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RESUMO

O cancer de prostata (CaP) e a hiperplasia benigna prostatica (HBP) sdo condi¢des frequentes em
individuos do sexo masculino, especialmente a partir dos 50 anos. Nesse contexto, o gene FMOD, que codifica a
fibromodulina, proteoglicano envolvido na organiza¢do da matriz extracelular e regeneracdo tecidual, apresenta
potencial como biomarcador. O presente estudo teve como objetivo rastrear a regido codificante do FMOD em
pacientes com CaP ¢ HBP. Foram incluidos 255 individuos, sendo 71 controles, 49 CaP e¢ 135 HBP. Foram
analisados dados clinicos, bioquimicos e demograficos, incluindo PSA, histérico familiar e volume prostatico.
Os niveis de PSA total e livre foram significativamente maiores no CaP (p<0,001), enquanto o volume prostatico
foi maior na HBP (p<0,001). A andlise molecular foi realizada por sequenciamento automadtico de Sanger,
seguida de caracterizagdo in silico. Foram identificadas sete variantes: 3 em regides regulatorias (rs4971252
(C>G), 12102307110 (G>A), rs74419933 (C>A)), 2 ndo sinonimas (rs7543148 (G>A), rs145901742 (C>T)) e 2
intronicas (rs79536246 (C>T), rs1891180 (A>QG)). As variantes rs4971252 e rs2102307110 foram as mais
frequentes em HBP; enquanto que a variante rs145901742 apresentou predigdo in silico potencialmente
patogénica, porém foi encontrada exclusivamente nos controles, sendo uma VUS (Variante de Significado

Incerto - Variant of Uncertain Significance), indicando que, até o momento, as evidéncias disponiveis sdo



insuficientes para determinar se a alteragdo apresenta efeito patogénico ou benigno, sugerindo nova analise com
nimero amostral maior. As variantes rs7543148 ¢ rs1891180 foram polimorficas, e rs79536246 predominou em
HBP. Os resultados encontrados tém o intuito de auxiliar a ampliagdo da compreensdo dos mecanismos
moleculares envolvidos no CaP e na HBP, além de fornecer novas perspectivas para a identificagdo de potenciais

marcadores moleculares e o aprimoramento do diagnéstico precoce do CaP e HBP.
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ABSTRACT

Prostate cancer (PCa) and benign prostatic hyperplasia (BPH) are common conditions in males,
particularly those aged 50 and older. In this context, the FMOD gene, which encodes fibromodulin, a
proteoglycan involved in extracellular matrix organization and tissue regeneration, shows potential as a
biomarker. This study aimed to screen the coding region of FMOD in patients with PCa and BPH. A total of 255
individuals were included: 71 controls, 49 with PCa, and 135 with BPH. Clinical, biochemical, and demographic
data were analyzed, including PSA levels, family history, and prostate volume. Total and free PSA levels were
significantly higher in the PCa group (p<0.001), whereas prostate volume was greater in the BPH group
(p<0.001). Molecular analysis was performed using automated Sanger sequencing, followed by in silico
characterization. Seven variants were identified: three in regulatory regions (rs4971252 (C>Q), rs2102307110
(G>A), 1574419933 (C>A)), two non-synonymous (rs7543148 (G>A), rs145901742 (C>T)), and two intronic
(179536246 (C>T), rs1891180 (A>QG)). The variants rs4971252 and rs2102307110 were the most frequent in
BPH; Meanwhile, the rs145901742 variant showed a potentially pathogenic in silico prediction but was found
exclusively in controls, classifying it as a VUS (Variant of Uncertain Significance); this indicates that current
evidence is insufficient to determine whether the alteration has a pathogenic or benign effect, suggesting the need
for further analysis with a larger sample size. Variants rs7543148 and rs1891180 were polymorphic, while
1579536246 predominated in BPH. These findings aim to help expand the understanding of the molecular
mechanisms involved in PCa and BPH, as well as provide new perspectives for identifying potential molecular

markers and improving the early diagnosis of PCa and BPH.
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INTRODUCAO

Doencgas prostaticas como o Cancer de Prostata (CaP) e Hiperplasia Benigna Prostatica
(HBP) sdo relevantes na satide masculina.'* O CaP é importante causa de morbimortalidade,
enquanto a HBP estd associada ao envelhecimento e pode relacionar-se a progressdo do
CaP.** Seu desenvolvimento envolve fatores genéticos, ambientais e hormonais, como a
di-hidrotestosterona (DHT).*> O diagnostico inicial para ambas as doencgas envolve toque

retal digital (DRE) e antigeno prostatico especifico (PSA); bidpsia em casos de CaP.’



O CaP e a HBP sdo doencas complexas e poligénicas, e entre os fatores de risco, o gene
FMOD se destaca. O FMOD possui 2.943 pares de bases, 3 éxons e localiza-se no
cromossomo 1q32. Ele codifica a proteina fibromodulina com 376 aminoacidos®’, que esta
relacionada a matriz extracelular (MEC), a reparagdo tecidual e a angiogénese. " A interagdo
da fibromodulina com o TGF-f regula processos tumorais, enquanto as vias SMAD e
MAPK/ERK (Mitogen-Activated Protein Kinase/Extracellular signal-Regulated Kinase)
participam da remodela¢do da MEC, proliferagio e migracio celular.”!*!!

O envelhecimento populacional e a baixa adesdo masculina a prevencdo podem
favorecer o agravamento de doencgas prostaticas e aumentar a mortalidade. Assim, este projeto
busca auxiliar a compreensao do gene FMOD no desenvolvimento do CaP ¢ do HBP em
individuos do sexo masculino, contribuindo para um diagnostico precoce € novas abordagens

terapéuticas. O presente estudo teve como intuito rastrear o gene FMOD em novos pacientes

com HBP e CaP, bem como em individuos controle sem altera¢des na prostata.

METODO

Neste estudo foram incluidos 255 individuos do sexo masculino com idade > 50 anos
provenientes dos centros parceiros, INCA (Instituto Nacional do Cancer) e PDC (Policlinica
de Duque de Caxias), no municipio de Duque de Caxias, Rio de Janeiro. O grupo de
pacientes com CaP incluiu individuos com diagnéstico clinico de cancer de prostata (n=49); o
grupo de individuos com HBP (n=135) incluiu pacientes com diagndstico de hiperplasia
benigna prostatica e PSA (Antigeno Prostatico Especifico) alterado, considerando PSA total,
livre e volume prostatico por ultrassonografia. O grupo controle ndo apresentava sintomas
prostaticos e neoplasias (n = 71). A presenca de prostatite foi critério de exclusdo para todos
os grupos. Este projeto teve seu protocolo aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa da
Unigranrio (CAAE n° 88510618800005283) ¢ do INCA (CAAE n° 88510618830025274).
Informagdes sociodemograficas, bioquimicas e clinicas foram obtidas dos prontuarios. Todos
os participantes foram informados quanto aos objetivos do estudo e s6 foram incluidos
mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

O sangue periférico foi coletado em EDTA e processado no Laboratério de Genética
(LABGEN) da Unigranrio/Afya. O DNA genomico foi extraido com FlexiGene DNA Kit
(Qiagen®) e os éxons 1, 2 e 3 e regides de splicing do FMOD foram amplificados por PCR
(Reagdao em Cadeia da Polimerase), com primers desenhados no Primer3Web e avaliados in
silico. Os produtos foram purificados com ExoSAP-IT® e analisados por sequenciamento de

Sanger (BigDye Terminator v3.1), na Rede de Plataformas Tecnologicas Fiocruz



(PDTIS-FIOCRUZ). Os eletroferogramas foram analisados no BioEdit e comparados a
referéncia no Ensembl (ENST00000354955.4). A classificagdo das variantes foi investigada
em bancos clinicos como o ClinVar, ¢ a frequéncia populacional nos bancos de dados
publicos gnomAD e ABraOM. Além disso, sua predi¢do in silico e classificacdo de acordo
com o ACMG foram realizadas por meio do acesso a plataforma Franklin. As analises

estatisticas foram realizadas no SPSS 25.0, com significancia de 5% (p<0,05).

RESULTADOS

Um total de 255 amostras foi analisado, sendo 71 controles, 49 CaP ¢ 135 HBP. Houve
diferengas significativas em idade, estatura, hemadcias, hematdcrito, PSA total/livre e volume
prostatico. O grupo controle apresentou maior estatura em comparacdo com outros grupos
(p=0,006); o grupo CaP obteve individuos com maiores niveis de PSA e maior gravidade dos
sintomas, enquanto o grupo HBP apresentou maior volume prostatico, sedentarismo,
hipertensdo arterial sistémica (HAS), hesitagdo urinaria, poliuria, nocturia e alteracdes
ultrassonograficas. Também houve diferengas entre os grupos em relacdo a etnia/cor da pele,
atividade fisica, IPSS (International Prostate Symptom Score), no qual se demonstrou que os
individuos com CaP concentraram-se predominantemente nas categorias de gravidade leve, e
STUI (Sintomas do Trato Urinario Inferior), no qual o sintoma de hesitagdo urinéria foi mais
frequente entre os individuos com HBP, por exemplo, mostrando as alteracdes esperadas no
desenvolvimento das doengas prostaticas estudadas.

Nossos resultados mostraram a presenga de sete variantes: trés na regido regulatoria
(rs4971252, rs2102307110, rs74419933), duas ndo sinonimas (rs7543148 e rs145901742) e
duas intronicas (rs79536246 ¢ rs1891180).

DISCUSSAO

O gene FMOD, que codifica a fibromodulina, atua na organiza¢do da matriz
extracelular, na regulagdo do coldgeno, na resposta inflamatdria e na progressao tumoral.
Estudos de Bettin, Reyes e colaboradores demonstraram, em 2016, maior expressdo de
FMOD em células de cancer de prostata, diferentemente das células hiperplasicas.® Assim,
variantes intronicas ou silenciosas podem apresentar relevancia funcional, reforgando a
necessidade de investiga-las para compreender seu possivel papel na HBP e no CaP.

A 154971252, localizada na regido regulatoria do éxon 1 e previamente descrita na
literatura, apresenta potencial interesse funcional, especialmente pela ocorréncia concomitante
com outras variantes.'>'* As variantes 1s2102307110 e rs74419933, também regulatoérias,

podem igualmente sugerir estudos funcionais, devido a escassez de informagdes disponiveis.



Entre as variantes intronicas, a rs79536246, embora classificada como benigna pelo
VarSome e Mutation Taster, ¢ a rs1891180, um polimorfismo comum com frequéncia de
61,54%, podem apresentar efeitos regulatorios que ainda precisam ser esclarecidos.” No éxon
2, a rs7543148, ja descrita em estudos relacionados a miopia, ligamentos e tenddes associados
a FMOD, ' > & 17 também merece investigagdo quanto a sua relevancia prostatica. Ja a
rs145901742, no éxon 3, apresenta predigdes in silico sugestivas de possivel impacto
estrutural ou funcional na proteina, embora essas evidéncias ndo sejam suficientes para

estabelecer carater patogénico.'®

CONCLUSAO

Foi apresentado sete variantes, com suas diferentes localizagdes nos éxons 1,2 e 3, e
resultados relevantes, alguns ja citados anteriormente pelo nosso préprio grupo de estudo,
outros novos: trés em regido regulatoria (rs4971252, rs2102307110, rs74419933), duas nao
sindnimas (rs7543148 ¢ rs145901742) e duas intronicas (rs79536246 e rs1891180), tendo
suas particularidades destacadas, porém uma delas bastante notoria: o comportamento solo da
alteragcdo rs79536246 em apenas grupos com as doengas, requerendo mais estudos sobre a
mesma. Os achados reforcam a necessidade de estudos funcionais e clinicos e ampliam o

conhecimento sobre a variabilidade genética do FMOD.
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