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RESUMO 

As doenças da próstata atingem cerca de 80% dos homens com idade superior a 50 

anos, o que equivale a 14 milhões de brasileiros. Dentre elas, estão os tumores da próstata, 

classificados em hiperplasia prostática benigna (HPB) e câncer de próstata (CaP), que são 

alterações do controle de crescimento das células prostáticas. Diversas alterações celulares 

têm sido propostas para explicar essas alterações de crescimento. Dentre estas, a expressão 

de variantes do receptor de androgênios (AR-Vs) parece ter papel fundamental. Entretanto, o 

exato mecanismo pelo qual as AR-Vs participam da fisiopatologia da HBP e do CaP hormônio-

sensível necessita ser melhor elucidado. O objetivo do presente trabalho foi identificar a 

presença das AR-Vs no tecido benigno de HPB e no carcinoma hormônio-sensível e avaliar a 

possível associação com a agressividade tumoral e a recorrência bioquímica do câncer. Além 

disso, o presente estudo também teve como objetivo o estudo da modulação androgênica das 

AR-Vs em cultura celular, bem como avaliar os níveis intrateciduais e circulantes de esteroides 

em amostras de pacientes com CaP e HPB. Os níveis de expressão do AR full-lenght (AR-FL) 

e das AR-Vs (AR-V1, AR-V4 e AR-V7) foram avaliados por RT-qPCR. A expressão proteica do 

AR-FL (AR-CTD e AR-NTD) e do AR-V7 foi avaliada pela técnica de imunohistoquímica, 

utilizando o escore H (H-Score) para quantificação. Todos as AR-Vs investigadas foram 

expressas nos tecidos de CaP e HPB. Os níveis de mRNA do AR-FL foram similares em 

ambos grupos. A expressão do mRNA do AR-V4 apresentou maiores níveis no grupo HPB, 

enquanto que os níveis de mRNA de AR-V1 e AR-V7 foram maiores no grupo CaP. A 

expressão proteica de AR-V7 apresentou H-Score similar nos grupos avaliados, enquanto que 

AR-CTD e AR-NTD foram maiores no núcleo das células epiteliais do grupo HPB. A partir das 

dosagens de esteroides, foram encontrados menores níveis intrateciduais de testosterona, 4-

androstenediona e progesterona nas amostras de CaP quando comparadas a amostras de 

HPB. A partir do cultivo celular foi possível observar o efeito da modulação androgênica das 

AR-Vs, onde foi demonstrado que altos níveis de androgênios modulam negativamente a 

expressão do AR-FL e das AR-Vs. Ainda que as AR-Vs não apresentem o dominio de ligação 

para a DHT, elas apresentam importantes alterações dinâmicas sob tratamento com este 



 
 

hormônio. Também foi observado que o tratamento com flutamida isolada ou associada à baixa 

dose DHT estimula a proliferação das células prostáticas. Os resultados apresentados na 

presente tese suportam a hipótese de que há envolvimento destas isoformas constitutivamente 

ativas na fisiopatologia do CaP hormônio-sensível e também da HPB. Alem disso, estes 

resultados fornecem evidências de a resposta à modulação androgênica é diferente entre as 

AR-Vs. Juntos, estes achados colaboram para o entendimento da tumorigênese prostática. 

Palavras-chave: tumores da próstata, hiperplasia prostática benigna, câncer de próstata, 

receptor de androgênios, isoformas do receptor de androgênios, splicing alternativo, hormônios 

esteroides, androgênios 



 
 

ABSTRACT 

Prostatic diseases account for about 80% of men over the age of 50, which is equivalent to 14 

million Brazilians. Among them are prostate tumors, classified as benign prostatic hyperplasia 

(BPH) and prostate cancer (PCa), which are changes in the growth control of prostatic cells. 

Several cellular alterations have been proposed to explain these alterations of prostate growth. 

Among these, the expression of variants of the androgen receptor (AR-Vs) seems to play a 

fundamental role. However, the exact mechanism by which AR-Vs participate in the 

pathophysiology of BPH and hormone-naïve PCa needs to be better elucidated. The aim of the 

present study was to identify the presence of AR-Vs in BPH and hormone-naïve carcinoma and 

to evaluate the possible association with tumor aggressiveness and biochemical recurrence of 

PCa. In addition, the present work also aimed to study the androgenic modulation of AR-Vs in 

cell culture as well as to evaluate the intraprostatic and circulating levels of steroids in samples 

of patients with PCa and BPH. The expression levels of full-lenght AR (AR-FL) and AR-Vs (AR-

V1, AR-V4 and AR-V7) were assessed by RT-qPCR. Protein expression of AR-FL (AR-CTD 

and AR-NTD) and AR-V7 was assessed by the immunohistochemistry using the H-score for 

quantification. All investigated AR-Vs were expressed in PCa and BPH tissues. AR-FL mRNA 

levels were similar in both groups. Expression of AR-V4 mRNA showed higher levels in the BPH 

group, whereas AR-V1 and AR-V7 mRNA levels were higher in the PCa group. Protein 

expression of AR-V7 showed similar H-Score, whereas AR-CTD and AR-NTD were higher in 

the epithelial cell nucleus of BPH. Regarding the steroid dosages, were observed lower 

intraprostatic levels of testosterone, 4-androstenedione and progesterone in the PCa samples 

when compared to BPH samples. In cell culture experiments, it was possible to observe the 

effect of the androgenic modulation on AR-Vs, where high levels of androgens negatively 

modulated AR-FL and AR-V expression. Although AR-Vs do not exhibit the binding domain for 

DHT, they showed significant dynamic changes under treatment with this hormone. It has also 

been observed that treatment with flutamide alone or associated with low dose DHT stimulates 

the proliferation of prostatic cells. The results presented in this thesis support the hypothesis 

that these constitutively active isoforms are involved in the pathophysiology of hormone-naïve 



 
 

CaP and also of BPH. In addition, these results provide evidence that the response to androgen 

modulation is different between AR-Vs. Together, these findings contribute to the understanding 

of prostatic tumorigenesis. 

Keywords: prostatic tumors, benign prostatic hyperplasia, prostatic cancer, androgen receptor, 

isoforms of androgen receptor, alternative splicing, steroid hormones, androgens 
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1. INTRODUÇÃO 

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

próstata (CaP) e a prostatite são bastante frequentes na senescência. Entre a quarta e a nona 

década da vida, aproximadamente 90% dos homens desenvolvem HPB ou CaP (Chatterjee 

2003), que representam as duas formas clinicamente mais importantes de crescimento anormal 

da próstata que afetam homens de idade avançada (Welen and Damber 2011).  

1.1 Hiperplasia Prostática Benigna 

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

da próstata resultante de um processo proliferativo não maligno que ocorre ao redor da uretra, 

com um crescimento nodular localizado na zona de transição ou zona periuretral (McNeal 

1990; Buchanan, Irvine et al. 2001; Carson and Rittmaster 2003; Bushman 2009). O 

desenvolvimento da HPB recebe influência genética, hormonal e ambiental. Clinicamente, a 

HPB é caracterizada como um crescimento prostático que leva a um variado grau de obstrução 

da uretra, que pode ou não ser sintomática (Vasanwala, Wong et al. 2017). Evidências indicam 

que fatores metabólicos e o estilo de vida são importantes na etiologia da HPB e no 

desenvolvimento dos sintomas do trato urinário inferior (STUI), também conhecidos pela sigla 

LUTS (do inglês Lower Urinary Tract Symptoms) (Lim 2017). Esses fatores incluem obesidade, 

diabetes, dieta e exercício físico (Mongiu and McVary 2009; Mobley, Feibus et al. 2015).  

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, Koff et al. 

2008; Egan 2016). Como se pode observar na figura 1a, a prevalência histológica de HPB 

aumenta com a idade, correspondendo a 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, Coffey et al. 1984; Carson and Rittmaster 2003; Roehrborn 

and Rosen 2008). Um banco de dados recentemente disponibilizado pelo Ministério da Saúde 
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(DATASUS 2018) indica um grande número de internações por HPB, o que leva a gastos 

elevados do sistema de único de saúde (SUS), seja com procedimentos cirúrgicos ou 

internações clínicas, além da morbidade causada ao paciente. De fato, a HPB pode ser 

considerada um processo fisiológico que apresenta variação na sua incidência entre diferentes 

subgrupos étnicos, que pode refletir diferenças étnicas nos fatores que influenciam o 

crescimento nodular prostático, como peso corporal e dieta (Hoke and McWilliams 2008).  

Histologicamente, a HPB consiste na proliferação do estroma fibromuscular e do epitélio 

glandular na região periuretral e na zona de transição da glândula prostática. Os STUI são 

muito comuns na HPB. Entre eles, estão fluxo urinário fraco, hesitação durante a micção, 

esforço para iniciar a micção, noctúria e sensação de esvaziamento incompleto da bexiga após 

a micção (O'Leary, Wei et al. 2008). Esses sintomas decorrem da influência mecânica, onde o 

aumento do volume tecidual promove a redução do calibre da uretra com aumento da 

resistência à passagem do fluxo urinário. 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 relacionados ao grau de estimulação 

alfa-adrenérgica da musculatura lisa (McNeal 1990).  

 

Figura 1: Prevalência da hiperplasia prostática benigna (HPB). 1a) Prevalência da HPB 
histológica em função da idade, adaptada de Berry e colaboradores (1984). 
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1.2 Câncer de próstata 

À exceção do câncer de pele não melanoma, CaP é a neoplasia mais comum em 

homens brasileiros, com estimativa prevista de 68.220 novos casos para o ano de 2018, o que 

corresponde a um risco estimado de 66,12 novos casos a cada 100 mil homens. De acordo as 

estimativas para o ano de 2018 publicadas pelo Instituto Nacional do Câncer (INCA), os 5 

tumores mais incidentes para sexo masculino são o câncer de pele não melanoma (85.170 

novos casos), de próstata (68.220), de traqueia, brônquio e pulmão (18.740), de cólon e de reto 

(17.380) e estômago (13.540). Atrás somente dos tumores de pele não melanoma, o CaP é o 

mais incidente entre os homens em todas as regiões do país: 96,85/100 mil na região Sul, 

69,83/100 mil na região Sudeste, 66,75/100 mil na região Centro-Oeste, 56,17/100 mil na 

região Nordeste e 29,41/100 mil na região Norte (INCA 2017). A incidência e a mortalidade do 

CaP variam entre os países. Mundialmente, cerca de 1,1 milhões de homens foram 

diagnosticados com CaP em 2012, representado 15% da totalidade de cânceres 

diagnosticados em homens, sendo que aproximadamente 70% (759 mil) dos casos ocorreram 

nas regiões mais desenvolvidas (Ferlay, Soerjomataram et al. 2015), como pode ser observado 

na figura 2. O aumento na incidência pode ser explicado, em parte, pelo fato do rastreamento 

(screening) realizado com o PSA (antígeno prostático específico) e o exame de biopsia terem 

se tornado comuns nestas regiões. De acordo com a Sociedade Americana de Câncer 

(American Cancer Society), estima-se que sejam diagnosticados aproximadamente 164.690 

casos de CaP nos Estados Unidos no ano de 2018, com expectativa 29.430 mortes 

relacionadas a este tipo de câncer (Society 2018). Entre os anos 2014 e 2035, prevê-se que as 

taxas de incidência aumentem 12% no Reino Unido. Isto corresponde, para o ano de 2035, a 

um risco estimado de 233 casos a cada 100 mil homens (Smittenaar, Petersen et al. 2016). Em 

relação à morte relacionada ao câncer, o CaP ocupa a quinta posição. A taxa mortalidade é 

mais elevada em homens negros (29/100.000 casos) e bastante baixa em homens asiáticos 

(2,9/100.000 casos) (Ferlay, Soerjomataram et al. 2015).  

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). A 
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terapia de 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 (Edwards, 

Krishna et al. 2001; Damber and Aus 2008). 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, Erdmann et al. 2010). Fato intrigante é que, entre 2007 e 

2013, a incidência de CaP metastático tem aumentado entre homens americanos, enquanto 

que a incidência de CaP de baixo risco diminuiu no mesmo período (Weiner, Matulewicz et al. 

2016). As explicações para este fato incluem tanto alterações na biologia da agressividade do 

CaP quanto no aumento da assertividade diagnóstica da doença metastática (Weiner, 

Matulewicz et al. 2016).  

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 (CaP). Incidência e a mortalidade por 
região mundial para o câncer de próstata a cada 100.000 homens (CancerResearchUK 2011).  
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1.3 Androgênios 

Testosterona (T), dihidrotestosterona (DHT), 4-androstenediona (4-diona) e 5-

androstenediol (5-diol) 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 (Aaron, Franco et al. 2016). 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 (Denmeade and Isaacs 2002; 

Ntais, Polycarpou et al. 2003) e tem como molécula precursora o colesterol. Os efeitos 

biológicos dos androgênios ocorrem via ligação ao receptor de androgênios (AR) (Lu, Tsai et 

al. 1997; Balk and Knudsen 2008) (Figura 3).  

Figura 3. Produção e ação dos androgênios. No hipotálamo, ocorre a síntese do hormônio 
liberador do hormônio luteinizante (luteinizing hormone-releasing hormone, LHRH), atualmente 
denominado GnRH (hormônio liberador de gonadotrofinas, do inglês gonadotrohin releasing 
hormone). O GnRH segue até a hipófise onde interage com seu receptor (LHRH-R), 
estimulando a liberação de LH. O LH secretado pela hipófise liga-se ao seu receptor (LH-R) 
presente nos testículos, induzindo a produção de testosterona (T) a partir do colesterol. A T 
entra na célula prostática, onde é convertida em diidrotestosterona (DHT) pela enzima 5-α-
redutase. A DHT liga-se com alta afinidade ao AR no citoplasma celular e o complexo 
hormônio-receptor é translocado para o núcleo, onde ativa a transcrição de genes que regulam 
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o crescimento e a sobrevivência celular. Níveis elevados de T são capazes de diminuir a 
produção de GnRH e LH via alça de retroalimentação negativa (feedback negativo), mantendo 
assim a T sérica em níveis fisiológicos. A glândula adrenal também pode sintetizar 
androgênios. Figura adaptada de (Denmeade and Isaacs 2002) 

 

Os androgênios regulam o crescimento e a diferenciação da glândula prostática; desta 

forma, não é surpreendente que o crescimento do CaP seja também estimulado pelos 

androgênios (Edwards, Krishna et al. 2001). De fato, o desenvolvimento de novas terapias para 

o tratamento do CaP repousa historicamente sobre a compreensão de como os androgênios 

influenciam o desenvolvimento desta doença. Em seu marcante trabalho publicado na década 

de 1940, Huggins e Hodges mostraram que a orquiectomia ou a administração de estrogênios 

fenólicos resultou em regressão do CaP, enquanto que nos casos não-tratados, a T aumentou 

a taxa de crescimento desta neoplasia (Huggins and Hodges 1941). Como reconhecimento à 

importância desses achados, Charles Huggins recebeu o Prêmio Nobel em Fisiologia e 

Medicina em 1968. No final da década de 1960, foi descrita a interação nuclear entre os 

androgênios e o AR (Anderson and Liao 1968; Bruchovsky and Wilson 1968). Em seguida, 

deu-se início ao desenvolvimento dos primeiros fármacos antiandrogênicos para a terapia do 

CaP. 

1.4 Receptor de androgênios 

O 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 da fisiologia da próstata, como embriogênese, crescimento e diferenciação 

(Gobinet, Poujol et al. 2002; Aaron, Franco et al. 2016). Os NR são proteínas intracelulares 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 
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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, Polycarpou et al. 2003).  

Assim como outros participantes da superfamília dos receptores nucleares, a estrutura 

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

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

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

activation function 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, Poujol et al. 2002). Na região C-terminal, está 

contido o domínio de ligação ao ligante (LBD, do inglês ligand binding domain) que interage, 

funcionalmente, com fatores intermediários e cofatores nucleares. O domínio de ligação ao 

DNA (DBD, do inglês DNA binding domain) medeia a interação do AR com o elemento 

responsivo aos androgênios (ARE, do inglês androgen responsive element) no DNA 

(Berrevoets, Doesburg 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). Nesta tese, o AR será referido como AR-FL, que 

se refere à sua forma selvagem, ou full-length, e considera suas isoformas 1 e 2, que são 

expressas no tecido normal, e apresentam os 8 exons característicos do gene. 

1.5 Ativação do AR 

No citoplasma da célula prostática, a T 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 T possui uma Kd= 10-9, e apresenta, assim, uma 

potência 100 vezes menor do que a DHT (Penning, Jin et al. 2008). Tanto a T quanto a DHT 
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ligam-se ao AR e promovem sua ativação, porém a DHT possui uma dissociação mais lenta do 

AR comparada com a T (Penning, Jin et al. 2008; Cheng, Wu et al. 2010).  

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

composto por proteínas de choque térmico (HSP, do inglês heat shock proteins) e chaperonas. 

A ligação da DHT induz a dissociação das HSP, fosforilação, mudanças conformacionais e 

dimerização do AR (Ntais, Polycarpou 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-alvo, tendo respostas consideradas lentas (Figura 4). É importante notar que 

células de CaP são notavelmente dependentes do sinal do AR para sua proliferação e 

sobrevivência (Zegarra-Moro, Schmidt et al. 2002). 

 

 

Figura 4 Mecanismo de ação dos androgênios. Demonstração esquemática da ação clássica 
dos androgênios (neste exemplo, utiliza-se a testosterona, T) na célula-alvo. Figura adaptada 
de (Gobinet, Poujol et al. 2002)  
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1.6 AR e CaP 

A ação dos androgênios é mediada pelo AR e a remoção destes hormônios (via 

castração ou administração de estrogênios) resulta em regressão do CaP (Huggins and 

Hodges 1941; Huggins and Hodges 2002). Estes dados justificaram o desenvolvimento da 

terapia antiandrogênica, que atualmente representa a abordagem terapêutica mais comum 

para o tratamento do CaP. A terapia antiandrogênica pode ser realizada tanto por castração 

cirúrgica (orquiectomia) quanto por castração química (por exemplo: com o uso de um inibidor 

do AR, Casodex®– em combinação com a inibição da síntese de androgênios por um 

antagonista do GnRH, leuprolida). 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, Huang et al. 2001; Nacusi and Tindall 2009). 

1.7 Modificações no AR 

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

tumor independente de androgênio é, em muitos casos, inevitável (Nacusi and Tindall 2009). A 

célula prostática pode utilizar diferentes mecanismos para compensar a deficiência de 

androgênios causada pela terapia de ablação hormonal. Dentre os mecanismos propostos para 

esta compensação estão: a presença de mutações com ganho de função do AR, que podem 

ocasionar um aumento da afinidade do receptor à DHT ou a outros ligantes esteroides (Nacusi 

and Tindall 2009); o aumento da expressão do AR (Buchanan, Irvine et al. 2001) ou de seus 

correguladores (Feldman and Feldman 2001); a síntese intrácrina de androgênios pelas 

próprias células tumorais (Titus, Schell et al. 2005; Locke, Guns et al. 2008) ou, ainda, a 

transativação do AR independente de ligante por diferentes vias de sinalização (Grossmann, 

Huang et al. 2001).  

Embora a castração reduza os níveis plasmáticos de T, sabe-se que os níveis 

intracelulares de T podem manter-se suficientes para promover a ativação do AR (Mohler, 

Gregory et al. 2004). A Figura 5 ilustra esquematicamente diversos mecanismos associados à 
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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 5: Mecanismos associados à 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). 

 

1.8 Processo de splicing alternativo 

O processamento do mRNA, ou splicing, consiste na retirada de porções do RNA 

precursor que não codificam aminoácidos, denominadas íntrons, e na junção dos exons, que 

são segmentos codificantes (Lander, Linton et al. 2001). Na maioria dos casos, cada gene é 



24 
 

composto de vários exons, o que permite que o processo de splicing ocorra em diferentes 

posições no pré-mRNA. Além disso, os genes podem sofrer um processo denominado splicing 

alternativo. Nesse caso, o que é considerado exon em um determinado evento de 

processamento, pode ser considerado como íntron em outro e vice e versa. De acordo com Ast 

(2004), a disparidade numérica entre o número de genes codificantes (~ 26.000) e o número de 

proteínas (mais de 90.000) pode ser explicada pelo fato de 35 a 65% dos genes humanos 

sofrerem splicing alternativo (Ast 2004). 

O processo de splicing alternativo é reconhecido cada vez mais como um importante 

mecanismo na expansão de transcritos e complexidade proteica em eucariotos (Castrignano, 

Rizzi et al. 2006). Além disto, estudos recentes direcionados à caracterização do transcriptoma 

têm revelado que o splicing alternativo é um fenômeno muito comum, afetando mais de 60% 

dos genes humanos (Matlin, Clark et al. 2005).  

Diversas mutações no gene do AR têm sido descritas. Muitas destas foram 

encontradas em tecidos derivados de CaP e observa-se 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 Gene Mutations Database” 

(Gottlieb, Beitel 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, Beitel et al. 2012). 

1.9 Isoformas do AR 

No ano de 2009, foram identificadas novas isoformas do AR, nomeadas AR-V1 

(também chamada de AR4), AR-V3 (também chamada de AR6 ou AR1/2/2b), AR-V4 (também 

chamada de AR5 ou AR1/2/3/2b) e AR-V7 (também chamada de AR3). Essas variantes 

codificam uma proteína de tamanho similar, em torno de 80 kDa, e acredita-se que elas sejam 

originadas do processo de splicing alternativo do pré-mRNA do AR (Guo, Yang et al. 2009). 
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Este processamento faz com que essas variantes do AR (androgen receptor variants, AR-Vs) 

contenham os domínios NTD e DBD intactos, porém percam a região hinge e o domínio LBD e 

apresentem-se constitutivamente ativas (Figura 6). Ainda, de acordo com Guo e cols. (2009), a 

expressão anormal das AR-Vs pode ser um mecanismo fundamental para a independência de 

androgênios na progressão tumoral (Guo, Yang et al. 2009). Segundo Sun e colaboradores, as 

AR-Vs não são expressas no epitélio prostático normal, e raramente estão expressas em níveis 

substanciais no CaP hormônio-sensível (Sun, Sprenger et al. 2010). 

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

a expressão das AR-Vs é diminuída na próstata normal e aumentada em amostras de CaP 

androgênio-independente. Especula-se que o surgimento destas AR-Vs se deva à seleção de 

clones mais malignos ou resistentes à castração, ou, ainda, a uma regulação da sua expressão 

de modo dependente de androgênios, ou seja, a presença ou ausência de androgênios pode 

modular a expressão dessas variantes (Hu, Dunn et al. 2009; Watson, Chen et al. 2010). Além 

disso, as AR-Vs parecem ser uma das causas primárias da resistência à castração e à terapia 

antiandrogênica convencional direcionada ao LBD, uma vez que estas AR-Vs perdem esta 

região. Isto pode justificar a resistência à terapia com o antiandrogênio Enzalutamida 

(MDV3100), que se liga ao LBD, região esta ausente nas AR-Vs (Watson, Chen et al. 2010; Li, 

Chan et al. 2013). A linhagem celular CWR22Rv1, que expressa as isoformas AR-V7 e AR-V1, 

apresenta um notável crescimento sob condições de castração que não é afetado pelos 

antiandrogênios Enzalutamida e Bicalutamida, ainda que estes fármacos sejam capazes de 

inibir a atividade do AR selvagem (AR-FL, full-length). De maneira interessante, quando 

realizado o knockdown das AR-Vs, observa-se uma redução do crescimento independente de 

androgênios e restauração do crescimento responsivo aos androgênios, o que é capaz de 

restabelecer a capacidade inibitória sobre o crescimento celular exercida pelos antiandrogênios 

(Li, Chan et al. 2013). 

Resultados de trabalhos prévios sugerem que a isoforma AR-V7 participa do 

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

ativa quando comparada às outras isoformas, AR-V1 e AR-V4 (Guo, Yang et al. 2009). Neste 

mesmo trabalho, demonstrou-se que a atividade do AR-V7 não é controlada pela DHT ou 

antiandrogênios (Casodex®), sugerindo que esta isoforma atue como fator transcricional 
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constitutivamente ativo independente de ligante e que desempenhe um papel indispensável na 

promoção da proliferação das células cancerígenas, possivelmente pela regulação de 

diferentes tipos de genes-alvo. Estes 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 o LBD, que incluem os inibidores de segunda geração (Acetato de 

Abiraterona, Enzalutamida e Bicalutamida).  

 

Figura 6: Isoformas do AR. Representação esquemática da estrutura molecular e proteica das 
isoformas do AR humano. No desenho dos transcritos, os quadrados hachurados representam 
os exons alternativos, e as linhas contínuas, as sequências transcritas. Na representação das 
estruturas proteicas, em U estão representadas as sequências únicas de cada isoforma (Guo 
and Qiu 2011). 



27 
 

 

Embora a ablação androgênica reduza os níveis plasmáticos de androgênios, seus 

níveis intraprostáticos permanecem elevados (Mohler, Gregory et al. 2004), podendo, ainda, 

haver a síntese intrácina de T (Locke, Guns et al. 2008). Estes achados sugerem que existem 

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

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

devido à presença das AR-Vs (Watson, Chen et al. 2010).  

Apesar das AR-Vs permanecerem 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 para explicar a gênese dessas 

isoformas (Guo, Yang et al. 2009; Hu, Dunn et al. 2009; Nacusi and Tindall 2009; Marcias, 

Erdmann et al. 2010). Dados de Watson e cols (2010) sugerem que as AR-Vs sejam geradas 

por erros de splicing que ocorrem em tecidos tumorais, mas também em tecidos normais. 

Assim, os níveis das isoformas seriam dependentes dos níveis de AR-FL, e mutações de ponto 

afetariam o sítio de reconhecimento durante o processamento do pré-mRNA, podendo 

favorecer a produção de certas variantes (Watson, Chen et al. 2010). Independente do exato 

mecanismo de formação destas isoformas, a relação funcional entre as AR-Vs e o AR-FL 

levanta questões sobre seu repertório de genes-alvo (Watson, Chen et al. 2010). Uma 

possibilidade é que as AR-Vs simplesmente mimetizem a ação dos hormônios androgênios, 

formem heterodímeros com o AR-FL e ativem o conjunto de genes-alvo conhecidos do AR 

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

AR-FL ou de AR-Vs revelaram subconjuntos distintos de genes regulados pelas isoformas, pelo 

AR-FL ou ambos. Mesmo entre genes-alvo clássicos do AR-FL, dados mostraram diferentes 

níveis de expressão dependentes do gene em particular e da isoforma presente, fornecendo 

evidências de que a biologia das variantes não é inteiramente sinônima àquela estimulada pelo 

AR-FL (Watson, Chen et al. 2010). Embora os níveis de expressão das AR-Vs sejam inferiores 

aos do AR-FL, algumas variantes são constitutivamente ativas e sua supressão resulta na 

diminuição da proliferação em linhagens celulares de CaP (Guo, Yang 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-FL não altera o perfil de expressão dos genes-alvo das AR-Vs, mostrando que 

a atividade das variantes independe do AR-FL. Além disto, após a supressão do AR-FL, ocorre 

um aumento da expressão das AR-Vs (Hu, Lu et al. 2012), embora alguns autores sugiram que 

a atividade das AR-Vs requeira a presença do AR-FL (Watson, Chen et al. 2010). Para 

demonstrar esta independência das AR-Vs do AR-FL, Hu e cols (2012) utilizaram clones de 

LNCaP e CWR22Rv1 com e sem a expressão da proteína do AR-FL, que foram transfectados 

com AR-Vs (AR-V7 e AR-V567es) em condições de deprivação androgênica. Nestes 

experimentos, foi observado que quando é realizada uma superexpressão do AR-FL, não 

ocorre aumento da expressão dos genes de ciclo celular, demonstrando que o AR-FL não tem 

influência sobre a indução da expressão destes genes, que é realizada pelas AR-Vs. Estes 

achados podem ajudar a explicar o motivo pelo qual a inibição do AR-FL 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-Vs ao invés do AR-FL (Hu, Lu et al. 2012). 

Diversos autores têm realizado análises de expressão gênica em linhagens celulares 

de CaP também por qPCR (Reação em Cadeia da Polimerase quantitativa), porém, pouco se 

encontra na literatura sobre a análise em tecido prostático morfologicamente normal coletado 

de pacientes submetidos à remoção cirúrgica da próstata. Isto demonstra a importância do 

estudo da expressão destas variantes no tecido normal e hiperplásico benigno (Hu, Dunn et al. 

2009; Nacusi and Tindall 2009; Marcias, Erdmann et al. 2010; Sun, Sprenger et al. 2010). 

Do mesmo modo, dentre os diversos trabalhos já publicados, a grande maioria aborda 

o CaP metastático. Nesta condição, se estuda o uso das AR-Vs como preditores de resposta à 

terapia e de desfecho clínico, especialmente para o AR-V7, que tem sido estudado como 

biomarcador para seleção de tratamento em homens com CaP metastático (Antonarakis, 

Armstrong et al. 2016; Luo 2016). A relação entre a expressão do AR-FL e das AR-Vs também 

tem sido estudada. Watson e cols. (2010), ao analisarem a expressão do AR-FL e das AR-Vs 

em cultura celular das linhagens VCaP e LUCaP35, verificaram que a expressão das isoformas 

ocorre concomitantemente à expressão do AR-FL, porém, as isoformas são expressas em 
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níveis inferiores ao AR-FL, cuja expressão varia de 0,1 a 2,5% da expressão da forma 

selvagem (Watson, Chen et al. 2010). Hu e cols. (2009), ao analisarem a expressão de AR-V7 

e AR-V1 em tecido prostático pelas técnicas de PCR semiquantitativo, qPCR, sequenciamento 

e cultura celular com transfecção, também observaram uma expressão das AR-Vs em níveis 

menores em relação ao AR-FL (Hu, Dunn et al. 2009). Fato bastante relevante é de que nas 

amostras de CaP resistentes à ablação androgênica, os níveis de expressão das AR-Vs são 

significativamente maiores do que amostras de CaP primário, o que é associado a um pior 

desfecho clínico (Guo, Yang et al. 2009; Hu, Dunn et al. 2009). Esta observação é apoiada pelo 

fato de que a expressão aumentada das AR-Vs está associada a uma maior recorrência da 

doença após a prostatectomia radical quando comparada com pacientes com baixa expressão 

das AR-Vs (Hu, Dunn et al. 2009). Visto isso, pacientes que apresentam a expressão das AR-

Vs provavelmente não terão benefícios com as terapias antiandrogênicas convencionais 

(Hornberg, Ylitalo 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-FL, mesmo quando o nível do mRNA das 

isoformas é muito menor do que o do AR-FL (Hornberg, Ylitalo et al. 2011).  

Como descrito acima, a expressão das AR-Vs em tecido metastático tem sido alvo de 

inúmeros estudos. Entretanto, pouco se discute a respeito da expressão dessas variantes no 

câncer hormônio-sensível responsivo à ablação androgênica. Igualmente, sabe-se pouco sobre 

a importância e sobre o papel dessas variantes nessa situação. Por um lado, já se demonstrou 

que a expressão das AR-Vs é capaz de manter a proliferação das células neoplásicas do CaP 

numa situação de deprivação androgênica e que a readministração de androgênios atua 

regulando negativamente sua expressão. Mas por outro lado, quando expressas, qual seria o 

papel dessas isoformas constitutivamente ativas no tecido benigno e no tecido neoplásico 

androgênio-dependente? E ainda, haveria alguma modulação androgênica sobre a expressão 

dessas isoformas nesses tecidos? Essa modulação androgênica seria via regulação dos níveis 

de expressão gênica ou via regulação da translocação nuclear?  
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2. HIPÓTESES 

2.1 Hipóteses nulas 

• Os tecidos oriundos de CaP hormônio-sensível e HPB não expressam as AR-

Vs. 

• O CaP expressa isoformas do AR em níveis semelhantes à HPB. 

• A localização celular das AR-Vs é semelhante entre CaP e HPB.  

• Não há associação entre a expressão das AR-Vs e a agressividade e recidiva 

tumoral no grupo CaP. 

• A expressão das AR-Vs não sofre modulação androgênica. 

 

2.2 Hipóteses alternativas 

• Os tecidos oriundos de CaP hormônio-sensível e HPB expressam as AR-Vs. 

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

• A localização celular das AR-Vs é diferente entre CaP e HPB. 

• A expressão das AR-Vs está associada à agressividade e à recidiva tumoral no 

grupo CaP. 

• A expressão das AR-Vs é modulada por diferentes concentrações de 

androgênios. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivos gerais 

Analisar a expressão do mRNA e da proteína do AR-FL e de suas isoformas em tecido 

prostático proveniente de pacientes com HPB ou CaP hormônio-sensível, assim como a 

possível associação da expressão gênica dessas isoformas do AR com a agressividade 

tumoral e a recidiva bioquímica no câncer e avaliar a possível modulação androgênica das AR-

Vs em linhagens celulares de CaP (C4-2B e LNCaP). 

3.2 Objetivos específicos 

• Quantificar os níveis séricos e intrateciduais de esteroides em amostras de 

pacientes com CaP e HPB; 

• Quantificar e comparar a expressão gênica do AR-FL e de suas isoformas AR-

V1, AR-V4 e AR-V7 em tecido de CaP hormônio-sensível e HPB; 

• Analisar a possível associação entre a expressão gênica do AR-FL e de suas 

isoformas AR-V1, AR-V4 e AR-V7 com a idade de desenvolvimento da HPB ou 

do CaP e com o estadiamento tumoral do CaP; 

• Quantificar e comparar a expressão proteica do AR-FL e de sua isoforma AR-

V7 em tecido de CaP e HPB; 

• Comparar a localização celular do AR-FL e de sua isoforma AR-V7 entre tecido 

de CaP e HPB; 

• Quantificar a expressão gênica do AR-FL e de suas isoformas AR-V1, AR-V4 e 

AR-V7 em linhagem celular (C4-2B) sob modulação androgênica; 

• Analisar a modulação androgênica da proliferação celular de linhagem celular 

androgênio-independente (C4-2B) e androgênio-dependente (LNCaP); 
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• Comparar a localização celular do AR-FL e de sua isoforma AR-V7 em 

linhagens celulares (C4-2B e LNCaP) sob modulação androgênica. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Delineamento do estudo 

As análises foram realizadas a partir de dois desenhos experimentais: o primeiro foi 

transversal, utilizando amostras de tecido prostático para a análise de expressão gênica e 

proteica, e o segundo, experimental in vitro utilizando linhagem celular. 

4.2 Critérios de inclusão e exclusão 

Para o grupo CaP, foram selecionados 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 primário, que não receberam hormonioterapia ou 

quimioterapia prévias, que não possuíam diagnóstico de outra neoplasia concomitante e que 

foram submetidos à cirurgia para retirada do CaP.  

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

prostática benigna, com volume prostático medido por ecografia abdominal acima de 30g, 

toque retal sem suspeita de neoplasia, que não receberam hormonioterapia, que não possuíam 

diagnóstico de neoplasia concomitante, que estavam em acompanhamento no Serviço de 

Urologia do HCPA e que foram submetidos à cirurgia para ressecção da HPB neste mesmo 

hospital. 

4.3 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, sendo registrado 

sob número 14-0397. Após aprovação, todos os pacientes que foram arrolados no presente 
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estudo foram consultados sobre a utilização do material e, aqueles que concordaram, 

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo I). 

O tecido prostático utilizado neste trabalho foi proveniente de amostra de ressecção 

transuretral (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 clínicas que justifiquem mudanças do manejo dos pacientes quando da presença de 

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

para pessoas saudáveis que apresentem tais isoformas. 

4.4 Estudo da expressão tecidual das AR-Vs  

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 a localização do nódulo 

tumoral. Depois de localizado, uma fração do nódulo tumoral foi excisada, retirada e dividida 

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

não o diagnóstico de adenocarcinoma de próstata, e o outro fragmento foi armazenado em um 

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

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

Na cirurgia de prostatectomia para a retirada da HPB e na RTU de próstata, após a 

remoção do espécime cirúrgico, em campo limpo, os nódulos hiperplásicos foram identificados 

e pequenos fragmentos foram cortados e armazenados em 2 criotubos plásticos de 2,0 mL. Em 

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

foram armazenados em freezer -80 °C. 
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Extração de RNA total 

Foi realizada extração de RNA total a partir de 0,2g 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 diluída em água 

com DEPC (dietilpirocarbonato). Essa solução foi lida 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 absorbâncias a 260 e 280 nm for superior a 1,6. A quantidade de RNA foi 

calculada a partir da fórmula:  

[RNA] = A260 x D x 40 µg/mL 

Onde: A260 = absorbância obtida a 260 nm e D = diluição da alíquota usada para a 

quantificação.  

Síntese de cDNA 

Foi realizada a síntese do cDNA a partir de 1µg 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 adicionado de Oligo(dT) e dNTPmix 10 mM a 

65°C por 5 minutos, foi acrescentada 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 então 

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 21µL, e foi estocada a -20°C antes de ser utilizada para a reação em cadeia 

da polimerase em tempo real (qPCR). 
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Oligonucleotídeos iniciadores (primers) 

Para amplificação do gene do AR-FL foi utilizado o ensaio Hs00171172_m1 (Life 

Technologies) e para o gene de referência foi utilizada a beta-2microglobulina (β2m), ensaio 

Hs00984230_m1 (Life Technologies). Este ensaio para o AR-FL 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 (AR-FL, full-length), 

contendo 8 exons. Para as análises moleculares das AR-Vs foram utilizados ensaios 

desenhados pelo nosso grupo de pesquisa, sintetizados pela empresa Life Technologies. Na 

tabela 1 estão descritas as sequências dos ensaios utilizados. A fim de inferir um valor para a 

expressão do AR-V7, foi analisada a razão entre as expressões AR-V4V7 / AR-V4, que se 

admitiu corresponder aos níveis de expressão da isoforma AR-V7. 

Para o estudo da expressão gênica dos genes envolvidos com o ciclo celular e com a 

apoptose (TP53, MDM2, CDKNA1, BAX e BCL2) foram utilizados ensaios TaqMan 

inventariados da empresa Life Technologies (Tabela 1). 
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Tabela 1: Sequências dos ensaios para amplificação do mRNA do AR-V1, AR-V4 e AR-V4V7. 
Oligonucleotídeos sense, antisense e sonda. Para a amplificação dos transcritos AR-FL, β2m, 
TP53, MDM2, CDKNA1, BAX e BCL2 foram utilizados ensaios inventariados da empresa 
LifeTechnologies. 

AR-V1 

SENSE 5’ - AGGGTGTTTGGAGTCTCAGA - 3’ 

ANTISENSE 5’ - CCAGGAATGAATCATCTACAAA - 3’ 

SONDA 5’ - TTCCTTAAAGACTACCTTCAGACTC - 3’ (VIC) 

Tamanho do Fragmento 106 pb 

AR-V4 

SENSE 5’ - GACACTAACCCCAAGCCATAC - 3’ 

ANTISENSE 5’ - ACTGTCTGATGTTGCTCTGTG - 3’ 

SONDA 5’ - TTGTTTTCTGTCAGTCCCATTGGTGC - 3’ (VIC) 

Tamanho do Fragmento 182 pb 

AR-V4V7 

SENSE 5’ - CTCTTGATTGCTGACTCCCTC - 3’ 

ANTISENSE 5’ - ACAACTACATGAGTGGTAACCA - 3’ 

SONDA 5’ - AGGTAGGAAAACACTATTGGTCCCGC - 3’(VIC) 

Tamanho do Fragmento 108 pb 

AR-FL 

* vide ensaio Hs_00171172 (LifeTechnologies) 

BAX 

* vide ensaio Hs00180269_m1 (LifeTechnologies) 

BCL2 

* vide ensaio Hs00608023_m1 (LifeTechnologies) 

CDKN1A 

* vide ensaio Hs00355782_m1 (LifeTechnologies) 

TP53 

* vide ensaio Hs01034249_m1 (LifeTechnologies) 

MDM2 

* vide ensaio Hs00242813_m1 (LifeTechnologies) 

 

Amplificação por PCR em tempo real 

A análise molecular foi realizada através da PCR em Tempo Real, com sistema de 

detecção de sondas (ensaios) TaqMan® (Applied Biosystems). Os ensaios TaqMan® são 

desenhados para detectar e quantificar com precisão a expressão de mRNA em uma reação 

de RT-PCR realizada em dois passos. O primeiro passo consiste na transcrição reversa (RT, 
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reverse transcription), descrita no item “Síntese de cDNA”. Na reação subsequente, o produto 

da transcrição reversa serve como molde para a reação de PCR utilizando sondas TaqMan® 

específicas para o mRNA que se deseja avaliar. Os ensaios 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 polimerase. Durante o passo de amplificação, a sonda TaqMan® anela 

especificamente à sequência complementar em uma posição entre os locais onde os primers 

sense e antisense estão anelados. Quando a sonda está intacta, a proximidade entre o reporter 

dye e o quencher dye resulta na supressão da fluorescência do reporter. Quando a 

amplificação ocorre, a DNA polimerase cliva a sonda que está hibridizada na sequência-alvo. 

Esta clivagem separa o reporter dye e o quencher dye, o que resulta na emissão de sinal 

fluorescente pelo reporter dye. Assim, o processo de amplificação que ocorre durante a PCR 

resulta na hidrólise da sonda gerando um aumento do sinal fluorescente. O nível de 

fluorescência é então registrado por um detector de laser ao final de cada ciclo e é utilizado 

para a produção do gráfico de amplificação. 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 45 ciclos 

continuando a desnaturação em 94 °C por 50 segundos, anelamento e extensão a 60 °C por 45 

segundos. Uma curva-padrão com 5 pontos em triplicata com concentração conhecida de 

cDNA foi utilizada para quantificar as amostras (quantificação relativa). Os valores quantitativos 

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

foi associado com um aumento exponencial do produto da qPCR detectado. 

Imunohistoquímica 

Para avaliação da expressão proteica de AR-FL e AR-V7 foi utilizada a técnica de 

imunohistoquímica no tecido proveniente de blocos de parafina (FFPE, do inglês formalin-fixed 

paraffin-embedded). Os espécimes fixados em formalina e incluídos em parafina, foram 

submetidos ao corte histológico em micrótomo regulado para a espessura de 4 µm. Os cortes 

foram posicionados em lâminas previamente silanizadas. Para proceder com a técnica de 
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imunohistoquímica, as lâminas foram aquecidas em estufa a 80ºC por uma hora, 

desparafinizadas em xilol, reidratadas em álcool etílico e posteriormente em água destilada. A 

recuperação antigênica foi realizada em banho-maria por uma hora a 95ºC no tampão citrato. A 

atividade de peroxidase endógena foi bloqueada com solução de peróxido de hidrogênio a 3% 

em metanol por 30 minutos. Os cortes foram posteriormente incubados, overnight a 4ºC, com 

os seguintes anticorpos primários: Anti-AR-V7, mouse monoclonal (Fabricante: Precision 

Antibody) na diluição 1:200, AR (C-19) rabbit polyclonal (Fabricante: Santa Cruz) na diluição 

1:400 ou AR (PG21) rabbit polyclonal (Fabricante: Millipore) na diluição 1:400. Após a 

incubação, foi aplicado o sistema de detecção anticorpo secundário goat anti-mouse IgG-HRP 

(Marca: Santa Cruz Biotechnology, cód: 2005) ou anticorpo secundário goat anti-rabbit IgG 

antibody, (H+L) HRP conjugate (Marca: Merck Millipore, cód: AP307P) e a visualização da 

reação foi obtida com Liquid Dab (Dako, K3468), conforme recomendações do fabricante. Após 

a visualização, as lâminas foram contra-coradas em hematoxilina de Harris por 1 minuto, os 

cortes foram desidratados em álcool absoluto e colocados em xilol para a montagem das 

lâminas em resina do tipo Entellan.  

Coloração com HE 

Todas as amostras que foram utilizadas na técnica de imunohistoquímica também 

foram coradas com Hematoxilina-Eosina (HE) para visualização histólogica. Os espécimes 

fixados em formalina tamponada 10%, processados e incluídos em parafina, foram submetidos 

ao corte histológico em micrótomo regulado para a espessura de 4 µm. Os cortes colocados 

em lâminas foscas foram aquecidos em estufa a 80ºC por uma hora, desparafinizados em xilol, 

reidratados em álcool etílico e posteriormente lavados em água destilada. 

As lâminas foram colocadas no corante Hematoxilina de Harris por 5 minutos, depois 

lavadas em água corrente, diferenciadas em álcool-ácido por 1 minuto, lavadas novamente em 

água corrente e mergulhadas em carbonato de lítio 1%. Posteriormente, as lâminas foram 

colocadas no corante eosina por 3 minutos, desidratadas em álcool absoluto e colocadas em 

xilol para a montagem com resina do tipo Entellan. 
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H Score 

Os resultados da imunohistoquímica foram analisados semi-quantitativamente pela 

porcentagem de intensidade de coloração. Pela fórmula [(1 x % de células coradas com 

intensidade fraca) + (2 x % de células coradas com intensidade média) + (3 x % de células 

coradas com intensidade forte), obteve-se o escore H (H-Score) (Detre, Saclani Jotti et al. 

1995; Welti, Rodrigues et al. 2016). O escore H variou de 0 a 300, sendo as amostras que 

apresentaram um escore <100 foram consideradas fracas, aquelas que apresentaram um 

escore entre 100 e 200 foram consideradas médias, e aquelas que apresentaram um escore 

>200 foram consideradas fortes (Welti, Rodrigues et al. 2016).  

Razão N/C terminal 

A determinação da expressão as AR-Vs tem sido algo desafiador, dada a ausência de 

anticorpos capazes de detectar especificamente a proteína de grande parte das AR-Vs. Para 

suprir essa limitação, alguns autores sugerem uma abordagem que se baseia no fato de que as 

AR-Vs não são reconhecidas pelo anticorpo direcionados à região C-terminal do AR-FL, 

enquanto que tanto as AR-Vs quanto o AR-FL são detectados pelo anticorpo que reconhece a 

região N-terminal. Isto permite que através da razão da marcação dos anticorpos que 

reconhecem as regiões N e C-terminal (AR-NTD/AR-CTD) se faça a identificação das AR-Vs 

(Zhang, Morrissey et al. 2011). Desta forma, utilizamos anticorpos para os domínios N e C-

terminal da proteína do AR para verificar a prevalência das variantes do AR com o domínio C-

terminal truncado. Este método já foi previamente utilizado por outros autores (Zhang, 

Morrissey et al. 2011) e o resultado corresponde à expressão total das AR-Vs, porém não 

fornece dados acerca de qual AR-Vs está sendo expressa em maior nível. Por isso, realizamos 

a identificação isolada de AR-V7 utilizando um anticorpo específico para esta isoforma, o qual é 

o único anticorpo, disponível no momento, capaz de detectar uma variante específica do AR. 

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.  
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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). Esta 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. 

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).  

4.5 Estudo dos níveis intrateciduais e circulantes de androgênios 

Dosagem intraprostática de androgênios 

A dosagem de esteroides foi realizada em amostras de soro e tecido de CaP primário e 

HPB. A quantificação dos esteroides foi realizada pela técnica de cromatografia líquida 

acoplada à espectrometria de massa (liquid chromatography coupled with tandem mass 

spectrometry - LC-MS/MS) de acordo com protocolo previamente publicado (Bertin, Dury et al. 

2015; Dury, Ke et al. 2016). Em resumo, 0,05 a 0,34 g de tecido congelado foram utilizados 

para a preparação das amostras. Após a remoção de fosfolipídeos e extração líquido-líquido, 

as amostras foram injetadas utilizando um UPLC (LC-30AD system; Shimadzu; ON, Canada) 

acoplado a um AB Sciex Qtrap 6500™ utilizando modo MRM (Multiple Reaction Monitoring). Os 

resultados foram corrigidos por grama de tecido e apresentados como ng/g. Para as amostras 

de soro, os resultados foram corrigidos pelo volume e apresentados como ng/ml. 
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4.6 Estudo in vitro da modulação androgênica das AR-Vs 

Cultura de linhagem celular 

As linhagens celulares LNCaP e C4-2B foram obtidas da American Type Culture 

Collection (Manassas, VA, EUA) e do MD Anderson Cancer Center (Texas, USA), 

respectivamente. As células foram mantidas a 37° C com 5% de CO2, em meio RPMI 1640 

(Gibco BRL, NY, EUA) suplementado com 1% de penicilina/estreptomicina (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, EUA) e 10% de soro bovino fetal (SBF) (Gibco BRL, NY, EUA). As passagens 

foram realizadas com tripsina/EDTA (0,25% w/v e 0,53 mM, respectivamente) (Gibco BRL, NY, 

EUA). Quando atingiram a confluência de 80%, as células foram tripsinizadas e semeadas em 

placas específicas para as análises de modulação hormonal. 

Tratamento hormonal 

As células C4-2B foram semeadas na densidade de 3 x 103 células em placas de 24 

poços para as avaliações de proliferação e expressão gênica e na densidade de 5 x 103 células 

em placas de 6 poços para a avaliação de localização celular, todas em resposta ao tratamento 

hormonal. As células foram cultivadas por 24 horas para que aderissem à placa de cultivo, e 

então foi iniciado o protocolo experimental. No dia do início do experimento, as placas foram 

dividas em seis grupos: grupo 1 (DHT10-8 M), grupo 2 (DHT10-8 M + FLU 10-6 M), grupo 3 

(DHT10-13 M), grupo 4 (DHT10-13 M + FLU 10-6 M), grupo 5 (FLU 10-6) e grupo 6 (controle de 

veículo, etanol), conforme apresentado na Figura 7. Todos os tratamentos foram preparados 

com 10% de SBF desteroidado e 1% antibiótico (penicilina/estreptomicina). O dia do início do 

tratamento foi considerado como dia 0. As células foram mantidas em cultura sob o tratamento 

por 3, 6 e 9 dias, conforme apresentado na Figura 8. Este mesmo protocolo foi utilizado para os 

experimentos com as células LNCaP. 
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Figura 7 Algoritmo dos grupos experimentais. Grupo 1: tratamento com DHT10-8 M. Grupo 2: 
tratamento com DHT10-8 M associado à FLU 10-6 M. Grupo 3: tratamento com DHT10-13 M. 
Grupo 4: tratamento com DHT10-13 M associado à FLU 10-6 M. Grupo 5: tratamento com FLU 
10-6. Grupo 6: controle de veículo - foi acrescentado o veículo (etanol absoluto) no mesmo 
volume das drogas utilizadas nos demais grupos.  

 

 

Figura 8 Protocolo experimental do cultivo celular. Representação esquemática do protocolo 
experimental do cultivo celular. 

 

Para testar a possível modulação androgênica do AR e suas isoformas pelo tratamento 

com androgênios, foi realizada a análise da expressão gênica do AR-FL e de suas isoformas 

(AR-V1, AR-V4 e AR-V7) por qPCR, expressão proteica do AR e de sua isoforma AR-V7 por 

imunofluorescência e a avaliação do crescimento celular por sulforrodamina B (SRB).  
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Avaliação da expressão gênica do AR e de suas isoformas 

Para avaliação da expressão do mRNA do AR e das AR-Vs, foram utilizadas placas de 

24 poços (1,9 cm2/poço) com 3x103 células semeadas por poço, divididas nos grupos de 

tratamento, sendo direcionados oito poços para cada grupo. Foram avaliados os níveis de 

expressão no dia 0 (sem tratamento), e nos dias 3, 6 e 9 (com tratamentos). As placas foram 

colocadas no gelo e o meio de cultura foi desprezado. Então, as células foram lisadas 

diretamente nas placas com 1 mL/10 cm2 do reagente Trizol® (Invitrogen), seguindo uma 

adaptação do protocolo do fabricante, já padronizada em nosso laboratório. O homogeneizado 

de cada grupo foi coletado e transferido para um microtubo de 2 mL onde foi incubado a 15-30 

°C por 5 minutos; a partir desta etapa, o procedimento de extração de RNA foi realizado 

conforme descrito na sessão “Extração de RNA total”, do subtítulo “4.4 Estudo da expressão 

tecidual das AR-Vs”. 

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

reagentes específicos GoScript™ Reverse Transcription System (Promega). Após a 

desnaturação do RNA com Oligo(dT)15 e Nuclease-Free Water a 70°C por 5 minutos, a amostra 

foi acondicionada em gelo por pelo menos 5 minutos. Então, foi centrifugada por 10 segundos 

e foi adicionada uma mistura contendo GoScript™ 5X Reaction Buffer, MgCl2, PCR Nucleotide 

Mix, Recombinant RNasin®, GoScript™ Reverse Transcriptase e Nuclease-Free Water em 

cada amostra, que foi incubada a 25°C por 5 minutos, 42°C por 60 minutos e 70°C por 15 

minutos. A mistura foi então centrifugada e estocada a -20°C antes de ser utilizada para a 

reação em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR). Esta reação de síntese de cDNA teve 

um volume final de 10µL. 

A avaliação da expressão do mRNA do AR e das AR-Vs em cultura celular foi realizada 

através da técnica da reação em cadeia da polimerase em tempo real a partir de transcrição 

reversa (qRT-PCR). Para avaliar os dados de expressão gênica, foi realizado o método do 

ΔΔCt (Livak and Schmittgen 2001). Todos os experimentos foram realizados em duplicata e a 

beta-2microglobulina (β2m) foi utilizada como gene normalizador. 
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Avaliação da expressão proteica do AR e do AR-V7 

Para avaliação da expressão proteica do AR e das AR-Vs, foram utilizadas placas de 6 

poços (9,03 cm2/poço) com 5x103 células semeadas por poço, divididas nos grupos de 

tratamento, sendo direcionado um poço para cada grupo. Para esta avaliação, foi utilizada a 

técnica de imunocitoquímica com fluorescência. Inicialmente, as células foram fixadas em 

lâmina com paraformaldeído a 4% por 30 minutos, permeabilizadas com 0,1% Triton X-100 em 

tampão fosfato por cinco minutos e bloqueadas com BSA 5% por duas horas à temperatura 

ambiente. Após o bloqueio, as células permaneceram incubadas durante 24 horas com os 

anticorpos primários: anti-AR C19 e anti-AR-V7. Em seguida, as lâminas foram incubadas em 

câmara escura e úmida com o anticorpo secundário correspondente conjugado com fluoróforo 

por duas horas. As células foram avaliadas em um microscópio óptico Confocal Olympus 

FV1000 através do programa Olympus Fluoview FV10-ASW 4.2 viewer e as imagens foram 

armazenadas em um computador IBM-PC compatível. 

Avaliação da proliferação celular 

Para avaliação da proliferação celular foram utilizadas placas de 24 poços, com uma 

densidade de 3x103 células por poço. O dia do plaqueamento foi considerado como dia 0. No 

dia seguinte, as células foram divididas nos grupos de estudo conforme as diferentes doses 

recebidas de DHT e associação ao anatagonista do receptor (Figura 6). O dia incial do 

recebimento dos tratamentos foi considerado como dia 1 e as culturas foram matidas até o dia 

9, sendo avaliadas imediatamente antes de receberem os tratamentos e nos dias, 3, 6 e 9 com 

o ensaio da Sulforrodamina B (SRB) (Skehan, Storeng et al. 1990). Antes da realização do 

ensaio, o meio de cultivo das células foi substituído por um meio sem adição do SBF, seguindo 

uma adaptação do protocolo original, visto que as proteínas presentes no SBF podem ser 

fixadas juntamente com as células durante o processo, o que pode levar a um falso aumento 

dos valores de densidade celular (Papazisis, Geromichalos et al. 1997). Na sequência, as 

células foram fixadas com 100 μL de ácido tricloroacético 50% (TCA 50%) e incubadas por 1h 

a 4°C. Após, as células foram lavadas quatro vezes com água destilada corrente de forma a 

eliminar qualquer resquício de corante presente que poderia interferir na quantificação 

espectrofométrica. Após as placas serem secas em fluxo de ar, foram adicionados 200 μL de 
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solução de SRB (0,4% em ácido acético 1%) por poço seguido de incubação em temperatura 

ambiente por 25 min. Então, as células foram lavadas quatro vezes com 200 μL de ácido 

acético a 1% para eliminar o excesso de corante e, por fim, solubilizadas com 200 μL de Tris 

10 mM e incubadas em agitação por 10 minutos à temperatura ambiente. A absorbância foi 

medida a 510 nm utilizando um espectrofotômetro de placas AnthosZenyth 200 rt. 

A fim de se obter a proporção de crescimento celular conforme os grupos de 

tratamento hormonal, todos os valores finais de absorbância foram ajustados em relação à 

quantidade inicial de células semeadas (T0). Assim, para cada experimento de proliferação 

celular, no primeiro dia após a semeadura, foi realizado o ensaio de SRB para se obter o valor 

de absorbância basal celular do experimento em questão. A proporção de crescimento celular 

em cada um dos grupos de análise foi obtida através da subtração da absorbância final pela 

absorbância basal, dividido pela absorbância final do controle subtraída da absorbância basal 

do controle. Neste cálculo, o grupo controle (grupo 6 - controle de veículo, etanol) teve 

proliferação considerada como 100% (Vichai and Kirtikara 2006). 

Fórmula utilizada: ((média amostra-T0)/média controle-T0) *100 

4.7 Deposição final de resíduos e biossegurança 

Após os experimentos, os restos de tecidos foram acondicionados em sacos brancos, 

lacrados e identificados com o rótulo de lixo biológico de tamanho adequado com todas as 

informações requeridas. Os meios de cultura celular e as células remanescentes presentes no 

interior das garrafas de poliestireno foram etiquetados como lixo biológico e entregues ao 

serviço de coleta competente, licitado pela UFRGS. Resíduos de fenol foram tratados como lixo 

químico, que foi coletado pelo serviço de coleta sediado no Instituto de Química da UFRGS. 

Quaisquer outros resíduos gerados pela pesquisa em questão foram descartados conforme 

indicação do serviço de coleta sediado no Instituto de Química da UFRGS. 
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4.8 Análise estatística 

Os resultados de expressão gênica e proteica foram avaliados quantitativamente. Para 

avaliação da distribuição dos resultados obtidos pelas análises de expressão tecidual dos 

grupos HPB e CaP foi utilizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk. Os resultados que 

apresentaram distribuição paramétrica foram apresentados como média e desvio padrão e 

analisados pelo teste t de Student. Os resultados que não apresentaram distribuição 

paramétrica foram apresentados como mediana e intervalo interquartil e analisados pelo teste 

U de Mann-Whitney. Para avaliar a associação entre os dados de expressão gênica das AR-Vs 

e outras variáveis contínuas foi realizada correlação de Spearman.  

Para as análises da modulação androgênica em cultura celular foi empregado o teste 

de Equações de Estimativas Generalizadas (GEE). No caso do presente estudo, foram 

realizadas culturas celulares de um mesmo tipo de linhagem celular (C4-2B). No esquema 

experimental das culturas, as células C4-2B foram submetidas a seis diferentes tratamentos em 

quatro tempos de experimento, de forma que a combinação grupo de tratamento-tempo de 

experimento totalizou 24 grupos por caso. Desta forma, os grupos não puderam ser tratados de 

forma independente, uma vez que há correlação tanto entre os diferentes grupos (células 

provenientes de uma mesma linhagem celular) quanto entre os tempos de tratamento, 

caracterizando uma relação de dependência entre as variáveis, o que justifica a escolha do 

GEE para as análises dos resultados obtidos em cultura celular. O teste de GEE foi seguido 

pelo teste post-hoc Bonferroni. 

Todas as análises foram realizadas no pacote estatístico SPSS versão 20 (Statistical 

Packages for the Social Sciences) e o nível de significância adotado foi de 5 %.  

4.9 Local de realização do projeto 

Os experimentos de cultura celular, imunocitoquímica com fluorescência e expressão 

gênica foram realizados no Laboratório de Biologia Molecular Endócrina e Tumoral (LaBiMET), 

localizado no Departamento de Fisiologia, UFRGS, que dispõe da infraestrutura adequada para 
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a execução dos procedimentos utilizados neste estudo. As coletas de tecido prostático foram 

realizadas no Bloco Cirúrgico do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA), com 

acompanhamento do Serviço de Urologia do HCPA. Os experimentos relacionados à 

expressão proteica (imunohistoquímica) foram realizados e as imagens analisadas no Serviço 

de Patologia Experimental do HCPA. A análise das imagens de imunocitoquímica com 

fluorescência foram capturadas no Centro de Microscopia Confocal da UFRGS. As dosagens 

intraprostáticas de esteroides foram realizadas na Endoceutics (Canadá), em parceria com o 

Dr. Fernand Labrie.  

4.10 Fontes de financiamento 

Este projeto foi financiado com recursos financeiros das seguintes agências de fomento: 

FIPE/HCPA (n° 14‑0397), CNPq (n° 477148/2013-1), CAPES e FAPERGS. 
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5. RESULTADOS 

O presente trabalho terá seus resultados divididos nos seguintes capítulos: 

 

I. Estudo dos níveis intrateciduais e circulantes de esteroides  

 

II. Estudo da expressão tecidual das AR-Vs 

Apresentados no artigo “Androgen receptor isoforms expression in benign prostatic 

hyperplasia and primary prostate cancer” publicado na revista PlosOne, v. 13, n. 7, p. 1-17, 

2018. DOI: 10.1371/journal.pone.0200613. 

 

III. Estudo in vitro da modulação androgênica das AR-Vs  

Apresentados no artigo “Androgenic modulation of AR-Vs” publicado na revista 

Endocrine, p. 1-10, 2018. DOI 10.1007/s12020-018-1682-5. 

.
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Capítulo I -  

Estudo dos níveis intrateciduais e circulantes de esteroides
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Introdução 

Os androgênios são uma classe de hormônios esteroides que exercem papel 

fundamental na biologia da próstata, eles regulam o desenvolvimento e a manutenção das 

características masculinas, incluindo o crescimento e a função prostática (Xu, Chen et al. 

2015). A terapia de ablação hormonal é, junto com o tratamento cirúrgico e a terapia de 

radiação, a abordagem de escolha para o CaP localizado. As células tumorais da próstata são 

particularmente responsivas aos androgênios (testosterona e dihidrotestosterona), o que 

fundamenta o protocolo de redução dos níveis circulantes de testosterona em homens com 

CaP. Entretanto, a associação entre o desenvolvimento do CaP e os níveis circulantes de 

testosterona é bastante controversa; inclusive já foi demonstrada a relação oposta entre a 

variável e o desfecho em questão (Morgentaler 2006). Além disso, a associação entre a queda 

dos níveis circulantes de testosterona e o desenvolvimento do CaP tem estimulado novas 

ideias acerca da etiologia e prevenção primária do CaP primário (Xu, Chen et al. 2015). 

A ablação androgênica promove redução nos níveis circulantes de testosterona. 

Entretanto, mesmo frente a esta regulação hormonal negativa, muitos pacientes acabam 

progredindo para um estágio de doença que não-responsivo a este bloqueio androgênico, 

conhecido como CRPC (do inglês castration resistant prostate cancer) (Uo and Sprenger 

2018). Diversos são os mecanismos propostos para a recidiva desta doença, porém a 

manutenção do sinal do AR parece ser capital. As teorias mais aceitas incluem variações nos 

níveis do(s) ligante(s) intrateciduais, aumento da expressão do receptor, mutações no receptor, 

presença de correguladores e fatores que possam levar à ativação do receptor 

independentemente dos níveis de ligante (Scher and Sawyers 2005).  

Ainda que os níveis circulantes de androgênios possam estar reduzidos, os níveis 

intrateciduais podem ser mantidos em determinado nível que seja suficiente para a 

manutenção do sinal do AR. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi analisar e comparar os 

níveis circulantes (séricos) e intrateciduais de esteroides em amostras de HPB e CaP.  
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Resultados  

Foram mensurados esteroides participantes via esteroidogênica em amostras de tecido 

e de soro de pacientes com HPB e CaP (Figura 1, (Locke, Guns et al. 2008)). Os resultados 

estão demonstrados nas Tabelas 1 e 2. 

 

 

 

Figura 1. Esquema da via de síntese de esteroides a partir do colesterol. Os hormônios que 

foram dosados estão sublinhados. Adaptado de (Locke, Guns et al. 2008). 

 

 

O tecido hiperplásico benigno apresentou maiores níveis de T, 4-androstenediona (4-

diona) e progesterona que o tecido de carcinoma hormônio-sensível (P=0.001, P=0.001, e 

P<0.001, respectivamente).  
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Tabela 1 Medida de esteroides intraprostáticos  

  HPB CaP Valor P 

DHEA, ng/g 
Mediana (IQR) 

n=103 
 36,69 (84,34) 

n=34 
26,40 (95,81) 

 
0,639 

T, ng/g 
Mediana (IQR) 

n=97 
0,14 (0,32) 

n=32 
0,07 (0,11) 

 
*0,001 

4-diona, ng/g 
Mediana (IQR) 

n=99 
0,17 (0,26) 

n=32 
0,07 (0,12) 

 
*0,001 

5-diol, ng/g 
Mediana (IQR) 

n=101 
0,46 (0,56) 

n=33 
0,47 (0,63) 

 
0,541 

DHT, ng/g 
Mediana (IQR) 

n=102 
3,58 (4,18) 

n=33 
2,47 (3,14) 

 
0,202 

Progesterona, ng/g 
Mediana (IQR) 

n=99 
0.10 (0,12) 

n=30 
0,05 (0,07) 

 
*<0,001 

Valor P foi determinado pelo teste U de Mann–Whitney U.  

 

Quanto aos níveis circulantes, somente 5-androstenediol (5-diol) foi diferente entre os 

grupos, apresentando níveis mais elevados nas amostras séricas do grupo CaP (P=0.025, 

Tabela 2). 

 

Tabela 2 Medida de esteroides séricos  

  HPB 
n=13 

CaP 
n=9 

Valor P 

DHEA, ng/g 
Mediana (IQR) 

1.23 (0.47) 0.98 0.794b 

T, ng/g 
Média (SD) 

3.35 (0.91) 4.29 (1.60) 0.096ª 

4-diona, ng/g 
Mediana (IQR) 

0.44 (0.21) 0.35 (0.48) 0.695b 

5-diol, ng/g 
Mediana (IQR) 

0.27 (0.19) 0.46 (0.49) *0.025b 

DHT, ng/g 
Média (SD) 

0.33 (0.13) 0.39 (0.15) 0.338a 

Progesterona, ng/g 
Mediana (IQR) 

0.03 (0.02) 0.04 (0.04) 0.186b 

a Valor P foi determinado pelo teste t de Student. 

b Valor P foi determinado pelo teste U de Mann–Whitney U. 

 

A análise de correlação de Spearman sugere que, nas amostras de HPB, a T parece 

ser sintetizada via progesterona/4-diona. Por outro lado, nas amostras de câncer, ambas as 

rotas da via de esteroidogênese (progesterona/4-diona e DHEA/5-diol) parecem estar 

envolvidas na síntese de T (Tabelas 3, 4 e 5).  
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Tabela 3  Coeficiente de correlação entre esteroides intraprostáticos  

 Progesterona T DHT 

 HPB CaP HPB CaP HPB CaP 

4-diona 0,467 
(<0,001)* 

N=95 

0,713 
(<0,001)* 

N=30 

0,649 
(<0,001)* 

N=96 

0,518 
(0,003)* 

N=31 

-0,257 
(0,011)* 

N=98 

0,062 
(0,740) 
N=31 

Progesterona - - 0,206 
(0,047)* 

N=93 

0,183 
(0,341) 
N=29 

-0,112 
(0,272) 
N=98 

-0,136 
(0,482) 
N=29 

Correlação de Spearman para associação entre variáveis. Os resultados estão apresentados 
como rs (P). Valores P< 0.05 foram considerados estatisticamente significativos e estão 
indicados por asterisco (*). 

 

Tabela 4 Coeficiente de correlação entre esteroides intraprostáticos 

 DHEA T DHT 

 HPB CaP HPB CaP HPB CaP 

5-diol 0,877 
(<0,001)* 

N=101 

0,826 
(<0,001)* 

N=33 

0,071 
(0,496) 
N=95 

0,358 
(0,048)* 

N=31 

0,228 
(0,023)* 
N=100 

0,262 
(0,147) 
N=32 

DHEA - - 0,117 
(0,253) 
N=97 

0,565 
(0,001)* 

N=32 

0,186 
(0,061) 
N=102 

0,536 
(0,001)* 

N=33 

Correlação de Spearman para associação entre variáveis. Os resultados estão apresentados 
como rs (P). Valores P< 0.05 foram considerados estatisticamente significativos e estão 
indicados por asterisco (*). 

 

Tabela 5  Coeficiente de correlação entre esteroides intraprostáticos 

 DHT 

 HPB CaP 

T -0,332 
(0,001)* 

N=96 

0,357 
(0,049)* 

N=31 

Correlação de Spearman para associação entre variáveis. Os resultados estão apresentados 
como rs (P). Valores P< 0.05 foram considerados estatisticamente significativos e estão 
indicados por asterisco (*). 

 

Discussão 

O papel central dos androgênios na biologia da próstata é amplamente conhecido. De 

fato, o  balanço entre a proliferação induzida por androgênios e a apoptose é um importante 

regulador do crescimento, tanto na próstata normal quanto na próstata tumoral.  

A partir da análise dos níveis de esteroides intrateciduais e séricos pela tecnologia LC-

MS/MS, observamos que as amostras de CaP apresentam níveis intrateciduais reduzidos de T, 
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4-diona e progesterona quando comparadas a amostras de HPB. A dosagem de DHEA e DHT 

intratecidual também apresentou valores menores no grupo CaP, entretanto, esses valores não 

foram significativamente diferentes entre os grupos.  

Por outro lado, quando analisados os níveis séricos de esteroides, somente 5-diol foi 

diferente entre os grupos. As amostras de CaP apresentaram níveis mais elevados de 5-diol do 

que as amostras de HPB. Não foram encontradas diferenças estatisticamente significativas 

entre os níveis séricos de progesterona, DHEA, 4-diona, T ou DHT entre HPH e CaP. Em um 

estudo prévio de nosso grupo de pesquisa (Biolchi, Silva Neto et al. 2013) também não 

encontramos diferenças nos níveis circulantes de T entre os grupos HPB e CaP. Porém, 

quando HPB e CaP foram comparados ao grupo controle (homens saudáveis), ambos 

apresentaram níveis diminuídos de T.  

Estes dados demonstram que os níveis séricos de esteroides não refletem o ambiente 

hormonal intraprostático, o que corrobora com dados da literatura (Heracek, Hampl et al. 2007; 

Goldenberg, Koupparis et al. 2011). A discordância entre os níveis intrateciduais e circulantes 

de esteroides pode refletir a variabilidade da maquinaria enzimática que interconverte e 

metaboliza os esteroides (Labrie, Dupont et al. 1993; Labrie, Luu-The et al. 1997; Gianfrilli, 

Pierotti et al. 2014). Dentre as teorias para este fenômeno, a síntese intrácrina de esteroides 

ocupa papel de destaque. 

A relação entre os níveis totais de T e o desenvolvimento do CaP é bastante 

controversa. Por anos, se acreditou que a T seria uma causa direta para o CaP. Ainda que o 

desenvolvimento do CaP seja androgênio-dependente, intrigantemente a incidência do CaP 

aumenta conforme diminuem os níveis sistêmicos de androgênios, cujos níveis reduzem 

conforme o avançar da idade. Ainda que estudos prévios tenham demonstrado uma 

associação entre o aumento do crescimento do câncer e altos níveis circulantes de T livre 

(Parsons, Carter et al. 2005; Usoro, Obot et al. 2015), sugerindo que baixos níveis de T livre 

poderiam atuar com um fator protetor contra o CaP, vários grupos independentes encontraram 

uma associação oposta (Stattin, Lumme et al. 2004; Morgentaler 2006; Xu, Chen et al. 2015).  

Estudos recentes demonstraram que baixos níveis de T total e livre estão associados a 

um risco aumentado de CaP de alto grau, estando relacionados a uma doença mais agressiva 
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e de pior prognóstico (sobrevida livre da doença) (Biolchi, Silva Neto et al. 2013; Bayar, Sirin et 

al. 2017; INCA 2017). Por outro lado, baixos níveis de T também foram relacionados a um risco 

reduzido de desenvolvimento de HPB (Kristal, Schenk et al. 2008; Biolchi, Silva Neto et al. 

2013). Ainda que neste trabalho nós não tenhamos encontrado níveis séricos de T diferentes 

entre CaP e HPB, os níveis intrateciduais de T foram menores no CaP. Desta forma, embora a 

regressão do CaP resultante da deprivação androgênica seja fato concreto e bem estabelecido, 

esses resultados não suportam a hipótese de que a T seja a causa direta do CaP (Morgentaler 

2006). 

De modo semelhante, observamos uma diminuição nos níveis intraprostáticos de DHT 

no grupo CaP quando comparado ao grupo HPB, ainda que esta diferença não tenha sido 

estatisticamente significativa. Estes dados estão de acordo com trabalhos prévios que 

demonstraram níveis teciduais de DHT aumentados na HPB quando comparada ao CRPC 

(Mohler, Gregory et al. 2004; Titus, Schell et al. 2005). Uma explicação para que os valores 

encontrados no presente trabalho não tenham alcançado significância estatística pode ser o 

fato de alguns pacientes do grupo HPB estarem sob o uso de finasterida. Como já 

demonstrado na literatura, a finasterida causa um aumento dos níveis intraprostáticos de T e 

uma diminuição recíproca dos níveis intraprostáticos de DHT (van der Sluis, Meuleman et al. 

2012). Isto pode explicar porque os níveis de DHT encontrados no grupo CaP não tenham sido 

estatisticamente diferentes do grupo HPB, ainda que tenhamos observado valores menores no 

CaP que na HPB. Em resumo, a finasterida pode ter reduzido os níveis intraprostáticos de 

DHT, mascarando a diferença entre HBP e CaP. 

Nossos resultados corroboram com resultados da década de 1970, que mostraram um 

discreto aumento nos níveis circulantes de progesterona nos pacientes com HPB. E ainda, 

nestes pacientes, a T permanece em níveis semelhantes àqueles encontrados em homens 

jovens saudáveis (Hammond, Kontturi et al. 1978), confirmado a relação entre altos níveis de T 

e o desenvolvimento da HPB. Além disto, conforme este mesmo trabalho, as concentrações de 

progesterona e T nos pacientes com CaP não foram diferentes da população referência 

(Hammond, Kontturi et al. 1978). Em relação ao tecido hiperplásico, os elevados níveis 

intraprostáticos sugerem que não somente os androgênios, mas também a progesterona, 

exercem papel na patogênese da HPB, favorecendo o crescimento celular. Até o momento, 
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ainda não está claro como exatamente os esteroides influenciam a HPB, de forma que mais 

estudos acerca dos processos fisiopatológicos envolvidos no desenvolvimento desta condição 

são necessários. 

Ademais, também é importante salientar que, ainda que nossos resultados discordem 

de alguns estudos prévios, os métodos utilizados para mensurar os níveis de esteroides foram 

diferentes. De fato, os dados publicados acerca dos níveis intrateciduais de esteroides variam 

consideravelmente. Essa variação pode ser explicada também pelos diferentes métodos 

utilizados na seleção de pacientes, métodos de obtenção e processamento das amostras e 

ainda, ensaios e equipamentos utilizados para a quantificação dos níveis de esteroides (van 

der Sluis, Vis et al. 2012). Uma limitação do nosso trabalho é a não-padronização da coleta 

sanguínea, que embora tenha sido realizada sempre no dia anterior da cirurgia, geralmente no 

fim do dia - quando os pacientes recebiam e assinavam o TCLE-, o horário exato da coleta era 

variável. 

A partir dos resultados obtidos pela análise de correlação de Spearman, podemos 

sugerir que, na HPB, a T seja sintetizada via progesterona/4-diona. Já no CaP, a T parece ser 

sintetizada tanto via progesterona/4-diona quanto via DHEA/5-diol. Entretanto, ainda que os 

resultados deste trabalho suportem a ideia da via de síntese de T, eles não fornecem 

evidências específicas. Em vista disto, é necessária uma investigação padronizada para avaliar 

esta hipótese. 

Conclusão 

Os níveis circulantes de 5-diol são maiores no CaP que na HPB. Os demais esteroides 

dosados não apresentaram diferença entre os grupos. O grupo CaP apresenta menores níveis 

intrateciduais de T, 4-diona e progesterona em relação à HPB. Esses resultados contrariam a 

teoria de que a T seria causa direta para o CaP. Em suma, esses dados sugerem que a 

redução dos níveis intrateciduais de T abaixo de determinado limiar possa desencadear uma 

adaptação celular que em última instância pode dar origens a eventos participantes do início do 

processo de carcinogênese, como por exemplo, geração de mutações nos receptores 

esteroidais que permitem a manutenção do sinal mesmo na ausência de ligante.  
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Capítulo II -  

Estudo da expressão tecidual das AR-Vs  

Artigo: “Androgen receptor isoforms expression in benign prostatic hyperplasia and 

primary prostate cancer” 

Status: Artigo publicado na revista PlosOne, v. 13, n. 7, p. 1-17, 2018. 

DOI: 10.1371/journal.pone.0200613
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S1 Fig. Ratio AR-NTD/AR-CTD in nuclei of epithelial cells. Distribution of the ratio AR-NTD/AR-CTD in epithelial 
nuclei of samples from BPH and PCa (P=0.818). 

 

 

S1 Table. Cox regression between variables. Ratio AR-V1/AR-FL was associated with a higher risk of 
biochemical recurrence (HR=1.172, P=0.045) and BLC2/BAX was associated with protection of biochemical 
recurrence (HR=0.123, P=0.009). In the multivariable model these associations remained when these variables 
were tested together (HR=1.219, P=0.038; and HR=0.104, P=0.014; respectively). 
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S2 Fig. Kapplan-Meier curve for biochemical recurrence in PCa. PCa samples were stratified for Gleason 
score ≤7(3+4) and ≥7(4+3). Samples with Gleason ≥7(4+3), time to recurrence was significantly lower (31 months) 
than samples with Gleason ≤7(3+4) (65 months) (P=0.004). 
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Capítulo III -  

Estudo in vitro da modulação androgênica das AR-Vs  

Artigo: “Androgenic modulation of AR-Vs” 

Status: Artigo publicado na revista Endocrine, p. 1-10, 2018.  

DOI 10.1007/s12020-018-1682-5 
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Online Resource 1 Androgenic modulation of AR-Vs protein expression in LNCaP cells. Immunofluorescent images showing dynamic changes in the 

presence of DHT (10-8 M and 10-13 M) associated or not to flutamide. DAPI, 40,6-diamidino-2-phenylindole. 
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Online Resource 2 Schematic representation of dynamic changes in cellular 

localization of AR-FL and AR-V7 under androgenic treatment (DHT 10-8 M and 10-13 M, 

associated or not to flutamide) in LNCaP Cells. Nuclei and cytoplasm localization were analyzed 

using the function "Image Calculator" of the ImageJ software (see Materials and Methods). 

Stained elements were measured by the command “Analyze Particles”. 
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6. DISCUSSÃO GERAL 

Os resultados presentes nessa Tese permitem a ampliação do conhecimento científico 

no papel do AR e das AR-Vs na fisiopatologia das alterações proliferativas da próstata, HPB e 

CaP. Até o momento, o papel exato das AR-Vs no desenvolvimento destas alterações 

prostáticas ainda não foi esclarecido e permanece sob discussão. As AR-Vs são 

constitutivamente ativas, de forma que não necessitam da presença de androgênios para 

serem ativadas e exercerem seu papel na transcrição gênica. Entretanto, sua expressão pode 

ser modulada pela presença de androgênios.  

No Artigo 1 (Androgen receptor isoforms expression in benign prostatic hyperplasia and 

primary prostate cancer), estudamos a expressão das AR-Vs na HPB e no CaP hormônio-

sensível. A primeira observação a ser feita é que todos os alvos estudados (mRNA e proteína) 

foram expressos em todas as amostras analisadas. Este dado confronta a afirmação de que as 

AR-Vs seriam expressas somente no CPRC (Hornberg, Ylitalo et al. 2011; Antonarakis, Lu et 

al. 2014). Enquanto que outros autores estudaram a expressão das AR-Vs em amostras de 

câncer avançado, resistente à terapia de ablação androgênica e em metástases (Dehm, 

Schmidt et al. 2008; Guo, Yang et al. 2009; Hu, Dunn et al. 2009; Sun, Sprenger et al. 2010; 

Hornberg, Ylitalo et al. 2011), nós detectamos que estas variantes são expressas não só no 

tecido tumoral, mas também no tecido hiperplásico. Nossos dados expandem o papel das AR-

Vs para além da resistência à terapia, trazendo novas possibilidades para o entendimento da 

fisiopatologia dos tumores da próstata. A partir dos dados apresentados neste trabalho e na 

literatura, pode-se especular que, no caso do carcinoma prostático, durante a progressão 

tumoral para um estágio mais agressivo pode ocorrer a seleção de subclones capazes de 

resistir a terapia de ablação androgênica e de manterem a proliferação celular (Watson, Chen 

et al. 2010). A teoria de expressão progressiva das AR-Vs é fundamentada por achados da 

literatura que demonstram a relação inversa entre a dependência androgênica e a expressão 

das isoformas, que se apresentam em níveis menores em linhagens celulares androgênio-

dependentes mas em níveis significativamente maiores em linhagens androgênio-

independentes (Guo, Yang et al. 2009). Essa relação inversa remete ao trabalho de Watson e 
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cols. (2010), que demonstrou que o AR-FL e as AR-Vs são regulados positivamente pela 

castração, enquanto que a readministração de androgênio é capaz de suprimir a expressão 

destes receptores. Em concordância com esta teoria, conforme os dados apresentados na 

sessão de Resultados, Capítulo I - Estudo dos níveis intrateciduais e circulantes de esteroides, 

a expressão gênica das isoformas AR-V1 e AR-V7rv encontra-se aumentada no CaP, enquanto 

que os níveis intrateciduais de esteroides encontram-se diminuídos. Reduzidos níveis 

intrateciduais de androgênios são relacionados à recidiva tumoral e à menor sobrevida livre da 

doença (Geller, de la Vega et al. 1984). No CaP, estes desfechos desfavoráveis podem ser 

consequência do favorecimento à formação das AR-Vs, que ocorre em resposta aos baixos 

níveis intrateciduais de androgênios.  

Com o objetivo de estudar a associação entre a expressão gênica do AR-FL e das AR-

Vs e o estadiamento tumoral do CaP, as amostras deste grupo foram estratificadas de acordo 

com o escore de Gleason, classificando as amostras em dois grupos de acordo com o grau (≤7 

(3+4) e ≥7 (4+3). Encontramos uma maior expressão das AR-Vs nas amostras com Gleason de 

alto grau (≥7 (4+3)). O que demonstra a associação entre a expressão gênica das isoformas e 

a agressividade tumoral. Por outro lado, não observamos diferença de expressão quando as 

amostras foram classificadas de acordo com a recidiva bioquímica, o que corrobora com dados 

da literatura que demonstram que AR-V7 e AR-V1 não apresentam associação com a recidiva 

bioquímica (Zhao, Coram et al. 2012).  

As diferentes isoformas estudadas neste trabalho apresentam não somente correlação 

em nível de expressão gênica, refletindo sua origem partir de um mesmo pré-mRNA, mas 

apresentam também relação a nível funcional. A coexpressão das AR-Vs resulta em uma 

fascinante interação entre esses receptores. Haja vista, a coexpressão de AR-V7 e AR-V1 

resulta em anulação do ganho de função pelo AR-V7, indicando que o AR-V1 possa atuar 

como um regulador negativo do AR-V1 (Watson, Chen et al. 2010; Zhan, Zhang et al. 2017). 

Desta maneira, quando coexpresso com o AR-V1, o AR-V7 não é capaz de ativar seus alvos 

genômicos. No entanto, o AR-V1 é capaz de ativar seletivamente o sinal canônico, ou clássico, 

do AR-FL (Zhan, Zhang et al. 2017). Por conseguinte, se todas isoformas (AR-V1, AR-V4, AR-

V7 e AR-FL) são expressas em ambos tecidos (CaP e HPB), mas no CaP há maior expressão 
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de AR-V1, pode haver uma priorização da via canônica do AR-FL. Enquanto isso, na HPB, há 

maior expressão de AR-V4, que atua promovendo a ativação de alvos canônicos do AR-FL 

mas também de alvos AR-Vs-específicos. A nosso ver, este é um achado importante deste 

trabalho, visto que no tecido hiperplásico pode haver a ativação de ambas as vias, AR-FL e 

AR-V7, não havendo favorecimento de nenhuma destas vias.  

Como discutido anteriormente, neoplasias mais agressivas e de estágio mais avançado 

expressam maiores níveis de AR-V7 (Hu, Dunn et al. 2009; Hornberg, Ylitalo et al. 2011). 

Acreditamos que nessa situação, os níveis de AR-V7 superem os níveis de AR-V1, 

favorecendo assim a via do AR-V7. Esta teoria é fundamentada por trabalhos prévios da 

literatura que já demonstram a relação entre o AR-V7, o CRPC e o desenvolvimento de 

metástases (Scher and Sawyers 2005; Dehm, Schmidt et al. 2008; Guo, Yang et al. 2009; Hu, 

Dunn et al. 2009; Sun, Sprenger et al. 2010; Watson, Chen et al. 2010; Hornberg, Ylitalo et al. 

2011; Qu, Dai et al. 2015).  

Em suma, na HPB há maior expressão de AR-V4, que ativa a via canônica do AR-FL e 

também a via do AR-V7. No câncer hormônio-sensível, há maior expressão de AR-V1, que 

atua como regulador negativo do AR-V7, mas ativa a via do AR-FL. E, no CRPC, a via do AR-

V7 é favorecida. A correlação encontrada entre a expressão de AR-V4 e o escore de Gleason 

ressalta a participação desta isoforma na progressão do câncer para estágio mais avançados 

de agressividade. Ainda que nos graus mais avançados de câncer nós tenhamos observado e 

destacado a importante participação do AR-V7, a isoforma AR-V4 também está presente. E a 

presença dessa isoforma permite que a célula tumoral tome vantagem de ambos os lados da 

via do AR (AR-FL e AR-V7), ainda que se sugira um favorecimento via AR-V7.  

A relação entre a expressão da AR-Vs e marcadores do ciclo celular e da apoptose 

também foi avaliada. A ideia principal foi verificar se estes marcadores estariam alterados, uma 

vez que as AR-Vs são autoativadas e não dependem de controle transcricional para exercer 

suas ações intracelulares. Em outras palavras, em uma situação onde as AR-Vs são 

expressas, qual seria o efeito nos genes relacionados ao ciclo celular e à apoptose? No CaP, a 

correlação entre BCL2 com AR-FL e AR-V7 sugere a associação entre as vias relacionadas ao 

AR-FL e ao AR-V7 com o processo antiapoptótico. Estes resultados fortalecem a teoria de que 
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estes receptores (AR-FL e AR-V7) também tem papel na regulação da apoptose, podendo 

contribuir para a progressão do CaP. Ainda há muito a ser desvendado acerca dessas 

interações, mas nossos achados, ainda que iniciais, instigam futuros estudos que auxiliem a 

desvendar os complexos mecanismos intracelulares envolvidos na progressão do CaP para 

estágios não-responsivos à terapia de bloqueio androgênico. 

A técnica de imunohistoquímica, escolhida para avaliar a expressão proteica em tecido, 

é amplamente utilizada tanto para a pesquisa quanto para o diagnóstico clinico. A detecção 

proteica foi realizada utilizando os anticorpos AR-NTD, AR-CTD e AR-V7. O anticorpo anti-AR-

V7 é específico para a isoforma em questão e o anticorpo anti-AR-CTD é específico para o AR-

FL. Enquanto isso, o anticorpo anti-AR-NTD liga-se no domínio N-terminal, que é expresso 

pelas AR-Vs e pelo AR-FL, detectando assim tanto o AR-FL quanto as AR-Vs. Desta forma, 

uma amostra positiva para AR-NTD pode refletir a expressão de quaisquer proteínas do AR 

estudadas neste trabalho. Por outro lado, uma amostra positiva para AR-CTD, mas negativa 

para AR-NTD e AR-V7 reflete a expressão de AR-FL, porém a ausência de AR-Vs. Dada a 

ausência de anticorpos específicos para cada uma das AR-Vs, Zhang e cols. (2011), sugerem 

a utilização da razão entre os anticorpos AR-NTD e AR-CTD para o estudo da frequência geral 

das isoformas truncadas no domínio C-terminal (Zhang, Morrissey et al. 2011). Esta abordagem 

utiliza a razão da marcação dos anticorpos que reconhecem as regiões N e C-terminal do AR 

(AR-NTD/AR-CTD) e permite assim a identificação das AR-Vs. Deste modo, foram utilizados 

anticorpos contra os domínios N e C-terminal da proteína do AR para verificar a prevalência 

geral das variantes do AR, onde o valor resultante corresponde à expressão total das AR-Vs. 

Entretanto, este método não fornece dados específicos acerca de qual AR-Vs apresenta maior 

expressão. Assim, escolhemos utilizar também um anticorpo específico para detectar o AR-V7.  

O conhecimento da localização celular dos receptores nucleares é fundamental para 

discutir a ação destes receptores na fisiologia celular. Para obter dados quanto à localização 

celular dos alvos deste estudo, núcleo e citoplasma de células epiteliais e das células 

estromais foram avaliados separadamente. Cabe ressaltar que ainda que se aceite como 

padrão a ação nuclear clássica dos receptores nucleares, onde a presença nuclear destes 

receptores é requisito para sua ação sobre a transcrição gênica, devemos observar que a ação 

não-clássica destes receptores tem recebido cada vez mais atenção. Compreende-se como 
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não-clássica a ação citoplasmática (não-genômica) destes receptores, sendo capazes de ativar 

moléculas de sinalização intracelular, como por exemplo via ativação de proteínas quinase e 

fosforilação (Foradori, Weiser et al. 2008).  

Como apresentado no Artigo 1 (Androgen receptor isoforms expression in benign 

prostatic hyperplasia and primary prostate cancer), as células epiteliais de ambos os grupos 

foram positivas para os três anticorpos utilizados. Este dado representa mais um achado 

bastante interessante do nosso trabalho, visto que foi possível a detecção tanto do AR quanto 

de suas isoformas no tecido de CaP hormônio-sensível e também no tecido de HPB. 

Complementando nossos dados de expressão gênica, esses dados de expressão proteica 

contradizem a teoria inicial de que a expressão das AR-Vs aconteceria somente como 

consequência da terapia de ablação androgênica, de forma que essas isoformas não seriam 

expressas, ao menos em nível substancial, no tecido benigno e no tecido neoplásico hormônio-

sensível (Guo, Yang et al. 2009; Sun, Sprenger et al. 2010). A marcação estromal positiva é 

bastante interessante dada importância da sinalização androgênica estromal para o 

desenvolvimento do tecido prostático normal e hiperplásico, e também para o crescimento e 

progressão do CaP (Zhang, Morrissey et al. 2011).  

Não observamos diferença nos níveis de expressão proteica de AR-V7 quando 

comparadas as amostras de HPB e CaP. Entretanto, devemos ressaltar a detecção de AR-V7 

nos compartimentos epitelial e estromal das amostras analisadas, somada à detecção desta 

isoforma no citoplasma e também no núcleo destas células. A ausência da sequência de 

localização nuclear (NLS, do inglês nuclear localization sequence) na proteína do AR-V7 

chama atenção para sua detecção nuclear. Isto é, ainda que a NLS esteja ausente, o AR-V7 é 

capaz de alcançar o núcleo celular.  

Sabe-se que a localização nuclear é passo fundamental para a ação genômica dos 

receptores nucleares. Diferentes AR-Vs apresentam diferentes habilidades de translocação 

nuclear. Enquanto que o AR-V7 é capaz de translocar-se para o núcleo, outras isoformas, 

como AR-V1 e AR-V4, localizam-se primariamente no citoplasma (Zhan, Zhang et al. 2017). 

Como já descrito, a translocação nuclear do AR requer a dimerização do receptor, o que 

também é verdade para as AR-Vs. As isoformas AR-V1 e AR-V4 localizam-se principalmente 
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no citoplasma e a formação de heterodímero com AR-V7 ou AR-FL facilita sua translocação 

nuclear. Contudo, ainda que a translocação dos heterodímeros AR-V1/AR-FL e AR-V4/AR-FL 

aconteça somente quando o AR-FL está ligado ao androgênio, a associação AR-V1/AR-FL é 

capaz de ativar seletivamente a sinalização canônica do AR-FL (Zhan, Zhang et al. 2017). Por 

outro lado, quando o AR-V1 está associado ao AR-V7, ele bloqueia a capacidade do AR-V7 em 

conferir crescimento celular resistente à castração. Portanto, o AR-V1 é capaz de atuar como 

ativador transcricional para o AR-FL, mas como supressor transcricional para o AR-V7 (Zhan, 

Zhang et al. 2017). Deste modo, ainda quando expressas somente no citoplasma, as AR-Vs 

apresentam relevância clínica que deve ser levada em consideração. O entendimento atual é 

que a presença das AR-Vs é biologicamente relevante na HPB e no CaP hormônio-sensível; 

todavia, o exato papel das AR-Vs na fisiopatologia destes tumores ainda não está claro.  

No Artigo 2 (Androgenic modulation of AR-Vs), nós investigamos a modulação 

androgênica das AR-Vs de modo a ampliar a compreensão da regulação molecular destas 

variantes. No CaP, baixos níveis de androgênios são associados à agressividade e à recidiva 

tumoral, e também à menor sobrevida livre da doença (Geller, de la Vega et al. 1984; Biolchi, 

Silva Neto et al. 2013; Bayar, Sirin et al. 2017; Tu, Gu et al. 2017), o que é reforçado pela 

evidências que apresentadas na sessão de Resultados, Capítulo I - Estudo dos níveis 

intrateciduais e circulantes de esteroides, que demonstram níveis menores de esteroides 

intrateciduais no CaP quando em comparação à HPB. Ainda que a castração resulte em 

regressão do CaP, os resultados aqui apresentados não suportam a ideia de que a T seja uma 

causa direta do CaP, e nem de que altos níveis de T possam causar o CaP (Morgentaler 2006). 

Uma teoria bastante coerente proposta por Xu e cols. (2015) é que conforme os níveis de T 

caem abaixo de determinado limiar, as células prostáticas atingem o limite de suas 

capacidades compensatórias, o que implica na adaptação a estes baixos níveis de T e, em 

última instância, no estímulo ao início do processo carcinogênico (Xu, Chen et al. 2015). Deste 

modo, as células prostáticas adaptam-se ao declínio progressivo dos níveis de androgênios. 

Acreditamos que a expressão das AR-Vs possa fazer parte desta adaptação, conferindo certa 

vantagem às células que as expressam. Como já discutido anteriormente, estas isoformas 

constitutivamente ativas apresentam expressão nuclear, podendo dirigir a proliferação celular 

num ambiente onde estímulo androgênico encontra-se diminuído ou até ausente.  
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Existe uma relação inversa entre a expressão das AR-Vs e os níveis de androgênios 

(Guo, Yang et al. 2009; Watson, Chen et al. 2010). De fato, observamos que, enquanto o CaP 

apresenta menores níveis de androgênios, há maior expressão de AR-V1 e AR-V7, o que nos 

permite assumir que quando os níveis de androgênios diminuem, a célula adapta-se a este 

novo ambiente, de modo que a maquinaria hormônio-receptor-resposta celular seja modificada. 

Assim, numa situação onde a ativação do receptor selvagem acontece como consequência da 

ligação do hormônio, mas os níveis hormonais encontram-se reduzidos, e a célula precisa 

manter sua proliferação, dá-se início à expressão de receptores auto-ativados, que 

independem da presença de hormônio para manter a proliferação celular.  

Os resultados obtidos em cultura celular de linhagem androgênio-independente (C4-

2B) confirmam esta relação inversa entre as AR-Vs e os androgênios. Nós observamos que 

altas doses de DHT (10-8 M) reprimem a expressão gênica do AR-FL, AR-V1, AR-V4 e AR-V7. 

Esses dados sugerem a existência de mecanismos intracelulares capazes de regular 

negativamente a expressão do mRNA do AR em resposta à DHT, como já proposto por outros 

autores (Yeap, Krueger et al. 1999; Watson, Chen et al. 2010; Yu, Chen et al. 2014; Kohli, Ho 

et al. 2017). A modulação androgênica também acontece a nível proteico, onde altos níveis de 

DHT foram capazes de reter o AR-V7 no citoplasma celular, sugerindo um mecanismo de 

bloqueio à translocação nuclear desta isoforma. Observamos também um efeito negativo de 

altos níveis de DHT sobre a translocação nuclear do AR-FL. Juntos, esses dados confirmam a 

modulação negativa exercida por altas doses de DHT sobre a expressão gênica de AR-FL e 

AR-Vs e também sobre a translocação nuclear destes receptores. A este experimento 

adicionamos o antagonista do AR, flutamida, que não foi capaz de reverter a ação da DHT. 

Ainda que a DHT tenha regulado negativamente o AR, não houve impacto sobre a proliferação 

celular. Este dado sugere que outros mecanismos além do AR estejam envolvimentos na 

manutenção da proliferação celular sob altos níveis de androgênios.  

Também estudamos a resposta desta linhagem androgênio-independente a níveis 

reduzidos de DHT (10-13 M). A resposta do AR-FL frente à baixa dose de DHT foi bastante 

interessante. Inicialmente, observamos uma regulação negativa sobre o mRNA, que foi seguida 

por uma tendência a recuperação da expressão, sugerindo um mecanismo de adaptação frente 

aos níveis reduzidos de androgênios. Essa resposta bifásica do AR-FL não foi observada 
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quando associamos flutamida à baixa dose de DHT, mas essa associação exerceu efeito sobre 

as AR-Vs. A presença de resposta das AR-Vs a esta associação por si só é bastante 

interessante, visto que tanto DHT quanto flutamida exercem, classicamente, sua ação via 

ligação ao LBD - domínio este ausente nas AR-Vs. O curioso aqui é como essas moléculas que 

ligam em uma região ausente nas isoformas poderia exercer ação sobre estas?  

Ainda quanto ao tratamento com baixas doses de DHT em linhagem androgênio-

independente, observamos um aumento na proliferação celular em resposta ao tratamento. 

DHT 10-13 estimulou a proliferação celular das células C4-2B, efeito este que foi favorecido na 

associação com flutamida. Ademais, este efeito positivo sobre a proliferação celular também foi 

observado quando as células foram tratadas com flutamida isolada. Com base nos dados de 

expressão gênica, o aumento do AR-V4, que pode formar heterodímero com o AR-FL e ativar 

seus alvos canônicos pode ser uma explicação para este feito. De fato, a associação entre AR-

V4 com AR-FL não-ligado (em uma situação de ausência de androgênios, como no caso do 

tratamento com flutamida isolada) é capaz de ativar os alvos canônicos do AR (por exemplo, 

PSA) ainda que a localização celular não seja afetada (Zhan, Zhang et al. 2017). Por outro 

lado, a associação entre AR-V4 com AR-FL ligado a androgênio (como no caso da associação 

DHT + flutamida) é capaz de favorecer a translocação nuclear do AR-FL (Zhan, Zhang et al. 

2017). 

No caso do aumento da proliferação em resposta ao tratamento com flutamida 

(associada ou não à DHT10-13 M), a resposta pode ser consequência de uma mutação (T877A) 

no gene do AR que faz com que a flutamida atue como agonista do receptor, ao invés de atuar 

como antagonista. Descrita nas células LNCaP na década de 1990, esta mutação ocorre no 

LBD e é retida pela linhagem C4-2B, que é derivada das células LNCaP (Veldscholte, 

Berrevoets et al. 1992). Devido a sua localização no LBD, esta mutação não está presente nas 

AR-Vs. A presença desta mutação possibilita a ativação do AR de modo inespecífico, ou seja, 

este receptor passa a ser ativado pela ligação de outros esteroides como estrogênio e 

progesterona, e ainda, permite que antagonistas como a flutamida, atuem como agonistas, 

ativando o receptor em vez de bloqueá-lo (Shi, Ma et al. 2002). A presença dessa mutação já 

foi relacionada à proliferação e à sobrevivência das células do CaP e também à independência 

androgênica, uma vez que permite que a sinalização via AR possa ser mantida mesmo sob 
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bloqueio androgênico (Tan, Sharief et al. 1997; Taplin, Rajeshkumar et al. 2003; Sun, Shi et al. 

2006). Para tanto, acredita-se em um tipo de seleção de células que apresentam essa mutação 

para manter a proliferação do CaP (Taplin, Rajeshkumar et al. 2003). Além de estimular a 

proliferação, o tratamento com flutamida isolada foi capaz de regular negativamente a 

expressão gênica do AR-FL; contudo, regulou positivamente sua expressão proteica, sugerindo 

mecanismos de regulação pós-transcricional que permitem a manutenção dos níveis proteicos 

do receptor, por exemplo, via redução de sua degradação. E como relatado, a ausência de 

efeito sobre as AR-Vs pode ser devido à ausência do LBD para a ligação da flutamida.  

Enquanto que níveis aumentados de DHT regulam negativamente a expressão do AR-

FL e das AR-Vs, níveis reduzidos ou ausentes de DHT podem favorecer a expressão das AR-

Vs. Nos nossos experimentos, a ausência de DHT foi representada pelo grupo controle, que 

continha somente meio de cultura desteroidado acrescido do veículo etanol, onde observamos 

um aumento da expressão do AR-FL e das AR-Vs no decorrer do tratamento. Uma vez que 

não há androgênio para ligar ao AR-FL, se espera que não aconteça a translocação para o 

núcleo. Entretanto, foi observada marcação nuclear para este receptor. Este achado corrobora 

com os dados abordados anteriormente que mostram que as AR-Vs podem formar 

heterodímero com o AR-FL e favorecerem assim a translocação do receptor para o núcleo 

mesmo na ausência de ligante (Cao, Qi et al. 2014; Zhan, Zhang et al. 2017). Isto pode explicar 

a expressão nuclear do AR-FL mesmo em um ambiente sem androgênios.  
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7. CONCLUSÃO 

Os resultados apresentados nesta tese suportam a teoria de que as AR-Vs estão 

envolvidas na fisiopatologia dos tumores prostáticos. Nossos dados demonstram que as AR-Vs 

participam dos diferentes eventos proliferativos das células prostáticas, embora seu 

mecanismo de ação exato ainda não esteja claro. A identificação e a caracterização funcional 

de moléculas diferencialmente expressas entre os tecidos normal e tumoral são fundamentais 

para a compreensão do processo carcinogênico e para o desenvolvimento de terapias 

antitumorais. E, também, para a compreensão dos processos que governam a proliferação no 

tecido hiperplásico.  

Os níveis reduzidos de esteroides intrateciduais associados à expressão elevadas de 

AR-Vs no CaP sugerem uma modulação hormonal das isoformas, o que foi confirmado in vitro. 

Enquanto que níveis elevados de DHT regulam negativamente a expressão do AR-FL e das 

AR-Vs, níveis reduzidos de DHT regulam positivamente a expressão das AR-Vs, confirmando a 

relação inversão entre AR-Vs e androgênios. No CaP, os níveis diminuídos de androgênios 

favorecem a expressão das AR-Vs. Todas as AR-Vs estudadas são expressas nos tecidos de 

HPB e de CaP. A partir dos dados apresentados, sugere-se que na HPB os elevados níveis de 

AR-V4 ativem a via canônica do AR-FL e também a via do AR-V7, não havendo priorização de 

uma das vias. Já no CaP hormônio-sensível, ocorra maior expressão de AR-V1, que atua como 

regulador negativo do AR-V7, favorecendo a via do AR-FL. E, no decorrer da progressão do 

CaP para estágios mais avançados, a expressão de AR-V7 é favorecida, a ponto de reverter a 

regulação negativa exercida por AR-V1 sobre o AR-V7. Isso permite que nessa fase do CaP 

avançado, o AR-V7 atue como principal fator transcricional.  

Os resultados apresentados nesta Tese demonstram que o AR-FL e as AR-Vs 

respondem à modulação androgênica, onde altos níveis de DHT atuam como reguladores 

negativos da expressão destes receptores, efeito este aumentado quando na presença de 

flutamida. Ainda que a DHT baixa não altere os níveis de expressão destes receptores, eles 

apresentam uma interessante resposta na sua dinâmica de localização celular. O tratamento 
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com DHT baixa foi capaz de estimular a proliferação celular, o que foi intensificado pela 

associação à flutamida. A partir dos resultados aqui apresentados, sugerimos que a mutação 

T877A atribui vantagem proliferativa às células que a expressam. Assim, o processamento 

aberrante do mRNA pode favorecer a proliferação das células prostáticas.  

A adaptação das células tumorais às mudanças do meio pode ocorrer via diferentes 

mecanismos, os quais podem envolver respostas bastante complexas. Estas adaptações 

envolvem desde alterações genéticas, polimorfismos, alteração de crescimento e apoptose, até 

alteração a nível hormonal. Esse complexo mecanismo justifica a necessidade de mais 

pesquisas que visem esclarecer o papel das AR-Vs no estabelecimento e progressão do CaP 

hormônio-sensível. Ainda que o presente trabalho represente uma caracterização preliminar, 

ele deve ser estendido no futuro de forma a melhorar significativamente a compreensão da 

modulação androgênica de AR-Vs em tumores de próstata e, talvez, indicar novos abordagens 

terapêuticas para o CaP em estágio inicial. Demonstramos que as AR-Vs são expressas já no 

tecido benigno e CaP hormônio-sensível e que a expressão dessas variantes sofre modulação 

androgênica.  
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9. ANEXO I 

Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) 

Expressão gênica e proteica de isoformas do Receptor de Androgênios (AR) e sua 

modulação androgênica em hiperplasia prostática benigna e câncer de próstata 

 

Prezado Senhor 

Estamos conduzindo um estudo para identificar características genéticas (expressão de 

genes) que podem se associar a um risco aumentado de desenvolver câncer de próstata ou 

hiperplasia prostática benigna. 

A expressão modificada do receptor de androgênios pode estar envolvida com 

alterações no tecido normal da próstata que podem levar à formação da hiperplasia prostática 

benigna e do câncer de próstata.  

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 deste estudo. Caso aceite, sua 

participação no estudo consistirá em: uma coleta de amostra de sangue, a permitir que após a 

retirada da peça cirúrgica, três pequenos fragmentos da mesma (10 mm x 5 mm) sejam 

encaminhados para estudo genético (análise da expressão de genes e proteínas) e consulta a 

dados do seu prontuário, como idade, peso, altura, uso de medicamentos e dosagens 

hormonais anteriores. O restante da peça cirúrgica será destinado normalmente à biópsia 

(exame histopatológico). Portanto, não haverá modificação da técnica cirúrgica. O material será 

coletado após o término da cirurgia, e este procedimento não apresenta risco adicional 

conhecido para sua saúde, limitando-se aos procedimentos que já serão usados em sua 

cirurgia. Devemos salientar que os desconfortos que ocorrem após a cirurgia são devidos ao 
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procedimento cirúrgico em si e não têm relação com o procedimento de coleta dos pequenos 

fragmentos.  

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

venoso, hoje, após lhe explicarmos este termo de compromisso e o senhor assiná-lo, com o 

objetivo de realizar dosagens de hormônios. Os riscos envolvidos com essa coleta são os 

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, por um 

período de 5 anos, para que outras características possam ser analisadas em outros trabalhos 

de nosso grupo relacionadas a linha de pesquisa “mecanismo de ação de hormônios 

esteróides em tecido prostático”. Novos projetos com a utilização deste material serão também 

apresentados ao Comitê de Ética em Pesquisa e um novo termo de consentimento será 

apresentado ao senhor. No futuro, essas características poderão auxiliar na identificação de 

fatores de risco de desenvolver tumores de próstata e também na compreensão do mecanismo 

de desenvolvimento destas alterações prostáticas. No entanto, os resultados deste estudo não 

trarão benefícios diretos para o senhor. 

( ) Aceito que minhas amostras restantes sejam armazenadas para 

investigações futuras. 

( ) Não aceito que minhas amostras restantes sejam armazenadas para 

investigações futuras. 

O senhor é livre para decidir por participar ou não do estudo, e sua recusa não 

implicará em prejuízo a seu atendimento neste Hospital. Não haverá 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. 
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A pesquisadora responsável por este projeto é a Profª. Dra. Ilma Simoni Brum da Silva 

(laboratório LAGOM, nº 12106, Centro de Pesquisa Experimental, HCPA, telefone 51 33597625 

ou Laboratório de Biologia Molecular Endócrina e Tumoral, UFRGS, 51 33083559). Caso o 

senhor tenha qualquer dúvida sobre o projeto poderá nos contatar nos telefones indicados 

acima. Outras dúvidas podem também ser esclarecidas junto ao Comitê de Ética em Pesquisa 

(CEP), de segunda à sexta-feira, das 8h às 17h no HCPA, telefone 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 e sorológicas que serão realizadas. 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: ____________________________________________________________ 
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10. ANEXO II 

 



112 
 

 



113 
 

 



114 
 

 



115 
 

 



116 
 

 

 


