistura, que foi incubada a 37°C por 20 minutos a fim de eliminar o RNA 

remanescente. A reação teve um volume final de 21 µL, e foi estocada a -20°C antes 

de ser utilizada para a reação em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR). 

Foram realizadas análises de bioinformática com ferramentas disponíveis on line 

para o desenho dos primers e sondas que foram utilizados para amplificação dos 

transcritos do AR e das isoformas AR3, AR4, AR5 e AR6 por qPCR. Para 

amplificação do gene do receptor de androgênios total (AR), foi utilizado o ensaio 

Hs00171172_m1 (Life Technologies), e o gene de referência utilizado foi a beta-

2microglobulina (β2m), ensaio Hs00984230_m1 (Life Technologies). Este ensaio 

para o AR não amplifica nenhuma das isoformas em estudo, sendo específico para 

os transcritos 1 (GI:349501065) e 2 (GI:349501066) deste gene, que são 

correspondentes ao AR completo, contendo 8 exons. Para o desenho dos 

oligonucleotídeos e sonda específicos para as isoformas, foram utilizadas as 

sequências de mRNA descritas por Guo, disponíveis no UniGene sob as 

identificações FJ235916.1(AR3), FJ235917.1 (AR4), FJ235919.1 (AR5) e 

Síntese de cDNA 

Desenho dos oligonucleotídeos (primers) 
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FJ235920.1 (AR6) (Guo et al., 2009). Estas sequências foram alinhadas com a 

ferramenta ClustalW a fim de identificar as regiões mais específicas de cada 

isoforma para posterior desenho dos primers e sondas (anexo 2). Estudos prévios 

têm apresentado dados ditos específicos para as isoformas; entretanto, os conjuntos 

de oligonucleotídeos usados, que no caso do AR3 anelam no exon 3b, não 

possibilitam a amplificação de um fragmento específico, uma vez que este exon 

também é compartilhado pelas isoformas AR5 e AR6 (Guo et al., 2009), - locais de 

anelamento demonstrados no alinhamento das sequências. Como se pode observar 

no alinhamento em anexo (anexo 2), existe uma grande similaridade entre as 

sequências de cDNA das isoformas AR3, AR5 e AR6, o que impossibilita o desenho 

de ensaios específicos para cada isoforma, ou seja, que as detectem de maneira 

isolada. Dessa forma, optou-se por uma abordagem que consiste na amplificação 

das isoformas em conjunto. Assim, foram desenhados ensaios para amplificação 

dos transcritos AR3, AR5 e AR6 em conjunto e dos transcritos AR5 e AR6, que 

foram chamados de AR3/5/6 e AR5/6, respectivamente. A fim de inferir um valor 

para a expressão do AR3, optou-se pela razão entre as expressões (AR3/5/6) / 

(AR5/6), que se admitiu corresponder aos níveis de expressão do AR3. Para a 

isoforma 4, foi possível desenhar um ensaio específico. As sequências, tamanho de 

fragmento e marcação estão listados na tabela 2. Os primers e sondas de cada um 

dos ensaios foram sintetizados pela LifeTechnologies e estão identificados no 

alinhamento das sequências (anexo 2), e as análises de suas estruturas secundárias 

e parâmetros energéticos são mostrados no anexo 3. 
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Tabela 2: Primers e sondas para mRNA do AR4, AR3/5/6 E AR5/6. Oligonucleotídeos sense e 
antisense e sonda. Para a amplificação dos transcritos do AR e da β2m, foram utilizados ensaios 
inventoriados da empresa LifeTechnologies. 

AR4 

SENSE 5’ - AGGGTGTTTGGAGTCTCAGA - 3’ 

ANTISENSE 5’ - CCAGGAATGAATCATCTACAAA - 3’ 

SONDA 5’ - TTCCTTAAAGACTACCTTCAGACTC - 3’ (VIC) 

Tamanho do Fragmento 106 pb 

AR5/6 

SENSE 5’ - GACACTAACCCCAAGCCATAC - 3’ 

ANTISENSE 5’ - ACTGTCTGATGTTGCTCTGTG - 3’ 

SONDA 5’ - TTGTTTTCTGTCAGTCCCATTGGTGC - 3’ (VIC) 

Tamanho do Fragmento 182 pb 

AR3/5/6 

SENSE 5’ - CTCTTGATTGCTGACTCCCTC - 3’ 

ANTISENSE 5’ - ACAACTACATGAGTGGTAACCA - 3’ 

SONDA 5’ - AGGTAGGAAAACACTATTGGTCCCGC - 3’(VIC) 

Tamanho do Fragmento 108 pb 

AR1/2 *  

* vide ensaio Hs_00171172 (LifeTechnologies) 
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A análise molecular foi realizada através da PCR em Tempo Real, com 

sistema de detecção de sondas Taqman® (Applied Biosystems). Os ensaios de 

expressão gênica TaqMan® (Gene Expression Assays) consistem em um par de 

primers não marcados e uma sonda TaqMan® com marcação FAM™ ou VIC® na 

extremidade 5’ e MGB (minor groove binder) e NFQ (nonfluorescent quencher) na 

extremidade 3’. Este ensaio é baseado na atividade 5’ nuclease da enzima Taq DNA 

polymerase. O equipamento utilizado foi o PCR real time StepOne Plus (Applied 

Biosystems). 

As condições de reação foram: desnaturação inicial a 94°C por 2 minutos, e 

50 ciclos continuando a desnaturação em 94°C por 50 segundos, anelamento a 

60°C por 45 segundos e extensão a 72°C por 2 minutos. Uma curva-padrão com 5 

pontos em replicata com concentração conhecida de cDNA foi utilizada para 

quantificar as amostras (quantificação relativa). Os valores quantitativos foram 

obtidos a partir do ciclo limiar (threshold cycle (Ct)), onde o aumento do sinal 

fluorescente foi associado com um aumento exponencial do produto da qPCR que 

pôde ser detectado. 

 

Análise estatística 

A análise da expressão dos transcritos AR1/2, AR4 e a razão (AR3/5/6) / 

(AR5/6) foi realizada pelo teste U de Mann-Whitney, considerando sua distribuição 

não paramétrica.  

Devido à impossibilidade de avaliar a expressão do transcrito AR3 de maneira 

separada do AR5 e do AR6, optou-se por utilizar o método de Equações de 

Estimativas Generalizadas (GEE), considerando a distribuição não paramétrica e 

a dependência das quantificações dos transcritos AR3, AR5 e AR6. No teste de 

Amplificação por PCR em tempo real 
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GEE, foi utilizada a distribuição gama com função de ligação logarítmica, e a 

matriz de correlação empregada foi a não estruturada. Em seguida, foi utilizado o 

teste de Bonferroni para comparações múltiplas. 

Para verificar a associação entre os resultados de expressão gênica das 

isoformas e as demais variáveis estudadas, foi utilizada a correlação de Spearman. 

A diferença foi considerada significativa quando P < 0,05. A análise estatística foi 

realizada com a utilização do programa SPSS 18.0. 

 

Local de realização do projeto 

Os experimentos foram realizados nos Laboratórios de Biologia Molecular 

Endócrina e Tumoral, do Departamento de Fisiologia, UFRGS e no Laboratório de 

Ginecologia e Obstetrícia Molecular, no Centro de Pesquisa no HCPA, que dispõem 

da infraestrutura para a execução dos procedimentos utilizados neste projeto. 

 

Fontes de financiamento 

Este projeto foi submetido a agências de fomento para obtenção de recursos 

financeiros - FIPE-HCPA, CNPq, CAPES e FAPERGS. 
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Resultados 

  

Caracterização das amostras estudadas 

As principais características das amostras estudadas são apresentadas na 

tabela 3. A média de idade (apresentada como média (mínimo - máximo)) entre os 

grupos foi semelhante, 64,28 (45 - 76) anos para o grupo CaP e 64,20 (49 - 81) para 

o grupo HPB (P= 0,966). A mediana (percentil 25 - 75) da dosagem sérica de PSA 

pré-operatório foi de 8,0 (5,6 - 11,9) ng/dL no grupo CaP e de 4,42 (2,5 - 8,9) ng/dL 

no grupo HPB, sendo maior no grupo CaP quando comparada ao grupo HPB 

(*P=0,003). As características peso da próstata, escore de Gleason e estadiamento 

tumoral foram avaliadas somente no grupo CaP, onde o peso da próstata, que foi 

aferido pelo patologista, apresentou média de 44,52 g, variando de 26 a 132 g. Das 

25 amostras de CaP, 8 (32,0 %) apresentaram escore de Gleason ≤ 6, e 17 (68,0 %) 

apresentaram escore de Gleason > 6. Quanto ao estadiamento (pTNM), 16 (64,0 %) 

foram classificadas como T2, e 9 (36,0 %) foram classificadas como T3, sendo que 

nenhuma das 27 amostras de CaP foi classificada como estadiamento T4. Sete 

pacientes (28,0 %) apresentaram recidiva bioquímica, e, até o momento, 18 (72,0 %) 

pacientes não apresentaram recidiva bioquímica (acompanhados pelo menos 6 

meses após a cirurgia). 
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Tabela 3. Caracterização das amostras estudadas. 
a
 dados não avaliados para as amostras de HPB. 

b
 dados apresentados em número de amostra (%).  

§
 Teste t. 

&
 Teste de Mann-Whitney. 

 Cap (n= 25) HPB (n= 30) Valor-P 

Idade (média (mínimo - 
máximo)) 

64,3 (45 - 76) 64,2 (49 - 81) 0,966 § 

PSA pré-operatório (ng/dL) - 
mediana (percentil 25 - 75) 

8,0 (5,6 - 11,9) 4,4 (2,5 - 8,9) 0,003 & 

Peso da peça cirúrgica (g) a 39,0 (26,0 - 132,0) - n/a 

Escore de Gleason a, b 

≤ Gleason 6 

> Gleason 6 

 

8 (32,0 %) 

17 (68,0 %) 

- n/a 

Estadiamento (pTNM) a 

T2 

T3 

 

16 (64,0%) 

9 (36,0%) 

- n/a 

Recidiva bioquímica a 

Sim 

Não 

 

 

7 (28,0%) 

18 (72,0%) 

- n/a 
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Análises dos níveis de mRNA do receptor de androgênios e suas isoformas 

Para a análise de expressão gênica do AR e de suas isoformas (AR3, AR4, 

AR 5 e AR6), o cDNA de 30 amostras de HPB e 25 amostras de CaP foi examinado. 

A expressão tecidual dos mRNAs do AR e de suas isoformas foi quantificada por 

qPCR. 

A expressão gênica [mediana [(percentil 25% - 75%) unidades arbitrárias] do 

transcrito AR1/2 foi de 0,88 (0,65 - 1,39) no grupo HPB e 0,72 (0,39 - 1,55) no grupo 

CaP, não apresentando diferença entre os grupos (P= 0,331) (figura 6).  

 

 

        

Figura 6. Expressão gênica do AR1/2 em tecido prostático de pacientes com HPB e CaP. Cada ponto 
representa um paciente. As barras indicam a mediana da expressão gênica (HPB = 0,87; CaP = 
0,72). P= 0,331. 
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A expressão gênica do AR4 (figura 7) foi de 1,17 (0,68 - 2,34) no grupo HPB e 

1,59 (1,23 - 4,19) no grupo CaP, sendo maior no grupo CaP em relação ao grupo 

HPB (*P= 0,041). 

 

 

 

        

Figura 7. Expressão gênica do AR4 em tecido prostático de pacientes com HPB e CaP. Cada ponto 
representa um paciente. As barras indicam a mediana da expressão gênica (HPB = 1,17; CaP = 
1,59). * P= 0,041. 
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Quando foi considerada a variável recidiva bioquímica entre os pacientes com 

CaP, a expressão do AR4 foi maior nos pacientes que apresentaram recidiva (n = 6) 

(4,00 [2,45 - 7,13]), do que naqueles pacientes que não apresentaram recidiva (n = 

21) (1,56 [1,06 - 3,41]) (*P=0,049) (figura 8). 

 

 

         

Figura 8. Gráfico representado a expressão gênica do AR4 nos pacientes com CaP que 
apresentaram recidiva bioquímica (n = 7) ou não (n = 18). Dados apresentados como mediana e 
intervalo interquartil *P=0,047. 
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Para a avaliação dos transcritos AR3/5/6 (correspondente ao AR3, AR5 e 

AR6) e AR5/6 (AR5 e AR6), a análise de Equações de Estimativas Generalizadas 

(GEE) foi o teste empregado por considerar tanto a distribuição gama entre os dados 

quanto a dependência entre as variáveis analisadas. Nas comparações múltiplas 

(post hoc), foi utilizado o teste de Bonferroni. Embora os dados mostrem grande 

variabilidade, eles apresentam comportamento exponencial, o que permite 

representá-los como média ± erro padrão, valores estes utilizados pelo teste GEE.  

Ao analisar a expressão gênica do AR3/5/6 (figura 9), foi encontrada uma 

maior expressão no grupo CaP (3,06 ± 0,60) em relação ao grupo HPB (1,73 ± 0,27) 

(*P = 0,044). Já a expressão do AR5/6 (figura 10) não foi diferente entre os grupos 

CaP (4,88 ± 1,84) e HPB (8,55 ± 2,26) (P = 0,209). Os dados são apresentados 

como média ± erro padrão. 

        

Figura 9. Expressão gênica do transcrito AR3/5/6 em tecido prostático de pacientes com HPB e CaP. 
Cada ponto representa um paciente. As barras indicam a média da expressão gênica (HPB=1,73; 
CaP=3,06). *P = 0,044. 
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Figura 10. Expressão gênica do transcrito AR5/6 em tecido prostático de pacientes com HPB e CaP. 
Cada ponto representa um paciente. As barras indicam a média da expressão gênica (HPB=8,55; 
CaP=4,88). *P = 0,209. 

 

 

 

 

 

 



52 

 

Considerando-se que há uma maior expressão do AR3/5/6 no CaP, optamos 

por analisar a razão entre as expressões (AR3/5/6) / (AR5/6) nos grupos (teste de 

Mann-Whitney). Este valor foi de 0,21 (0,09 - 0,58) no grupo HPB e 1,37 (0,43 - 

3,59) no grupo CaP, sendo maior no grupo CaP em relação ao grupo HPB (*P< 

0,001) (figura 11). 

 

       

Figura 11. Razão entre a expressão gênica do AR3/5/6 e do AR 5/6 em tecido prostático de 
pacientes com HPB e CaP. Cada ponto representa um paciente. As barras indicam a mediana da 
expressão gênica (HPB = 0,21; CaP = 1,37). *P<0,001. 
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Na figura 12, estão representadas as expressões gênicas de todas as 

isoformas avaliadas nos grupos HPB e CaP. Como pode ser observado, a 

expressão tecidual das AR-V apresentou grande espectro de variação se 

comparadas à expressão gênica do AR.  

 

 

Figura 12. Expressão gênica do AR e de suas isoformas em HPB e CaP. a) Expressão 
gênica do transcrito AR1/2 não foi diferente entre os grupos CaP (0,72) e HPB (0,87) (P = 
0,331) b) Expressão gênica do AR4 é maior no grupo CaP do que no grupo HPB (P = 0,041). 
c) Expressão gênica do AR3/5/6 é maior no grupo CaP do que no grupo HPB (P = 0,044). d) 
Expressão gênica do AR5/6 não foi diferente entre os grupos CaP (4,88) e HPB (8,55) (P = 
0,209). 
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Correlações entre as variáveis estudadas 

Para avaliar se existe uma possível associação entre as variáveis estudadas, 

foi realizada a análise de correlação de Spearman nos grupos HPB ou CaP (tabelas 

4 e 5, respectivamente). Nas amostras de CaP, foi encontrada uma correlação 

positiva entre o escore de Gleason e os níveis de mRNA das isoformas AR5/6 

(0,493; P = 0,012) e uma correlação negativa entre o escore de Gleason e a razão 

(AR3/5/6) / (AR5/6) (-0,775; P < 0,001). A expressão gênica do AR4 correlacionou-

se positivamente com a expressão gênica das isoformas AR3/5/6 e AR5/6 (0,643; P 

= 0,001 e 0,457; P = 0,022). 

Nas amostras de HPB, foi encontrada uma correlação positiva entre a 

expressão gênica do AR e os níveis plasmáticos de PSA pré-operatório (0,463; P = 

0,012). Também foi encontrada uma correlação positiva entre a expressão gênica do 

AR4 e a expressão gênica do AR3/5/6 (0,818; P < 0,001), do AR5/6 (0,387; P = 

0,035) e a razão (AR3/5/6) / (AR5/6) (0,394; P = 0,031). Nesse mesmo grupo, a 

razão (AR3/5/6) / (AR5/6) apresentou correlação positiva com o transcrito AR3/5/6 

(0,651, P = <0,001) e correlação negativa com o transcrito AR5/6 (-0,464, P = 

0,010). 
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Tabela 4. Correlação entre dados analisados em amostras de CaP. Apresentadas como r (P). As variáveis idade, PSA e razão (AR3/5/6) / (AR5/6) foram 
testadas, mas não apresentaram correlação com nenhuma da outras variáveis. 

CaP 

r (P) 

Escore de 

Gleason 
AR1/2 AR4 AR3/5/6 AR5/6 

Razão           

(AR3/5/6) / (AR5/6) 

Escore de Gleason - - - - 0,493 (0,012) - 

AR1/2 -  - - - - 

AR4 - -  0,643 (<0,001) 0,457 (0,022) - 

AR3/5/6 - - 0,643 (<0,001) - - - 

AR5/6 0,493 (0,012) - 0,457 (0,022) - - - 

Razão      

(AR3/5/6) / (AR5/6) 
- - - - - - 
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Tabela 5. Correlação entre os dados analisados em amostras de HPB. Apresentados como r (P). A variável idade também foi testada, mas não apresentou 
diferença significativa. 

HPB 

r (P) 

AR1/2 AR4 AR3/5/6 AR5/6 
Razão       

(AR3/5/6) / (AR5/6) 

PSA pré-

operatório 

AR1/2 - - - - - 0,463 (0,012) 

AR4 - - 0,818 (0,<001) 0,387 (0,035) 0,394 (0,031) - 

AR3/5/6 - 0,818 (<0,001) - - 0,651 (<0,001) - 

AR5/6 - 0,387 (0,035) - - -0,464 (0,010) - 

Razão         

(AR3/5/6) / (AR5/6) 
- 0,394 (0,031) - -0,464 (0,010) - - 

PSA pré-operatório 0,463 (0,012) - 0,651 (<0,001) - - - 
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Discussão 

Os oligonucleotídeos e sondas utilizados neste trabalho foram escolhidos 

após uma cuidadosa análise de bioinformática. A alta especificidade de cada primer 

permitiu a amplificação do AR e das isoformas estudadas em ambos os tecidos de 

HPB e CaP. Até o momento, poucos trabalhos têm estudado a expressão destas 

isoformas em tecido benigno de HPB (Guo et al., 2009). Alguns autores (Hu et al., 

2009; Hu et al., 2011; Sun et al., 2010; Yamashita et al., 2012) relataram ter 

identificado a presença das isoformas em tecido normal; entretanto, estas amostras 

foram provenientes de cirurgia para retirada da próstata com câncer (prostatectomia 

radical). Amostras de tecido adjacente ao tumor, embora confirmadas 

morfologicamente como tecido não neoplásico, podem não corresponder 

exatamente a um tecido normal. Trabalhos de nosso grupo de pesquisa (Biolchi, V. - 

dados não publicados) demonstram a impossibilidade de caracterizar um tecido com 

aspecto morfológico normal como molecularmente normal (classificado como grupo 

normal, ou controle), uma vez que as alterações moleculares presentes neste tecido 

já se assemelham àquelas encontradas no tecido maligno. Cabe salientar que na 

época em que o trabalho de Sun e colaboradores (2010) foi publicado, ainda se 

acreditava que as isoformas AR3 e AR-V7 correspondiam a transcritos diferentes 

(Sun et al., 2010); porém, hoje, sabe-se que correspondem à mesma isoforma. Além 

disto, esses autores verificaram que a expressão do AR3 (e AR-V7) variou de 3 a 

6% nas amostras de tecido benigno estudadas (Sun et al., 2010). 

 No presente trabalho, foi possível verificar a expressão do mRNA do AR1/2 e 

de suas isoformas tanto nas amostras de HPB quanto nas amostras de CaP. A 

expressão gênica do AR1/2 não apresentou diferença entre os dois grupos 

estudados. Cabe salientar que o ensaio utilizado neste trabalho para se estudar a 

expressão da forma selvagem do AR1/2 é, de acordo com o fabricante, específico 

para os transcritos 1 e 2 (GI: 349501065 e GI:349510166, respectivamente) deste 

gene, o que pode ser diferente se forem utilizadas sequências de oligonucleotídeos 

que amplificam várias formas do AR (AR, AR3, AR4, AR5, AR8). Desta maneira, é 

possível assumir que a diferença de expressão do AR-total encontrada nestes casos 
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pode ser devida à amplificação também das isoformas e não do AR de maneira 

específica.  

A isoforma AR4 apresentou valores significativamente mais altos no CaP do 

que na HPB. Essa isoforma apresenta uma correlação positiva com a expressão das 

isoformas AR3/5/6 (AR3, AR5 e AR6 agrupadas) e com as isoformas AR5/6 (AR5 e 

6 em conjunto) em ambos os grupos. Ainda no grupo HPB, o AR4 apresenta 

correlação com a razão (AR3/5/6) / (AR5/6). Dentre os poucos trabalhos disponíveis 

na literatura que avaliaram as isoformas do AR, como já foi mencionado, apenas 

Zhao e cols. (2012) e Hörnberg e cols. (2011) mostram uma correlação positiva entre 

AR3 e AR4 em amostras de CaP (Hornberg et al., 2011; Zhao et al., 2012). Por outro 

lado, Watson e cols. (2010) observaram que a coexpressão de AR3 e AR4 resulta 

na anulação completa do ganho de função conferido pelo AR3, indicando que o AR4 

parece exercer um papel negativo sobre o AR3 (Watson et al., 2010). 

Quando os pacientes com CaP foram dicotomizados em apresentar ou não 

recidiva bioquímica, foi observada uma maior expressão do AR4 nos pacientes que 

apresentaram recidiva dos que não apresentaram até o momento. Zhao e 

colaboradores (2012) não observaram correlação entre a expressão do AR3, do AR4 

nem da razão AR3/AR4 com a recorrência bioquímica (Zhao et al., 2012). A 

presença de maior expressão de uma das isoformas, como o AR4, pode auxiliar no 

entendimento dos mecanismos de desenvolvimento tumoral que alteram a resposta 

às terapias hormonais convencionais que têm como alvo a redução da síntese de 

esteroides, como a castração cirúrgica, uso de agentes como a leuprolida (análogo 

do LHRH - hormônio liberador de hormônios luteinizantes) ou como a abiraterona, 

que inibe a enzima CYP17 e, consequentemente, a síntese de androgênios 

testiculares e adrenais. 

Embora não tenha sido encontrada diferença significativa nos níveis de 

expressão do AR5/6 entre os grupos, quando analisadas somente as amostras do 

grupo CaP, foi demonstrada uma correlação positiva entre o AR5/6 e o escore de 

Gleason. Estes resultados podem sugerir o envolvimento do AR5/6 com a 

manutenção da proliferação celular em amostras de CaP com escore de Gleason 

mais elevado, que apresentam uma taxa de proliferação elevada (Lopez-Beltran et 

al., 2012). Em discordância com os resultados de expressão gênica acima 
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apresentados, está descrito na literatura que as isoformas AR5 e AR6 estão 

presentes somente em amostras de linhagem celular (CWR22Rv1) e o exon 

alternativo que ambas compartilham (CE4, também chamado de 2b) não foi 

detectado em amostras de CaP resistente à castração (Hu et al., 2011). Este é mais 

um dos importantes achados deste trabalho, uma vez que foi possível detectar a 

presença de ambas as isoformas tanto no grupo HPB quanto no grupo CaP.  

Devido à impossibilidade da amplificação específica do AR3, vide anexo 2, a 

abordagem escolhida neste estudo foi a amplificação das isoformas AR3, AR5 e 

AR6 agrupadas e das isoformas AR5 e AR6 em conjunto, chamadas de AR3/5/6 e 

AR5/6, respectivamente. A fim de inferir um valor para a expressão do AR3, optou-

se por avaliar a razão entre as expressões (AR3/5/6) / (AR5/6), onde se assumiu 

que um resultado maior que 1 seria devido à presença da expressão do AR3, e, um 

resultado menor que 1, à sua ausência. Esta razão (AR3/5/6) / (AR5/6) apresenta 

níveis mais elevados no CaP do que na HPB, o que pode sugerir a importância da 

isoforma AR3 no desenvolvimento tumoral, conforme sugerido por Guo e 

colaboradores (Guo et al., 2009).  

Neste trabalho, o peso da próstata não apresentou correlação com nenhuma 

das variáveis estudadas, enquanto que, na literatura, foi demonstrada uma 

correlação positiva entre a presença das isoformas e o volume prostático (Watson et 

al., 2010). Outros autores, embora tenham encontrado uma correlação positiva entre 

o peso da próstata e a expressão do AR3 em tumores classificados com escore de 

Gleason 6 (3+3), não encontraram esta correlação nas amostras de carcinoma de 

Gleason 7 ou 8 (Zhao et al., 2012). 

Os dados de expressão gênica apresentaram um grande espectro de 

variação em ambos os grupos (figura 6), o que também foi observado em estudos 

prévios (Zhao et al., 2012). A maior variação das expressões gênicas foi 

apresentada pelo transcrito amplificado pelo oligonucleotídio do AR3/5/6, que 

corresponde aos mRNA das isoformas AR3, AR5 e AR6 em conjunto. A razão 

(AR3/5/6) / (AR5/6) apresentou maior variabilidade nas amostras de CaP, que, se a 

considerarmos como um valor indireto da expressão do AR3, também foi encontrado 

por Zhao e colaboradores (2012). O AR4 apresentou maior espectro de variação no 

grupo CaP em relação ao grupo HPB. Observamos também que alguns pacientes 
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expressaram as isoformas em níveis até maiores que o AR, o que difere dos dados 

da literatura, que encontraram níveis bastante inferiores de expressão das isoformas 

em comparação à expressão do AR (Hornberg et al., 2011; Watson et al., 2010). As 

discrepâncias entre os resultados podem ser tecnicamente explicadas por 

sensibilidades diferentes nas técnicas de qPCR utilizadas (SYBr x TaqMan), mas 

também pode refletir as disparidades quanto aos parâmetros de bioinformática, que, 

no presente estudo, foram extensivamente observados. 

De maneira oposta à literatura (Zhao et al., 2012), não foi observada 

correlação entre a expressão das isoformas e o PSA pré-operatório, o que pode ser 

explicado pelo fato deste gene (KLK3 - kallikrein-related peptidase 3) não ser alvo da 

ação das isoformas, mas somente do AR total (Hornberg et al., 2011). Alguns 

estudos observaram que diversos genes são regulados somente pelo AR, somente 

pelo AR3 e por ambos, o que demonstra que o AR e o AR3 têm papéis sobrepostos, 

mas ainda distintos, uma vez que, por exemplo, o gene da AKT1, que tem sido 

implicada no desenvolvimento e progressão do CaP, parece ser regulado 

preferencialmente pelo AR3 (Guo et al., 2009). E, ainda, os genes regulados 

preferencialmente pelo AR3 estão envolvidos em diversas funções, como: 

transdução de sinal, transcrição, modificações pós-transcricionais, remodelamento 

da cromatina, transporte de íons e metabolismo celular (Guo et al., 2009). Guo 

(2009), assim como, Li e colaboradores (2013) observaram que a expressão dos 

genes da fase M do ciclo celular acompanhou a expressão das AR-V (AR3 e AR5), 

visto que ambas apresentaram uma resposta bifásica quando houve exposição a 

níveis baixos (1 nmol) e, em seguida, altos (100 nmol) de androgênios (Li et al., 

2013).  

A detecção das variantes do AR também no tecido prostático benigno (HPB) 

complementa os dados apresentados na literatura que demonstram a expressão 

destas isoformas em tecido benigno (proveniente de prostatectomia radical), maligno 

e metastático (Dehm et al., 2008; Guo et al., 2009; Hornberg et al., 2011; Hu et al., 

2009; Marcias et al., 2010; Sun et al., 2010; Watson et al., 2010), o que permite 

assumir que estas isoformas constitutivamente ativas participam dos eventos 

proliferativos nas células prostáticas. No decorrer da progressão tumoral, pode 

ocorrer uma seleção dessas variantes, via seleção de subclones mais malignos ou 
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resistentes à castração ou, ainda, pela regulação hormônio-dependente das AR-V 

(Watson et al., 2010). A castração induz um aumento da expressão destas isoformas 

em modelos xenográficos de VCaP em camundongos, e, quando é realizada a 

reposição hormonal, ocorre uma repressão da expressão destas variantes. Já foi 

demonstrado que as AR-V apresentam uma fraca expressão em linhagens celulares 

dependentes de androgênios (LNCaP e LAPC4), enquanto que em linhagens 

independentes de androgênios, como CWR22, 22 Rv1 e linhagens insensíveis a 

androgênios derivadas de LNCaP (C81, C4-2 e C4-2B) a expressão destas 

isoformas é significativamente mais alta (Guo et al., 2009). Estes dados implicam em 

uma correlação inversa entre a expressão das AR-V e a dependência de 

androgênios (Guo et al., 2009).  

A localização das diferentes isoformas na célula também é diferente. 

Enquanto que o AR3 apresenta localização nuclear, o AR4 é citoplasmático (Watson 

et al., 2010), embora estudos anteriores tenham demonstrado que, no CaP 

resistente à castração, a isoforma AR3 tem uma distribuição mais nuclear do que no 

CaP sensível à androgênios, onde possui uma distribuição mais citoplasmática (Guo 

et al., 2009). No entanto, Hu e colaboradores (2012) verificaram que a estimulação 

androgênica não altera a localização nuclear do AR3 (Hu et al., 2012). A observação 

da presença dos sítios de fosforilação pelo Src (nuclear receptor coactivator) na 

molécula do AR3 sugere que esta família de cinases pode estar envolvida na 

translocação do AR3 (Guo et al., 2009). 

Em estudos em linhagens celulares, observou-se que todas as AR-V entram 

no núcleo, e isto não é afetado pelo tipo de linhagem celular ou pela presença do 

AR. Embora estas isoformas possuam um NLS (sinal de localização nuclear) 

bipartido, elas apresentam um nível de localização nuclear basal, intrínseco, 

demonstrando que a translocação nuclear acontece de maneira diferente daquela do 

AR e de maneira independente dos aminoácidos presentes no NLS, ainda que este 

resíduo seja importante para a função transcricional destas isoformas (Chan et al., 

2012).  

A identificação e caracterização funcional de genes diferencialmente 

expressos entre tecidos tumorais e normais constituem etapas fundamentais para 

permitir a melhor compreensão do processo carcinogênico e desenvolvimento de 
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novas estratégias anti-tumorais. Estudos futuros, com o objetivo de identificar a 

expressão proteica das isoformas nos tecidos de HPB e CaP, bem como sua 

localização celular e associação com os dados clínicos de CaP, podem contribuir 

para a elucidação do papel das mesmas no desenvolvimento e progressão tumoral. 
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Conclusão 

 Foi possível detectar a presença do AR e das isoformas analisadas 

neste estudo tanto no tecido benigno (HPB) quanto no tecido maligno 

(CaP), o que permite assumir que estas isoformas constitutivamente 

ativas estejam envolvidas no desenvolvimento destas doenças 

prostáticas.  

 Nos pacientes com CaP e recidiva bioquímica, foi encontrada uma 

maior expressão da isoforma AR4 em relação àqueles pacientes que 

não apresentaram recidiva. 

 Há uma expressão diferencial dos transcritos entre os grupos, sendo 

que os transcritos AR4 e AR3/5/6 foram mais expressos nas amostras 

de carcinoma em relação às amostras de HPB.  

 Dentre as amostras do grupo CaP, o AR5/6 apresentou correlação 

positiva com escore de Gleason, o que sugere sua participação na 

manutenção da proliferação celular, porém essa relação deve ser 

avaliada mais profundamente em estudos futuros. 

 Não foi encontrada associação entre a expressão das AR-V com as 

variáveis idade, estadiamento tumoral e níveis séricos de PSA no 

grupo CaP. 

 No grupo HPB, somente a variável níveis séricos de PSA foi associada 

à expressão do AR1/2, e não à expressão das isoformas.  
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Anexos 

Anexo 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 

Identificação da presença de isoformas do receptor de androgênios (AR) 

em tumores da próstata. 

Prezado Senhor _________________________________________________ 

Estamos conduzindo um estudo para identificar características genéticas que 

possam estar associadas ao surgimento e crescimento de tumores prostáticos. 

Dentre as doenças prostáticas, a hiperplasia prostática benigna (aumento da 

próstata) e o câncer de próstata apresentam alta incidência na população. A 

expressão modificada de alguns genes pode alterar o tecido normal da próstata e 

levar à formação desses tumores.  

Como o senhor tem o diagnóstico de____________________________ 

(hiperplasia prostática benigna ou câncer de próstata) e lhe foi recomendada cirurgia 

para a retirada da glândula, gostaríamos de convidá-lo para participar do estudo. 

Caso aceite, sua participação no estudo consistirá em uma coleta de amostra de 

sangue e a permitir que após retirada da peça cirúrgica três pequenos fragmentos 

da mesma (10 mm x 5 mm) sejam encaminhados para estudo genético (análise da 

expressão de genes). O restante da peça cirúrgica será destinado ao exame 

histopatológico normal. Portanto, não haverá modificação da técnica cirúrgica. O 

material será coletado após o término da cirurgia, e este procedimento não 

apresenta nenhum risco para sua saúde. 

Quanto à coleta sanguínea, o Sr. será submetido à coleta de 10 mL de 

sangue venoso, hoje, após lhe explicarmos este termo de compromisso e o senhor 

assiná-lo ou então no dia da cirurgia, com o objetivo de realizar dosagens 

hormonais. Os riscos envolvidos com essa coleta são os riscos inerentes ao 

procedimento, sendo a ocorrência de pequenos hematomas (manchas roxas) a 

alteração mais comum. 

Se o Sr. concordar, armazenaremos as amostras de sangue e de tecido para 

que outras características possam ser analisadas no futuro, em outros trabalhos de 

nosso grupo (nesse caso, estes trabalhos serão também apresentados ao Comitê de 

Ética em Pesquisa). No futuro, essas características poderão auxiliar na 

identificação de características genéticas específicas de pacientes sob risco de 

desenvolver tumores de próstata. No entanto, os resultados deste estudo não trarão 

benefícios diretos para o senhor. 
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O Sr. é livre para decidir por participar ou não do estudo, e sua recusa não 

implicará em nenhum prejuízo em seu atendimento neste Hospital. Não haverá 

nenhuma despesa para sua participação neste projeto. O senhor receberá uma via 

deste termo de consentimento, sendo que a qualquer momento o seu consentimento 

em participar deste estudo poderá ser retirado. Todas as informações obtidas 

estarão à sua disposição se assim desejar. Todos os resultados referentes à 

pesquisa serão utilizados para fins exclusivos de pesquisa, sendo resguardada sua 

total confidencialidade.  

Os pesquisadores responsáveis por este projeto são Profa. Dra. Ilma Simoni 

Brum da Silva (51 33083559 ou 99969044), Prof. Dr. Milton Berger (51 33598286), 

Prof. Dr. Brasil Silva Neto (51 84070066) e a pós-graduanda Ana Caroline Hillebrand 

(51 33083559 ou 81531606). Caso o senhor tenha qualquer dúvida sobre o projeto 

poderá nos contatar nos telefones indicados acima. Tendo este projeto sido revisado 

e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa desta Instituição (51 33598304). 

Eu, __________________________________________________________, 

fui informado dos objetivos e da justificativa da pesquisa de forma clara e detalhada, 

bem como do procedimento de coleta de sangue a que serei submetido e das 

determinações de características genéticas que serão feitas. Recebi uma via deste 

termo de consentimento e também a garantia de resposta a dúvidas ou 

esclarecimentos relacionados à pesquisa e da segurança da confidencialidade dos 

dados obtidos.   

Local e data _________________________________________________________ 

Paciente ou responsável (nome legível):___________________________________ 

Assinatura: __________________________________________________________ 

Pesquisador: ________________________________________________________ 

Assinatura: __________________________________________________________ 

HOSPITAL DE CLÍNICAS DE PORTO ALEGRE- CENTRO DE PESQUISA EXPERIMENTAL  

LAGOM (LABORATÓRIO 12106) - RUA RAMIRO BARCELOS, 2350 - BAIRRO RIO 

BRANCO - FONE: 51 33597625- PORTO ALEGRE 

LABORATÓRIO DE BIOLOGIA MOLECULAR ENDÓCRINA E TUMORAL (LABORATÓRIO 09) 
-  RUA SARMENTO LEITE, 500 - CENTRO - FONE: 51 33083559 - PORTO ALEGRE 
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Anexo 2 - Carta de Aprovação do Projeto 
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Anexo 3 - Alinhamento das sequências de cDNA corrrepondentes aos 

genes do receptor de androgênios (AR) e suas isoformas 

 

A seguir, estão descritas as sequências dos oligonucleotídeos utilizados 

no presente estudo e as sequências de oligonucleotídeos disponíveis na 

literatura, marcadas em cores e apresentadas na tabela seguinte (Guo et al., 

2009; Hu et al., 2009; Watson et al., 2010).  
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Autor (ano) Transcrito alvo Sense (5’-3’) Antisense (5’-3’) 

Hillebrand 

(2013) 

AR4 AGGGTGTTTGGAGTCTCAGA TTTGTAGATGATTCATTCCTGG 

AR3/5/6 CTCTTGATTGCTGACTCCCTC TGGTTACCACTCATGTAGTTGT 

AR5/6 GACACTAACCCCAAGCCATAC CACAGAGCAACATCAGACAGT 

Guo     

(2009) 

AR CTACTCCGGACCTTACGGGGACATGCG GGGCTGACATTCATAGCCTTCAATGTGTGAC 

AR3 CTACTCCGGACCTTACGGGGACATGCG TGCCAACCCGGAATTTTTCTCCC  

AR4 CTACTCCGGACCTTACGGGGACATGCG GATTCTTTCAGAAACAACAACAGCTGCT  

AR5 CTACTCCGGACCTTACGGGGACATGCG CTTTTAATTTGTTCATTCTGAAAAATCCTC 

Hu       

(2009) 

P7 (AR3: 125pb) CCATCTTGTCGTCTTCGGAAATGTTATGAAGC TTTGAATGAGGCAAGTCAGCCTTTCT  

P6 (AR4: 145pb) CCATCTTGTCGTCTTCGGAAATGTTATGAAGC CTGTTGTGGATGAGCAGCTGAGAGTCT 

P3 (AR3: 834pb) TGTCACTATGGAGCTCTCACATGTGG CTGTGGATCAGCTACTACCTTCAGCTC  

P4 (AR4 full-length + OFR: 2134 pb) GTTGCTCCCGCAAGTTTCCTTCTC CTGTTGTGGATGAGCAGCTGAGAGTCT 

P5 (AR3 full-length + ORF: 2113) GTTGCTCCCGCAAGTTTCCTTCTC TTTGAATGAGGCAAGTCAGCCTTTCT 

Watson 

(2010) 

AR exon 1* GCAGGAAGCAGTATCCGAAG GACACCGACACTGCCTTACA 
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Na sequência, alinhamento das sequências do AR com seus ortólogos 

no programa Clustal W.  

Os números de acesso para esta análise foram: AR 

(gi|21322251|ref|NM_000044.2|); AR3 (gi|224181613|gb|FJ235916.1|); 

AR4 (gi|224181615|gb|FJ235917.1|); AR5 (gi|224181619|gb|FJ235919.1|); 

AR6 (gi|224181621|gb|FJ235920.1|). Nucleotídeos com “*” são idênticos 

entre todos os transcritos. Traços “-“ representam gaps na sequência.  
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CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment 

 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       -------------------------------------------------- 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      CGAGATCCCGGGGAGCCAGCTTGCTGGGAGAGCGGGACGGTCCGGAGCAA 50 

                                                                                     

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       -------------------------------------------------- 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      GCCCAGAGGCAGAGGAGGCGACAGAGGGAAAAAGGGCCGAGCTAGCCGCT 100 

                                                                                     

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       -------------------------------------------------- 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      CCAGTGCTGTACAGGAGCCGAAGGGACGCACCACGCCAGCCCCAGCCCGG 150 

                                                                                     

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       -------------------------------------------------- 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      CTCCAGCGACAGCCAACGCCTCTTGCAGCGCGGCGGCTTCGAAGCCGCCG 200 

                                                                                     

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       -------------------------------------------------- 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      CCCGGAGCTGCCCTTTCCTCTTCGGTGAAGTTTTTAAAAGCTGCTAAAGA 250 

                                                                                     

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       -------------------------------------------------- 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      CTCGGAGGAAGCAAGGAAAGTGCCTGGTAGGACTGACGGCTGCCTTTGTC 300 

                                                                                     

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       -------------------------------------------------- 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      CTCCTCCTCTCCACCCCGCCTCCCCCCACCCTGCCTTCCCCCCCTCCCCC 350 

                                                                                     

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       -------------------------------------------------- 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      GTCTTCTCTCCCGCAGCTGCCTCAGTCGGCTACTCTCAGCCAACCCCCCT 400  
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gi|224181619|gb|FJ235919.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       -------------------------------------------------- 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      CACCACCCTTCTCCCCACCCGCCCCCCCGCCCCCGTCGGCCCAGCGCTGC 450 

                                                                                     

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       -------------------------------------------------- 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      CAGCCCGAGTTTGCAGAGAGGTAACTCCCTTTGGCTGCGAGCGGGCGAGC 500 

                                                                                     

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       -------------------------------------------------- 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      TAGCTGCACATTGCAAAGAAGGCTCTTAGGAGCCAGGCGACTGGGGAGCG 550 

                                                                                     

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       -------------------------------------------------- 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      GCTTCAGCACTGCAGCCACGACCCGCCTGGTTAGGCTGCACGCGGAGAGA 600 

                                                                                     

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       -------------------------------------------------- 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      ACCCTCTGTTTTCCCCCACTCTCTCTCCACCTCCTCCTGCCTTCCCCACC 650 

                                                                                     

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       -------------------------------------------------- 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      CCGAGTGCGGAGCCAGAGATCAAAAGATGAAAAGGCAGTCAGGTCTTCAG 700 

                                                                                     

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       -------------------------------------------------- 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      TAGCCAAAAAACAAAACAAACAAAAACAAAAAAGCCGAAATAAAAGAAAA 750 

                                                                                     

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       --------------------------------------GACACTGAATTT 12 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       --------------------------------------GACACTGAATTT 12 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       --------------------------------------GACACTGAATTT 12 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       --------------------------------------GACACTGAATTT 12 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      AGATAATAACTCAGTTCTTATTTGCACCTACTTCAGTGGACACTGAATTT 800 

                                                                        ************ 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       GGAAGGTGGAGGATTTTGTTTTTTTCTTTTAAGATCTGGGCATCTTTTGA 62 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       GGAAGGTGGAGGATTTTGTTTTTTTCTTTTAAGATCTGGGCATCTTTTGA 62 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       GGAAGGTGGAGGATTTTGTTTTTTTCTTTTAAGATCTGGGCATCTTTTGA 62 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       GGAAGGTGGAGGATTTTGTTTTTTTCTTTTAAGATCTGGGCATCTTTTGA 62 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      GGAAGGTGGAGGATTTTGTTTTTTTCTTTTAAGATCTGGGCATCTTTTGA 850 

                                  ************************************************** 
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gi|224181619|gb|FJ235919.1|       ATCTACCCTTCAAGTATTAAGAGACAGACTGTGAGCCTAGCAGGGCAGAT 112 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       ATCTACCCTTCAAGTATTAAGAGACAGACTGTGAGCCTAGCAGGGCAGAT 112 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       ATCTACCCTTCAAGTATTAAGAGACAGACTGTGAGCCTAGCAGGGCAGAT 112 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       ATCTACCCTTCAAGTATTAAGAGACAGACTGTGAGCCTAGCAGGGCAGAT 112 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      ATCTACCCTTCAAGTATTAAGAGACAGACTGTGAGCCTAGCAGGGCAGAT 900 

                                  ************************************************** 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       CTTGTCCACCGTGTGTCTTCTTCTGCACGAGACTTTGAGGCTGTCAGAGC 162 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       CTTGTCCACCGTGTGTCTTCTTCTGCACGAGACTTTGAGGCTGTCAGAGC 162 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       CTTGTCCACCGTGTGTCTTCTTCTGCACGAGACTTTGAGGCTGTCAGAGC 162 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       CTTGTCCACCGTGTGTCTTCTTCTGCACGAGACTTTGAGGCTGTCAGAGC 162 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      CTTGTCCACCGTGTGTCTTCTTCTGCACGAGACTTTGAGGCTGTCAGAGC 950 

                                  ************************************************** 

 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       GCTTTTTGCGTGGTTGCTCCCGCAAGTTTCCTTCTCTGGAGCTTCCCGCA 212 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       GCTTTTTGCGTGGTTGCTCCCGCAAGTTTCCTTCTCTGGAGCTTCCCGCA 212 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       GCTTTTTGCGTGGTTGCTCCCGCAAGTTTCCTTCTCTGGAGCTTCCCGCA 212 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       GCTTTTTGCGTGGTTGCTCCCGCAAGTTTCCTTCTCTGGAGCTTCCCGCA 212 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      GCTTTTTGCGTGGTTGCTCCCGCAAGTTTCCTTCTCTGGAGCTTCCCGCA 1000 

                                  ************************************************** 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       GGTGGGCAGCTAGCTGCAGCGACTACCGCATCATCACAGCCTGTTGAACT 262 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       GGTGGGCAGCTAGCTGCAGCGACTACCGCATCATCACAGCCTGTTGAACT 262 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       GGTGGGCAGCTAGCTGCAGCGACTACCGCATCATCACAGCCTGTTGAACT 262 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       GGTGGGCAGCTAGCTGCAGCGACTACCGCATCATCACAGCCTGTTGAACT 262 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      GGTGGGCAGCTAGCTGCAGCGACTACCGCATCATCACAGCCTGTTGAACT 1050 

                                  ************************************************** 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       CTTCTGAGCAAGAGAAGGGGAGGCGGGGTAAGGGAAGTAGGTGGAAGATT 312 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       CTTCTGAGCAAGAGAAGGGGAGGCGGGGTAAGGGAAGTAGGTGGAAGATT 312 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       CTTCTGAGCAAGAGAAGGGGAGGCGGGGTAAGGGAAGTAGGTGGAAGATT 312 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       CTTCTGAGCAAGAGAAGGGGAGGCGGGGTAAGGGAAGTAGGTGGAAGATT 312 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      CTTCTGAGCAAGAGAAGGGGAGGCGGGGTAAGGGAAGTAGGTGGAAGATT 1100 

                                  ************************************************** 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       CAGCCAAGCTCAAGGATGGAAGTGCAGTTAGGGCTGGGAAGGGTCTACCC 362 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       CAGCCAAGCTCAAGGATGGAAGTGCAGTTAGGGCTGGGAAGGGTCTACCC 362 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       CAGCCAAGCTCAAGGATGGAAGTGCAGTTAGGGCTGGGAAGGGTCTACCC 362 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       CAGCCAAGCTCAAGGATGGAAGTGCAGTTAGGGCTGGGAAGGGTCTACCC 362 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      CAGCCAAGCTCAAGGATGGAAGTGCAGTTAGGGCTGGGAAGGGTCTACCC 1150 

                                  ************************************************** 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       TCGGCCGCCGTCCAAGACCTACCGAGGAGCTTTCCAGAATCTGTTCCAGA 412 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       TCGGCCGCCGTCCAAGACCTACCGAGGAGCTTTCCAGAATCTGTTCCAGA 412 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       TCGGCCGCCGTCCAAGACCTACCGAGGAGCTTTCCAGAATCTGTTCCAGA 412 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       TCGGCCGCCGTCCAAGACCTACCGAGGAGCTTTCCAGAATCTGTTCCAGA 412 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      TCGGCCGCCGTCCAAGACCTACCGAGGAGCTTTCCAGAATCTGTTCCAGA 1200 

                                  ************************************************** 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       GCGTGCGCGAAGTGATCCAGAACCCGGGCCCCAGGCACCCAGAGGCCGCG 462 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       GCGTGCGCGAAGTGATCCAGAACCCGGGCCCCAGGCACCCAGAGGCCGCG 462 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       GCGTGCGCGAAGTGATCCAGAACCCGGGCCCCAGGCACCCAGAGGCCGCG 462 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       GCGTGCGCGAAGTGATCCAGAACCCGGGCCCCAGGCACCCAGAGGCCGCG 462 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      GCGTGCGCGAAGTGATCCAGAACCCGGGCCCCAGGCACCCAGAGGCCGCG 1250 

                                  ************************************************** 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       AGCGCAGCACCTCCCGGCGCCAGTTTGCTGCTGCAGCAGCAGCAGCAGCA 512 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       AGCGCAGCACCTCCCGGCGCCAGTTTGCTGCTGCAGCAGCAGCAGCAGCA 512 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       AGCGCAGCACCTCCCGGCGCCAGTTTGCTGCTGCAGCAGCAGCAGCAGCA 512 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       AGCGCAGCACCTCCCGGCGCCAGTTTGCTGCTGCAGCAGCAGCAGCAGCA 512 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      AGCGCAGCACCTCCCGGCGCCAGTTTGCTGCTGCTGCAGCAGCAGCAGCA 1300 

                                  ********************************** *************** 

 

Sense P4 (AR3) / P5 (AR3) (Hu, 2009) 
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gi|224181619|gb|FJ235919.1|       GCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGC 562 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       GCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGC 562 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       GCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGC 562 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       GCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGC 562 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      GCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGC 1350 

                                  ************************************************** 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       AGCAGCAGCAGCAGCAGCAAGAGACTAGCCCCAGGCAGCAGCAGCAGCAG 612 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       AGCAGCAGCAGCAGCAGCAAGAGACTAGCCCCAGGCAGCAGCAGCAGCAG 612 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       AGCAGCAGCAGCAGCAGCAAGAGACTAGCCCCAGGCAGCAGCAGCAGCAG 612 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       AGCAGCAGCAGCAGCA---AGAGACTAGCCCCAGGCAGCAGCAGCAGCAG 609 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      AGCA---------------AGAGACTAGCCCCAGGCAGCAGCAGCAGCAG 1385 

                                  ****               ******************************* 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       CAGGGTGAGGATGGTTCTCCCCAAGCCCATCGTAGAGGCCCCACAGGCTA 662 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       CAGGGTGAGGATGGTTCTCCCCAAGCCCATCGTAGAGGCCCCACAGGCTA 662 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       CAGGGTGAGGATGGTTCTCCCCAAGCCCATCGTAGAGGCCCCACAGGCTA 662 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       CAGGGTGAGGATGGTTCTCCCCAAGCCCATCGTAGAGGCCCCACAGGCTA 659 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      CAGGGTGAGGATGGTTCTCCCCAAGCCCATCGTAGAGGCCCCACAGGCTA 1435 

                                  ************************************************** 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       CCTGGTCCTGGATGAGGAACAGCAACCTTCACAGCCGCAGTCGGCCCTGG 712 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       CCTGGTCCTGGATGAGGAACAGCAACCTTCACAGCCGCAGTCGGCCCTGG 712 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       CCTGGTCCTGGATGAGGAACAGCAACCTTCACAGCCGCAGTCGGCCCTGG 712 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       CCTGGTCCTGGATGAGGAACAGCAACCTTCACAGCCGCAGTCGGCCCTGG 709 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      CCTGGTCCTGGATGAGGAACAGCAACCTTCACAGCCGCAGTCGGCCCTGG 1485 

                                  ************************************************** 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       AGTGCCACCCCGAGAGAGGTTGCGTCCCAGAGCCTGGAGCCGCCGTGGCC 762 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       AGTGCCACCCCGAGAGAGGTTGCGTCCCAGAGCCTGGAGCCGCCGTGGCC 762 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       AGTGCCACCCCGAGAGAGGTTGCGTCCCAGAGCCTGGAGCCGCCGTGGCC 762 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       AGTGCCACCCCGAGAGAGGTTGCGTCCCAGAGCCTGGAGCCGCCGTGGCC 759 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      AGTGCCACCCCGAGAGAGGTTGCGTCCCAGAGCCTGGAGCCGCCGTGGCC 1535 

                                  ************************************************** 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       GCCAGCAAGGGGCTGCCGCAGCAGCTGCCAGCACCTCCGGACGAGGATGA 812 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       GCCAGCAAGGGGCTGCCGCAGCAGCTGCCAGCACCTCCGGACGAGGATGA 812 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       GCCAGCAAGGGGCTGCCGCAGCAGCTGCCAGCACCTCCGGACGAGGATGA 812 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       GCCAGCAAGGGGCTGCCGCAGCAGCTGCCAGCACCTCCGGACGAGGATGA 809 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      GCCAGCAAGGGGCTGCCGCAGCAGCTGCCAGCACCTCCGGACGAGGATGA 1585 

                                  ************************************************** 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       CTCAGCTGCCCCATCCACGTTGTCCCTGCTGGGCCCCACTTTCCCCGGCT 862 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       CTCAGCTGCCCCATCCACGTTGTCCCTGCTGGGCCCCACTTTCCCCGGCT 862 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       CTCAGCTGCCCCATCCACGTTGTCCCTGCTGGGCCCCACTTTCCCCGGCT 862 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       CTCAGCTGCCCCATCCACGTTGTCCCTGCTGGGCCCCACTTTCCCCGGCT 859 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      CTCAGCTGCCCCATCCACGTTGTCCCTGCTGGGCCCCACTTTCCCCGGCT 1635 

                                  ************************************************** 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       TAAGCAGCTGCTCCGCTGACCTTAAAGACATCCTGAGCGAGGCCAGCACC 912 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       TAAGCAGCTGCTCCGCTGACCTTAAAGACATCCTGAGCGAGGCCAGCACC 912 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       TAAGCAGCTGCTCCGCTGACCTTAAAGACATCCTGAGCGAGGCCAGCACC 912 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       TAAGCAGCTGCTCCGCTGACCTTAAAGACATCCTGAGCGAGGCCAGCACC 909 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      TAAGCAGCTGCTCCGCTGACCTTAAAGACATCCTGAGCGAGGCCAGCACC 1685 

                                  ************************************************** 

 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       ATGCAACTCCTTCAGCAACAGCAGCAGGAAGCAGTATCCGAAGGCAGCAG 962 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       ATGCAACTCCTTCAGCAACAGCAGCAGGAAGCAGTATCCGAAGGCAGCAG 962 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       ATGCAACTCCTTCAGCAACAGCAGCAGGAAGCAGTATCCGAAGGCAGCAG 962 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       ATGCAACTCCTTCAGCAACAGCAGCAGGAAGCAGTATCCGAAGGCAGCAG 959 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      ATGCAACTCCTTCAGCAACAGCAGCAGGAAGCAGTATCCGAAGGCAGCAG 1735 

                                  ************************************************** 

 

Sense AR exon 1(Watson, 2010) 
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gi|224181619|gb|FJ235919.1|       CAGCGGGAGAGCGAGGGAGGCCTCGGGGGCTCCCACTTCCTCCAAGGACA 1012 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       CAGCGGGAGAGCGAGGGAGGCCTCGGGGGCTCCCACTTCCTCCAAGGACA 1012 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       CAGCGGGAGAGCGAGGGAGGCCTCGGGGGCTCCCACTTCCTCCAAGGACA 1012 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       CAGCGGGAGAGCGAGGGAGGCCTCGGGGGCTCCCACTTCCTCCAAGGACA 1009 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      CAGCGGGAGAGCGAGGGAGGCCTCGGGGGCTCCCACTTCCTCCAAGGACA 1785 

                                  ************************************************** 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       ATTACTTAGGGGGCACTTCGACCATTTCTGACAACGCCAAGGAGTTGTGT 1062 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       ATTACTTAGGGGGCACTTCGACCATTTCTGACAACGCCAAGGAGTTGTGT 1062 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       ATTACTTAGGGGGCACTTCGACCATTTCTGACAACGCCAAGGAGTTGTGT 1062 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       ATTACTTAGGGGGCACTTCGACCATTTCTGACAACGCCAAGGAGTTGTGT 1059 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      ATTACTTAGGGGGCACTTCGACCATTTCTGACAACGCCAAGGAGTTGTGT 1835 

                                  ************************************************** 

 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       AAGGCAGTGTCGGTGTCCATGGGCCTGGGTGTGGAGGCGTTGGAGCATCT 1112 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       AAGGCAGTGTCGGTGTCCATGGGCCTGGGTGTGGAGGCGTTGGAGCATCT 1112 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       AAGGCAGTGTCGGTGTCCATGGGCCTGGGTGTGGAGGCGTTGGAGCATCT 1112 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       AAGGCAGTGTCGGTGTCCATGGGCCTGGGTGTGGAGGCGTTGGAGCATCT 1109 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      AAGGCAGTGTCGGTGTCCATGGGCCTGGGTGTGGAGGCGTTGGAGCATCT 1885 

                                  ************************************************** 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       GAGTCCAGGGGAACAGCTTCGGGGGGATTGCATGTACGCCCCACTTTTGG 1162 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       GAGTCCAGGGGAACAGCTTCGGGGGGATTGCATGTACGCCCCACTTTTGG 1162 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       GAGTCCAGGGGAACAGCTTCGGGGGGATTGCATGTACGCCCCACTTTTGG 1162 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       GAGTCCAGGGGAACAGCTTCGGGGGGATTGCATGTACGCCCCACTTTTGG 1159 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      GAGTCCAGGGGAACAGCTTCGGGGGGATTGCATGTACGCCCCACTTTTGG 1935 

                                  ************************************************** 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       GAGTTCCACCCGCTGTGCGTCCCACTCCTTGTGCCCCATTGGCCGAATGC 1212 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       GAGTTCCACCCGCTGTGCGTCCCACTCCTTGTGCCCCATTGGCCGAATGC 1212 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       GAGTTCCACCCGCTGTGCGTCCCACTCCTTGTGCCCCATTGGCCGAATGC 1212 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       GAGTTCCACCCGCTGTGCGTCCCACTCCTTGTGCCCCATTGGCCGAATGC 1209 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      GAGTTCCACCCGCTGTGCGTCCCACTCCTTGTGCCCCATTGGCCGAATGC 1985 

                                  ************************************************** 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       AAAGGTTCTCTGCTAGACGACAGCGCAGGCAAGAGCACTGAAGATACTGC 1262 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       AAAGGTTCTCTGCTAGACGACAGCGCAGGCAAGAGCACTGAAGATACTGC 1262 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       AAAGGTTCTCTGCTAGACGACAGCGCAGGCAAGAGCACTGAAGATACTGC 1262 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       AAAGGTTCTCTGCTAGACGACAGCGCAGGCAAGAGCACTGAAGATACTGC 1259 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      AAAGGTTCTCTGCTAGACGACAGCGCAGGCAAGAGCACTGAAGATACTGC 2035 

                                  ************************************************** 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       TGAGTATTCCCCTTTCAAGGGAGGTTACACCAAAGGGCTAGAAGGCGAGA 1312 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       TGAGTATTCCCCTTTCAAGGGAGGTTACACCAAAGGGCTAGAAGGCGAGA 1312 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       TGAGTATTCCCCTTTCAAGGGAGGTTACACCAAAGGGCTAGAAGGCGAGA 1312 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       TGAGTATTCCCCTTTCAAGGGAGGTTACACCAAAGGGCTAGAAGGCGAGA 1309 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      TGAGTATTCCCCTTTCAAGGGAGGTTACACCAAAGGGCTAGAAGGCGAGA 2085 

                                  ************************************************** 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       GCCTAGGCTGCTCTGGCAGCGCTGCAGCAGGGAGCTCCGGGACACTTGAA 1362 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       GCCTAGGCTGCTCTGGCAGCGCTGCAGCAGGGAGCTCCGGGACACTTGAA 1362 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       GCCTAGGCTGCTCTGGCAGCGCTGCAGCAGGGAGCTCCGGGACACTTGAA 1362 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       GCCTAGGCTGCTCTGGCAGCGCTGCAGCAGGGAGCTCCGGGACACTTGAA 1359 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      GCCTAGGCTGCTCTGGCAGCGCTGCAGCAGGGAGCTCCGGGACACTTGAA 2135 

                                  ************************************************** 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       CTGCCGTCTACCCTGTCTCTCTACAAGTCCGGAGCACTGGACGAGGCAGC 1412 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       CTGCCGTCTACCCTGTCTCTCTACAAGTCCGGAGCACTGGACGAGGCAGC 1412 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       CTGCCGTCTACCCTGTCTCTCTACAAGTCCGGAGCACTGGACGAGGCAGC 1412 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       CTGCCGTCTACCCTGTCTCTCTACAAGTCCGGAGCACTGGACGAGGCAGC 1409 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      CTGCCGTCTACCCTGTCTCTCTACAAGTCCGGAGCACTGGACGAGGCAGC 2185 

                                  ************************************************** 

 

Antisense AR exon 1(Watson, 2010) 
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gi|224181619|gb|FJ235919.1|       TGCGTACCAGAGTCGCGACTACTACAACTTTCCACTGGCTCTGGCCGGAC 1462 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       TGCGTACCAGAGTCGCGACTACTACAACTTTCCACTGGCTCTGGCCGGAC 1462 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       TGCGTACCAGAGTCGCGACTACTACAACTTTCCACTGGCTCTGGCCGGAC 1462 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       TGCGTACCAGAGTCGCGACTACTACAACTTTCCACTGGCTCTGGCCGGAC 1459 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      TGCGTACCAGAGTCGCGACTACTACAACTTTCCACTGGCTCTGGCCGGAC 2235 

                                  ************************************************** 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       CGCCGCCCCCTCCGCCGCCTCCCCATCCCCACGCTCGCATCAAGCTGGAG 1512 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       CGCCGCCCCCTCCGCCGCCTCCCCATCCCCACGCTCGCATCAAGCTGGAG 1512 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       CGCCGCCCCCTCCGCCGCCTCCCCATCCCCACGCTCGCATCAAGCTGGAG 1512 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       CGCCGCCCCCTCCGCCGCCTCCCCATCCCCACGCTCGCATCAAGCTGGAG 1509 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      CGCCGCCCCCTCCGCCGCCTCCCCATCCCCACGCTCGCATCAAGCTGGAG 2285 

                                  ************************************************** 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       AACCCGCTGGACTACGGCAGCGCCTGGGCGGCTGCGGCGGCGCAGTGCCG 1562 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       AACCCGCTGGACTACGGCAGCGCCTGGGCGGCTGCGGCGGCGCAGTGCCG 1562 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       AACCCGCTGGACTACGGCAGCGCCTGGGCGGCTGCGGCGGCGCAGTGCCG 1562 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       AACCCGCTGGACTACGGCAGCGCCTGGGCGGCTGCGGCGGCGCAGTGCCG 1559 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      AACCCGCTGGACTACGGCAGCGCCTGGGCGGCTGCGGCGGCGCAGTGCCG 2335 

                                  ************************************************** 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       CTATGGGGACCTGGCGAGCCTGCATGGCGCGGGTGCAGCGGGACCCGGTT 1612 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       CTATGGGGACCTGGCGAGCCTGCATGGCGCGGGTGCAGCGGGACCCGGTT 1612 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       CTATGGGGACCTGGCGAGCCTGCATGGCGCGGGTGCAGCGGGACCCGGTT 1612 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       CTATGGGGACCTGGCGAGCCTGCATGGCGCGGGTGCAGCGGGACCCGGTT 1609 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      CTATGGGGACCTGGCGAGCCTGCATGGCGCGGGTGCAGCGGGACCCGGTT 2385 

                                  ************************************************** 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       CTGGGTCACCCTCAGCCGCCGCTTCCTCATCCTGGCACACTCTCTTCACA 1662 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       CTGGGTCACCCTCAGCCGCCGCTTCCTCATCCTGGCACACTCTCTTCACA 1662 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       CTGGGTCACCCTCAGCCGCCGCTTCCTCATCCTGGCACACTCTCTTCACA 1662 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       CTGGGTCACCCTCAGCCGCCGCTTCCTCATCCTGGCACACTCTCTTCACA 1659 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      CTGGGTCACCCTCAGCCGCCGCTTCCTCATCCTGGCACACTCTCTTCACA 2435 

                                  ************************************************** 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       GCCGAAGAAGGCCAGTTGTATGGACCGTGTGGTGGTGGTGGGGGTGGTGG 1712 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       GCCGAAGAAGGCCAGTTGTATGGACCGTGTGGTGGTGGTGGGGGTGGTGG 1712 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       GCCGAAGAAGGCCAGTTGTATGGACCGTGTGGTGGTGGTGGGGGTGGTGG 1712 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       GCCGAAGAAGGCCAGTTGTATGGACCGTGTGGTGGTGGTGGGGGTGGTGG 1709 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      GCCGAAGAAGGCCAGTTGTATGGACCGTGTGGTGGTGGTGGGGGTGGTGG 2485 

                                  ************************************************** 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       CGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCG------------ 1750 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       CGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCG------------ 1750 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       CGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCG------------ 1750 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       CGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCG------------ 1747 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      CGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCG 2535 

                                  **************************************             

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       AGGCGGGAGCTGTAGCCCCCTACGGCTACACTCGGCCCCCTCAGGGGCTG 1800 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       AGGCGGGAGCTGTAGCCCCCTACGGCTACACTCGGCCCCCTCAGGGGCTG 1800 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       AGGCGGGAGCTGTAGCCCCCTACGGCTACACTCGGCCCCCTCAGGGGCTG 1800 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       AGGCGGGAGCTGTAGCCCCCTACGGCTACACTCGGCCCCCTCAGGGGCTG 1797 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      AGGCGGGAGCTGTAGCCCCCTACGGCTACACTCGGCCCCCTCAGGGGCTG 2585 

                                  ************************************************** 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       GCGGGCCAGGAAAGCGACTTCACCGCACCTGATGTGTGGTACCCTGGCGG 1850 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       GCGGGCCAGGAAAGCGACTTCACCGCACCTGATGTGTGGTACCCTGGCGG 1850 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       GCGGGCCAGGAAAGCGACTTCACCGCACCTGATGTGTGGTACCCTGGCGG 1850 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       GCGGGCCAGGAAAGCGACTTCACCGCACCTGATGTGTGGTACCCTGGCGG 1847 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      GCGGGCCAGGAAAGCGACTTCACCGCACCTGATGTGTGGTACCCTGGCGG 2635 

                                  ************************************************** 
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gi|224181619|gb|FJ235919.1|       CATGGTGAGCAGAGTGCCCTATCCCAGTCCCACTTGTGTCAAAAGCGAAA 1900 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       CATGGTGAGCAGAGTGCCCTATCCCAGTCCCACTTGTGTCAAAAGCGAAA 1900 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       CATGGTGAGCAGAGTGCCCTATCCCAGTCCCACTTGTGTCAAAAGCGAAA 1900 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       CATGGTGAGCAGAGTGCCCTATCCCAGTCCCACTTGTGTCAAAAGCGAAA 1897 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      CATGGTGAGCAGAGTGCCCTATCCCAGTCCCACTTGTGTCAAAAGCGAAA 2685 

                                  ************************************************** 

 

 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       TGGGCCCCTGGATGGATAGCTACTCCGGACCTTACGGGGACATGCGTTTG 1950 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       TGGGCCCCTGGATGGATAGCTACTCCGGACCTTACGGGGACATGCGTTTG 1950 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       TGGGCCCCTGGATGGATAGCTACTCCGGACCTTACGGGGACATGCGTTTG 1950 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       TGGGCCCCTGGATGGATAGCTACTCCGGACCTTACGGGGACATGCGTTTG 1947 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      TGGGCCCCTGGATGGATAGCTACTCCGGACCTTACGGGGACATGCGTTTG 2735 

                                  ************************************************** 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       GAGACTGCCAGGGACCATGTTTTGCCCATTGACTATTACTTTCCACCCCA 2000 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       GAGACTGCCAGGGACCATGTTTTGCCCATTGACTATTACTTTCCACCCCA 2000 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       GAGACTGCCAGGGACCATGTTTTGCCCATTGACTATTACTTTCCACCCCA 2000 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       GAGACTGCCAGGGACCATGTTTTGCCCATTGACTATTACTTTCCACCCCA 1997 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      GAGACTGCCAGGGACCATGTTTTGCCCATTGACTATTACTTTCCACCCCA 2785 

                                  ************************************************** 

 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       GAAGACCTGCCTGATCTGTGGAGATGAAGCTTCTGGGTGTCACTATGGAG 2050 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       GAAGACCTGCCTGATCTGTGGAGACGAAGCTTCTGGGTGTCACTATGGAG 2050 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       GAAGACCTGCCTGATCTGTGGAGATGAAGCTTCTGGGTGTCACTATGGAG 2050 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       GAAGACCTGCCTGATCTGTGGAGATGAAGCTTCTGGGTGTCACTATGGAG 2047 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      GAAGACCTGCCTGATCTGTGGAGATGAAGCTTCTGGGTGTCACTATGGAG 2835 

                                  ************************ ************************* 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       CTCTCACATGTGGAAGCTGCAAGGTCTTCTTCAAAAGAGCCGCTGAAGGG 2100 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       CTCTCACATGTGGAAGCTGCAAGGTCTTCTTCAAAAGAGCCGCTGAAGG- 2099 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       CTCTCACATGTGGAAGCTGCAAGGTCTTCTTCAAAAGAGCCGCTGAAGG- 2099 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       CTCTCACATGTGGAAGCTGCAAGGTCTTCTTCAAAAGAGCCGCTGAAGG- 2096 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      CTCTCACATGTGGAAGCTGCAAGGTCTTCTTCAAAAGAGCCGCTGAAGG- 2884 

                                  *************************************************  

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       AAACAGAAGTACCTGTGCGCCAGCAGAAATGATTGCACTATTGATAAATT 2150 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       -------------------------------------------------- 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      -------------------------------------------------- 

                                                                                     

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       CCGAAGGAAAAATTGTCCATCTTGTCGTCTTCGGAAATGTTATGAAGCAG 2200 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       -------------------------------------------------- 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      -------------------------------------------------- 

                                                                                     

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       GGATGACTCTGGGAGGATTTTTCAGAATGAACAAATTAAAAGAATCATCA 2250 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       ----------------ATTTTTCAGAATGAACAAATTAAAAGAATCATCA 2133 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       -------------------------------------------------- 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      -------------------------------------------------- 

                                                                                     

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       GACACTAACCCCAAGCCATACTGCATGGCAGCACCAATGGGACTGACAGA 2300 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       GACACTAACCCCAAGCCATACTGCATGGCAGCACCAATGGGACTGACAGA 2183 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       -------------------------------------------------- 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      -------------------------------------------------- 

                                                                                     

 

Sense AR5/6 (Hillebrand, 2013) 

Sense AR / AR3/ AR4 / AR5 (Guo, 2009) 

Antisense AR5 (Guo, 2009) 

Sense P3 (AR3)(Hu, 2009) 
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gi|224181619|gb|FJ235919.1|       AAACAACAGAAATAGGAAGAAATCCTACAGAGAAACAAACTTGAAAGCTG 2350 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       AAACAACAGAAATAGGAAGAAATCCTACAGAGAAACAAACTTGAAAGCTG 2233 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       -------------------------------------------------- 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      -------------------------------------------------- 

                                                                                     

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       TCTCATGGCCTTTGAATCATACTTAAGTTTTATGATGGAAGGATACGACT 2400 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       TCTCATGGCCTTTGAATCATACTTAAGTTTTATGATGGAAGGATACGACT 2283 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       -------------------------------------------------- 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      -------------------------------------------------- 

                                                                                     

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       ATGAAGAAAGACACAGAGCAACATCAGACAGTCAAGAATTTCAGAGCCAG 2450 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       ATGAAGAAAGACACAGAGCAACATCAGACAGTCAAGAATTTCAGAGCCAG 2333 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       -------------------------------------------------- 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       -------------------------------------------------- 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      -------------------------------------------------- 

                                                                                     

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       CTGGCATGCAGTGGACCTCATGCCAGCCCATTTTATGACTATTTAGGGAA 2500 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       CTGGCATGCAGTGGACCTCATGCCAGCCCATTTTATGACTATTTAGGGAG 2383 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       -----------------------------------------------GAA 2102 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       -----------------------------------------------GAA 2099 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      -----------------------------------------------GAA 2887 

                                                                                 **  

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       ACAGAAGTACCTGTGCGCCAGCAGAAATGATTGCACTATTGATAAATTCC 2550 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       ACAGAAGTACCTGTGCGCCAGCAGAAATGATTGCACTATTGATAAATTCC 2433 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       ACAGAAGTACCTGTGCGCCAGCAGAAATGATTGCACTATTGATAAATTCC 2152 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       ACAGAAGTACCTGTGCGCCAGCAGAAATGATTGCACTATTGATAAATTCC 2149 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      ACAGAAGTACCTGTGCGCCAGCAGAAATGATTGCACTATTGATAAATTCC 2937 

                                  ************************************************** 

 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       GAAGGAAAAATTGTCCATCTTGTCGTCTTCGGAAATGTTATGAAGCAGGG 2600 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       GAAGGAAAAATTGTCCATCTTGTCGTCTTCGGAAATGTTATGAAGCAGGG 2483 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       GAAGGAAAAATTGTCCATCTTGTCGTCTTCGGAAATGTTATGAAGCAGGG 2202 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       GAAGGAAAAATTGTCCATCTTGTCGTCTTCGGAAATGTTATGAAGCAGGG 2199 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      GAAGGAAAAATTGTCCATCTTGTCGTCTTCGGAAATGTTATGAAGCAGGG 2987 

                                  ************************************************** 

 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       ATGACTCTGGGAGAAAAATTCCGGGTTGGCAATTGCAAGCATCTCAAAAT 2650 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       GTGACTCTGGGAGAAAAATTCCGGGTTGGCAATTGCAAGCATCTCAAAAT 2533 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       ATGACTCTGGGAGAAAAATTCCGGGTTGGCAATTGCAAGCATCTCAAAAT 2252 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       ATGACTCTGGGAG------------------------------------- 2212 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      ATGACTCTGGGAG------CCCGGA-----AGCTG-AAGAAACTTG--GT 3023 

                                   ************                                      

 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       GACCAGACCCTGAAGAAAGGCTGACTTGCCTCATTCAAAATGAGGGCTCT 2700 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       GACCAGACCCTGAAGAAAGGCTGACTTGCCTCATTCAAAATGAGGGCTCT 2583 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       GACCAGACCCTGAAGAAAGGCTGACTTGCCTCATTCAAAATGAGGGCTCT 2302 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       -------------------------------------------------- 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      AATCTGAAACTACAGGAGGAAGGAGAGGCTTCCAGCACCACCAGCCCCAC 3073 

                                                                                     

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       AGAGGGCTCTAGTGGATAGTCTGGAGAAACCTGGCGTCTGAGGCTTAGGA 2750 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       AGAGGGCTCTAGTGGATAGTCTGGAGAAACCTGGCGTCTGAGGCTTAGGA 2633 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       AGAGGGCTCTAGTGGATAGTCTGGAGAAACCTGGCGTCTGAGGCTTAGGA 2352 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       -------------------------------------------------- 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      TGAGGAGAC-AACCCAGAAGCTGACAGTGTCACACATTGAAGGCT-ATGA 3121 

                                                                                     

 

Antisense AR5/6 (Hillebrand,2013) 

Antisense AR (Guo, 2009) 

Antisense AR3 (Guo, 2009) 

Sense P6 (AR4) / P7 (AR3) (Hu, 2009) 

Antisense P5 (AR3) / P7 (AR3) (Hu, 2009) 
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gi|224181619|gb|FJ235919.1|       GCTTAGGTTTTTGCTCCTCAACACAGACTTTGACGT--TGGGGTTGGGGG 2798 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       GCTTAGGTTTTTGCTCCTCAACACAGACTTTGACGT--TGGGGTTGGGGG 2681 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       GCTTAGGTTTTTGCTCCTCAACACAGACTTTGACGT--TGGGGTTGGGGG 2400 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       -------------------------------------------------- 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      ATGTCAGCCCATCTTTCTGAAT---GTCCTGGAAGCCATTGAGCCAGGTG 3168 

                                                                                     

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       CTAC-TCTCTTGATTGCTGACTCCCTCCAGCGGGAC-------CAATAGT 2840 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       CTAC-TCTCTTGATTGCTGACTCCCTCCAGCGGGAC-------CAATAGT 2723 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       CTAC-TCTCTTGATTGCTGACTCCCTCCAGCGGGAC-------CAATAGT 2442 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       ---------------------------CAGC------------------- 2216 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      TAGTGTGTGCTGGACAC-GACAACAACCAGCCCGACTCCTTTGCAGCCTT 3217 

                                                             ****                    

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       GTTTTCCTACCTCACAGGGATGTTGTGAGGACGGGCTGTAGAAGTAAT-- 2888 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       GTTTTCCTACCTCACAGGGATGTTGTGAGGACGGGCTGTAGAAGTAAT-- 2771 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       GTTTTCCTACCTCACAGGGATGTTGTGAGGACGGGCTGTAGAAGTAAT-- 2490 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       --------------------TGTTGT------------------------ 2222 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      GCTCTCTAGCCTCAATGAACTGGGAGAGAGACAGCTTGTACACGTGGTCA 3267 

                                                      **                             

 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       AGTGGTTACCA----CTCATGTAGTTGTGAGTATCATGATTAT-TGTTTC 2933 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       AGTGGTTACCA----CTCATGTAGTTGTGAGTATCATGATTAT-TGTTTC 2816 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       AGTGGTTACCA----CTCATGTAGTTGTGAGTATCATGATTAT-TGTTTC 2535 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       --------------------------------------------TGTTTC 2228 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      AGTGG--GCCAAGGCCTTGCCTGGCT-TCCGCAAC----TTACACGTGGA 3310 

                                                                               **    

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       CTGTAATGTGGCTTGGCATTGGCAAAGTGCTTTTTGATTGTTCTTGATCA 2983 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       CTGTAATGTGGCTTGGCATTGGCAAAGTGCTTTTTGATTGTTCTTGATCA 2866 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       CTGTAATGTGGCTTGGCATTGGCAAAGTGCTTTTTGATTGTTCTTGATCA 2585 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       T------------------------------------------------- 2229 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      CGACCAGATGGCT-GTCATT----CAGTACTCCTGGATGGGGCTC-ATGG 3354 

                                                                                     

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       CATATGATGGGGGCCAGGCAC---TGACTCAGGCGGATGCAGTGAAGCTC 3030 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       CATATGATGGGGGCCAGGCAC---TGACTCAGGCGGATGCAGTGAAGCTC 2913 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       CATATGATGGGGGCCAGGCAC---TGACTCAGGCGGATGCAGTGAAGCTC 2632 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       -------------------------------------------------- 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      TGTTTGCCATGGGCTGGCGATCCTTCACCAATGTCAACTCCAGGATGCTC 3404 

                                                                                     

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       TGGCTCAGTC---GCTTGCTTTTCGTGGTGTGCTGCCAGGAAGAAACTTT 3077 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       TGGCTCAGTC---GCTTGCTTTTCGTGGTGTGCTGCCAGGAAGAAACTTT 2960 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       TGGCTCAGTC---GCTTGCTTTTCGTGGTGTGCTGCCAGGAAGAAACTTT 2679 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       ---------------------------------------GAAAGAATCTT 2240 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      TACTTCGCCCCTGATCTGGTTTTCAATGAGTACCGC-ATGCACAAGTCCC 3453 

                                                                         * *  *      

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       GCTGATGGG-ACTCAAGGTGTCACCTTGGACAAGAAGCAACTGTGTCTGT 3126 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       GCTGATGGG-ACTCAAGGTGTCACCTTGGACAAGAAGCAACTGTGTCTGT 3009 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       GCTGATGGG-ACTCAAGGTGTCACCTTGGACAAGAAGCAACTGTGTCTGT 2728 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       G-------------AGGGTGT----TTGGA------------------GT 2255 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      G--GATGTACAGCCAGTGTGTC----CGAAT--GAGGCACCT----CTCT 3491 

                                  *             *  ****      * *                

    * 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       CTGAGGTTCCTGTGGCCATCTTTATTTGTGTATTAGGCAATTCGTATTTC 3176 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       CTGAGGTTCCTGTGGCCATCTTTATTTGTGTATTAGGCAATTCGTATTTC 3059 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       CTGAGGTTCCTGTGGCCATCTTTATTTGTGTATTAGGCAATTCGTATTTC 2778 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       CTCAGA-----ATGGCT--------------------------------- 2267 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      CAAGAGTTTGGATGGCT---CCAAATCACCCCCCAGG-AATTCCTGTG-- 3535 

                                  *           ****                                   

 

Sense AR356 (Hillebrand, 2013) 

Antisense AR3/5/6 (Hillebrand, 2013) 

Antisense AR4 (Guo, 2009) 

Sense AR4 (Hillebrand, 2013) 

 

 

 

 

 Antisense AR3/5/6 (Hillebrand, 2013) 

 Sense AR3/5/6 (Hillebrand, 2013) 
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gi|224181619|gb|FJ235919.1|       CCCCTTAGG---TTCTAGCCTTCTGGATC---CCAGCCAGTGACCTAGAT 3220 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       CCCCTTAGG---TTCTAGCCTTCTGGATC---CCAGCCAGTGACCTAGAT 3103 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       CCCCTTAGG---TTCTAGCCTTCTGGATC---CCAGCCAGTGACCTAGAT 2822 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       -TCCTTAAA---GACTA-CCTTCAGACTC---TCAGCT------------ 2297 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      -CATGAAAGCACTGCTACTCTTCAGCATTATTCCAGTGGATGGGCTGAAA 3584 

                                        *       ***  **** *  *     ***               

 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       CTTAGCCTCAGGCCCTGTCACTGAGCT--GAAGGTAGTAGCTGATCCACA 3268 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       CTTAGCCTCAGGCCCTGTCACTGAGCT--GAAGGTAGTAGCTGATCCACA 3151 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       CTTAGCCTCAGGCCCTGTCACTGAGCT--GAAGGTAGTAGCTGATCCACA 2870 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       ---------------------------------------GCTCATCCACA 2308 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      ---AATCAAAAATTCTTTGA-TGAACTTCGAA---------TGAACTACA 3621 

                                                                           * * * *** 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       GAAGTTCAGTAAACAAGGACCAGATTTCTGCTTCTCCAGGAGAAGAAGCC 3318 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       GAAGTTCAGTAAACAAGGACCAGATTTCTGCTTCTCCAGGAGAAGAAGCC 3201 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       GAAGTTCAGTAAACAAGGACCAGATTTCTGCTTCTCCAGGAGAAGAAGCC 2920 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       ------------ACAGAGATCAG--------------------------- 2319 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      -----TCAAGGAACTC-GATCGTATCATTGCATG--CAAAAGAAAAAATC 3663 

                                              **   ** *                              

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       AGCCAACCCCTCTCTTCAAACACACTGAGAGACTACAGTCCGACTTTCCC 3368 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       AGCCAACCCCTCTCTTCAAACACACTGAGAGACTACAGTCCGACTTTCCC 3251 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       AGCCAACCCCTCTCTTCAAACACACTGAGAGACTACAGTCCGACTTTCCC 2970 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       ------CCCTTCTTTGTAGA------------------------------ 2333 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      --CCA--CATCCTGCTCAAG-ACGCTT-----CTAC----CAGCTCACCA 3699 

                                         *   **    *                                 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       TCTTACATCTAGCCTTACTGTAGCCACACTCCTTGATTGCTCTCTCACAT 3418 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       TCTTACATCTAGCCTTACTGTAGCCACACTCCTTGATTGCTCTCTCACAT 3301 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       TCTTACATCTAGCCTTACTGTAGCCACACTCCTTGATTGCTCTCTCACAT 3020 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       ---------------------------------TGATT------------ 2338 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      ---AGCTCCTGGACTCCGTGCAGCC-TATTGCGAGAGAGCTGCATCAGTT 3745 

                                                                    **               

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       CACATGCTTCTCTTCATCAGTTG--TAAGCCTCTCATTCTTCTCCCAAGC 3466 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       CACATGCTTCTCTTCATCAGTTG--TAAGCCTCTCATTCTTCTCCCAAGC 3349 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       CACATGCTTCTCTTCATCAGTTG--TAAGCCTCTCATTCTTCTCCCAAGC 3068 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       ----------------------------------CATTCCTG-------- 2346 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      CAC-------TTTTGACCTGCTAATCAAGTCACACATGGT------GAGC 3782 

                                                                    ***              

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       -CAGACTCAAATATTGTATTGATGTCAAAGAAGAATCACTTAGAGTTTGG 3515 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       -CAGACTCAAATATTGTATTGATGTCAAAGAAGAATCACTTAGAGTTTGG 3398 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       -CAGACTCAAATATTGTATTGATGTCAAAGAAGAATCACTTAGAGTTTGG 3117 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       -------------------------------------------------- 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      GTGGACTT---TCCGGAAATGATGGCAGAGA----TCATCTC---TGTGC 3822 

                                                                                     

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       AA-TATCTTGTTCTCTCTCTGC-----TCCATAGCTTCCATATTGACACC 3559 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       AA-TATCTTGTTCTCTCTCTGC-----TCCATAGCTTCCATATTGACACC 3442 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       AA-TATCTTGTTCTCTCTCTGC-----TCCATAGCTTCCATATTGACACC 3161 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       --------------------GC-----TGCAT----------TTGA---- 2357 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      AAGTGCCCAAGATCCTTTCTGGGAAAGTCAAGCCCATCTATTTCCACACC 3872 

                                                      *      *  *           *  *     

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       AGTTTCTTTCTAGTGGAGAAGTGGAG--TCTGTGAAGCCAGGGAAACACA 3607 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       AGTTTCTTTCTAGTGGAGAAGTGGAG--TCTGTGAAGCCAGGGAAACACA 3490 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       AGTTTCTTTCTAGTGGAGAAGTGGAG--TCTGTGAAGCCAGGGAAACACA 3209 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       -------------------------------------------AAAC-CA 2363 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      ----------CAGTGAAGCATTGGAAACCCTATTTCCCCACCCCAGCTCA 3912 

                                                                              * * ** 

 

Antisense P6 / P4 (AR4) (Hu, 2009) 

Antisense AR4 (Hillebrand, 2013) 

 

 

 Antisense AR4 (Hillebrand, 2013) 



83 

 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       CATGTGAGAGTCAGAAGGACTCTCCCTGACTTGCCTGGGGCCTGTCTTTC 3657 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       CATGTGAGAGTCAGAAGGACTCTCCCTGACTTGCCTGGGGCCTGTCTTTC 3540 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       CATGTGAGAGTCAGAAGGACTCTCCCTGACTTGCCTGGGGCCTGTCTTTC 3259 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       CATAT-------------------------------------TGT----- 2371 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      TGCCCCCTT-TCAGATGTCTTCTGCCTGTTATAACTCTGCACTACTCCTC 3961 

                                                                            *        

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       C----CACCTTCTCCAGTCTG-TCTAAACACACACACACACACACACACA 3702 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       C----CACCTTCTCCAGTCTG-TCTAAACACACACACACACACACACACA 3585 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       C----CACCTTCTCCAGTCTG-TCTAAACACACACACACACACACACACA 3304 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       ------------------------TAA----------------------- 2374 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      TGCAGTGCCTTGGGGAATTTCCTCTATTGATGTACAGTCTGTCATGAACA 4011 

                                                          **                         

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       CACACACACACAC-ACACAC-ACGCTCTCTCTCTCTCTCCCCCCCCAACA 3750 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       CACACACACACAC-ACACAC-ACGCTCTCTCTCTCTCTCCCCCCCCAACA 3633 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       CACACACACACAC-ACACAC-ACGCTCTCTCTCTCTCTCCCCCCCCAACA 3352 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       -------------------------------------------------- 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      TGTTCCTGAATTCTATTTGCTGGGCTTTTTTTTTCTCTTTCTCTCC---- 4057 

                                                                                     

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       CACACACACTCTCTCTCTCACACACACACACATACACACACACTTCTTTC 3800 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       CACACACACTCTCTCTCTCACACACACACACATACACACACACTTCTTTC 3683 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       CACACACACTCTCTCTCTCACACACACACACATACACACACACTTCTTTC 3402 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       -------------------------------------------------- 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      ---------TTTCTTTTTC-------------TTCTTCCCTCCCTATCTA 4085 

                                                                                     

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       TCTTTCCCCTGACTCAGCAACATTCTGGAGAAAAGCCAAGGAAGGACTTC 3850 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       TCTTTCCCCTGACTCAGCAACATTCTGGAGAAAAGCCAAGGAAGGACTTC 3733 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       TCTTTCCCCTGACTCAGCAACATTCTGGAGAAAAGCCAAGGAAGGACTTC 3452 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       ----TTGCTTGAC------------------------------------- 2383 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      ACCCTCCCATGGCACCTTCAGACTTTGC------------------TTCC 4117 

                                      *  * ** *                                      

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       AGGAGGGGAGTTTCCCCCTTCTCAGGGCAGAATTTTA-ATCTCCAGACCA 3899 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       AGGAGGGGAGTTTCCCCCTTCTCAGGGCAGAATTTTA-ATCTCCAGACCA 3782 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       AGGAGGGGAGTTTCCCCCTTCTCAGGGCAGAATTTTA-ATCTCCAGACCA 3501 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       -----------------------------GAATTTAA-ATCCC------- 2396 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      CATTGTGGCTCCTATCTGTGTTTTGAATGGTGTTGTATGCCTTTAAATCT 4167 

                                                               *  **  *   *          

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       ACAAGAAGTTCCCTAATGTGGATTGAAAGGCTAATGAGGTTTATTTTTA- 3948 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       ACAAGAAGTTCCCTAATGTGGATTGAAAGGCTAATGAGGTTTATTTTTA- 3831 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       ACAAGAAGTTCCCTAATGTGGATTGAAAGGCTAATGAGGTTTATTTTTA- 3550 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       ----------------------------------------------TTG- 2399 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      GTGATGA---TCCTCATATGGCCC-AGTGTCAAGTTGTGCTTGTTTACAG 4213 

                                                                                     

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       -ACTACTTT---CTATTTGTTTGAATGTT-GCATAT-TTCTACTAGTGAA 3992 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       -ACTACTTT---CTATTTGTTTGAATGTT-GCATAT-TTCTACTAGTGAA 3875 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       -ACTACTTT---CTATTTGTTTGAATGTT-GCATAT-TTCTACTAGTGAA 3594 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       -ACTACTTT---TCATTT-------------------------------- 2413 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      CACTACTCTGTGCCAGCCACACAAACGTTTACTTATCTTATGCCACGGGA 4263 

                                   ****** *     *                                    

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       ATTTTCCCTTAATAAAGCCAT-TAATACACCCAAAAAAAAAAAAA--AAA 4039 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       ATTTTCCCTTAATAAAGCCAT-TAATACACCCAAAAAAAAAAAAA--AAA 3922 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       ATTTTCCCTTAATAAAGCCAT-TAATACACCCAAAAAAAAAAAAA--AAA 3641 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       -------------------------------CAAAAAAAAAAAAA--AAA 2430 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      AGTTTAGAGAGCTAAGATTATCTGGGGAAATCAAAACAAAAACAAGCAAA 4313 

                                                                 ***** ***** **  *** 

 

gi|224181619|gb|FJ235919.1|       - 

gi|224181621|gb|FJ235920.1|       - 

gi|224181613|gb|FJ235916.1|       - 

gi|224181615|gb|FJ235917.1|       - 

gi|21322251|ref|NM_000044.2|      C 4314  
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Anexo 3 - Análises da estrutura secundária e parâmetros energéticos das 
sequências de oligonucleotídeos  

 

Primers e sondas para mRNA do AR4. Primer sense e sua estrutura secundária 

obtida a partir do programa RNAfold. Primer antisense e sua estrutura secundária 

obtida a partir do programa RNAfold. Sonda e sua estrutura secundária obtida a 

partir do programa RNAfold. 

AR4 

SENSE 5’ - AGGGTGTTTGGAGTCTCAGA - 3’ 

Estrutura secundária - RNAfold 

A energia livre do conjunto 
termodinâmico é -1,06 kcal / mol. 

A frequência da estrutura MFE no 
conjunto é 28,91%. 

A diversidade do conjunto é 3,50. 

A estrutura secundária centroide em 
notação “dot-braked” com um mínimo 
de energia livre de 1,00 kcal / mol é 
dada ao lado. 

 

ANTISENSE 5’ - CCAGGAATGAATCATCTACAAA - 3’ 

Estrutura secundária - RNAfold 

A energia livre do conjunto 
termodinâmico é -0.43  kcal / mol. 

A frequência da estrutura MFE no 
conjunto é 49.91 %. 

A diversidade do conjunto é 2.37 . 

A estrutura secundária centroide em 
notação “dot-braked” com um mínimo 
de energia livre de  0.00 kcal / mol é 
dada ao lado. 

 

SONDA 5’ - TTCCTTAAAGACTACCTTCAGACTC 
- 3’ 
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Estrutura secundária - RNAfold 

A energia livre do conjunto 
termodinâmico é -0.44  kcal / mol. 

A frequência da estrutura MFE no 
conjunto é 48.98 %. 

A diversidade do conjunto é 2.57 . 

A estrutura secundária centroide em 
notação “dot-braked” com um mínimo 
de energia livre de  0.00 kcal / mol é 
dada ao lado. 
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Primers e sondas para mRNA do AR5/6. Primer sense e sua estrutura secundária 

obtida a partir do programa RNAfold. Primer antisense e sua estrutura secundária 

obtida a partir do programa RNAfold. Sonda e sua estrutura secundária obtida a 

partir do programa RNAfold. 

AR5/6 

SENSE 5’ - 

GACACTAACCCCAAGCCATAC - 3’ 

Estrutura secundária - RNAfold 

A energia livre do conjunto 
termodinâmico é -0.03  kcal / mol. 

A frequência da estrutura MFE no 
conjunto é 94.56 %. 

A diversidade do conjunto é 0.19. 

A estrutura secundária centroide em 
notação “dot-braked” com um mínimo 
de energia livre de  0.00 kcal / mol é 
dada ao lado. 

 

ANTISENSE 5’ - 

ACTGTCTGATGTTGCTCTGTG - 3’ 

Estrutura secundária - RNAfold 

A energia livre do conjunto 
termodinâmico é -0.19  kcal / mol. 

A frequência da estrutura MFE no 
conjunto é 73.15%. 

A diversidade do conjunto é 0.95. 

A estrutura secundária centroide em 
notação “dot-braked” com um mínimo 
de energia livre de  0.00 kcal / mol é 
dada ao lado. 

 

SONDA 5’ - 

TTGTTTTCTGTCAGTCCCATTGGTGC - 
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3’ (VIC) 

Estrutura secundária - RNAfold 

A energia livre do conjunto 
termodinâmico é -1.04  kcal / mol. 

A frequência da estrutura MFE no 
conjunto é 18.49 %. 

A diversidade do conjunto é 4.79. 

A estrutura secundária centroide em 
notação “dot-braked” com um mínimo 
de energia livre de  0.00 kcal / mol é 
dada ao lado. 
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Primers e sondas para mRNA do AR3/5/6. Primer sense e sua estrutura secundária 

obtida a partir do programa RNAfold. Primer antisense e sua estrutura secundária 

obtida a partir do programa RNAfold. Sonda e sua estrutura secundária obtida a 

partir do programa RNAfold. 

AR3/5/6 

SENSE 5’ - CTCTTGATTGCTGACTCCCTC - 

3’ 

Estrutura secundária - RNAfold 

A energia livre do conjunto 
termodinâmico é -0.09 kcal / mol. 

A frequência da estrutura MFE no 
conjunto é 86.40%. 

A diversidade do conjunto é 0.47. 

A estrutura secundária centroide em 
notação “dot-braked” com um mínimo de 
energia livre de  0.00 kcal / mol é dada ao 
lado. 

 

ANTISENSE 5’ - 

ACAACTACATGAGTGGTAACCA - 3’ 

Estrutura secundária - RNAfold 

A energia livre do conjunto 
termodinâmico é -3.83 kcal / mol. 

A frequência da estrutura MFE no 
conjunto é 81.59 %. 

A diversidade do conjunto é 0.53. 

A estrutura secundária centroide em 
notação “dot-braked” com um mínimo de 
energia livre de -3.70 kcal / mol é dada ao 
lado. 

 

SONDA 5’ - 

AGGTAGGAAAACACTATTGGTCCCGC - 3’ 
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Estrutura secundária - RNAfold 

A energia livre do conjunto 
termodinâmico é -2.75 kcal / mol. 

A frequência da estrutura MFE no 
conjunto é 34.90 %. 

A diversidade do conjunto é 5.27. 

A estrutura secundária centroide em 
notação “dot-braked” com um mínimo de 
energia livre de -1.80 kcal / mol é dada ao 
lado. 

 

 


