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Resumo
O crescente nimero de idosos na populacdo brasileira resulta em um aumento de doengas crénicas, que sdo

prevalentes em idosos. Os disturbios da préstata tém uma etiologia multifatorial, com énfase na idade e nos fatores
genéticos, sendo o cancer de préstata (CaP) um dos mais comuns e 0 que mais acarreta 6bitos de individuos do
sexo masculino no Brasil. O gene alvo deste estudo é o FOXM1, envolvido em processos celulares como
proliferacdo, angiogénese, apoptose e metastase. Assim, o presente estudo teve como objetivo investigar
alteragbes no FOXML1, além de realizar uma caracterizagdo do perfil clinico, bioquimico e sociodemografico.
Atualmente sabemos que variantes estdo fortemente associadas ao desenvolvimento do CaP, podendo, assim,
auxiliar na descoberta de novos biomarcadores para prognéstico, diagndstico e terapéutica. Até 0 momento, a
coorte é composta por 161 pacientes acima de 50 anos, atendidos pelas equipes de Urologia da Policlinica de
Dugue de Caxias Salide e do Banco Nacional de Tumores do INCA (BNT). A amostra foi dividida em grupo CaP
(n=60) e controles (n= 101). Foram identificadas 3 variantes, sendo uma variante ndo sindnima (rs116425032)
com potencial patogénico, baseado na classificagio ACMG, tendo seu aminodcido selvagem conservado
evolutivamente; além de duas variantes sindnimas (rs28990714 e rs2072360) que ndo apresentaram potencial
patogénico e nem seus aminoacidos selvagens conservados. Esses achados mostram a importancia de estudos com
enfoque no papel da genética em doencas crénicas da necessidade do aumento do investimento em pesquisas
abordando doencas cronicas, que sdo de continuo incremento devido a maior longevidade da populagdo, a fim de
reduzir o impacto socioecondémico causado por elas no Brasil.
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Abastract
The growing number of elderly individuals in the Brazilian population results in an increase in chronic diseases,

which are prevalent among the elderly. Prostate disorders have a multifactorial etiology, with emphasis on age and
genetic factors, with prostate cancer (PCa) being one of the most common and the one that causes the highest
number of deaths among males in Brazil. The target gene in this study is FOXM1, which is involved in cellular
processes such as proliferation, angiogenesis, apoptosis, and metastasis. Thus, the present study aimed to
investigate alterations in FOXM1, in addition to characterizing the clinical, biochemical, and sociodemographic
profile. It is currently known that variants are strongly associated with the development of PCa and may, therefore,



assist in the discovery of new biomarkers for prognosis, diagnosis, and therapy. To date, the cohort comprises 161
patients over 50 years of age, treated by the Urology teams at the Duque de Caxias Health Polyclinic and the
National Tumor Bank of INCA (BNT). The sample was divided into a PCa group (n = 60) and a control group (n
=101). Three variants were identified, one of which was a nonsynonymous variant (rs116425032) with pathogenic
potential, based on the ACMG classification, with its wild-type amino acid being evolutionarily conserved; in
addition to two synonymous variants (rs28990714 and rs2072360), which did not present pathogenic potential,
nor were their wild-type amino acids conserved. These findings demonstrate the importance of studies focusing
on the role of genetics in chronic diseases and the need for increased investment in research addressing chronic
diseases, which continue to increase due to the greater longevity of the population, in order to reduce the
socioeconomic impact caused by them in Brazil.
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Introducéo

O cancer de prostata (CaP) é uma neoplasia cronica e multifatorial. E considerado
bastante heterogéneo em relacdo a sua morfologia, sendo caracterizado pelo crescimento
desordenado e exacerbado de células prostaticas, que podem invadir outros tecidos e 6rgaos.'?
No Brasil, 0 CaP € o cancer de maior incidéncia (77.920 casos) e 0 que mais leva a 6bito de
individuos brasileiros do sexo masculino (17.258 6bitos).® J& no mundo, atualmente, é o
segundo de maior incidéncia (1.467.854 casos) e 0 quarto que mais leva esses individuos a 6bito
(397.430 6bitos).*

Devido a sua etiologia multifatorial, o CaP sofre a influéncia de fatores ambientais, como
habitos de vida e alimentares, e fatores genéticos, como alteragdes encontradas no gene
Forkhead Box M1 (FOXM1), que vem sendo associado a esta patologia.>® Esse gene atua na
expressao de genes em processos bioldgicos como o ciclo celular, reparo de danos ao DNA,
proliferacdo e diferenciacdo celular e apoptose.'®! Assim, o presente estudo visou investigar
variantes no gene FOXM1 como possiveis fatores de risco para o desenvolvimento de CaP.
Além disso, foi feita uma caracterizacdo dos perfis clinico/sintomatolégicos, bioquimico e

sociodemogréafico/ antropométicos dos participantes do estudo.

Materiais e métodos

Neste estudo, foram incluidos 161 individuos do sexo masculino acima de 50 anos
acompanhados no Instituto Nacional do Cancer (INCA) e na Policlinica de Duque de Caxias -
Salde (PDC — Saude). Esses individuos foram estratificados em 60 pacientes no grupo CaP que
apresentaram bidpsia positiva para a malignidade e 101 participantes no grupo controle que ndo
apresentaram diagnostico de Hiperplasia Benigna Prostatica (HBP), CaP ou prostatites. O
diagnostico dos pacientes foi dado atraves da dosagem sérica de PSA (>4 ng/ml), exame de
toque retal e da biopsia transretal da prostata, realizados pelas equipes medicas dos centros

participantes. Este projeto foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa da Unigranrio/Afya



(n°. 88510618.8.0000.5283) e do INCA (n°. 88510618.8.3002.5274). Todos os individuos que
participaram do estudo foram informados quanto aos objetivos do estudo e foram incluidos
apenas apos consentimento escrito e verbal e assinatura do termo de consentimento livre
esclarecido (TCLE).

Os participantes responderam a um questionario previamente elaborado, contendo dados
que foram organizados em trés blocos: sociodemogréafico/antropométrico, bioquimico e
clinico/sintomatoldgico. O bloco sociodemografico/antropomeétrico incluiu idade, PAS, PAD,
IMC, peso, altura, etnia/cor da pele, estado civil, escolaridade, tabagismo, etilismo, atividade
fisica, HAS, diabetes e obesidade. O bloco bioquimico compreendeu PSA total e livre,
hemécias, hematdcrito, hemoglobina, leucdcitos, plaquetas, TGO, TGP, glicose, hemoglobina
glicada, ureia, &cido Urico, creatinina, colesterol total, LDL, HDL e triglicerideos. O bloco
clinico/sintomatoldgico incluiu USG, escore IPSS, jato fraco, interrompido ou afilado, esforco
miccional, polaciuria, politria, noctdria, disuria, urgéncia, dor supraplbica, sensacdo de
esvaziamento incompleto, gotejamento pds-miccional e alteracfes na USG.

A extracdo do DNA genomico foi realizada utilizando o kit “FlexiGene DNA Kit”
(Qiagen®), de acordo com o fabricante. O DNA extraido, a partir da coleta de 5 ml de sangue
periférico de cada participante, foi quantificado utilizando o equipamento Denovix e
armazenado, em freezer -16 °C, no Laboratério de Genética -Unigranrio/Afya. Para
amplificacdo das regifes codificantes do gene FOXML1, foi realizada a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), utilizando o Master Mix Tag Gold (Thermo fisher Scientific) e a ciclagem
ocorreu no termociclador Veriti (Thermo fisher Scientific). A avaliacdo da amplificacdo o
produto amplificado foi realizada em eletroforese em gel de agarose 1%. Em todas as reagdes
foi incluido um controle negativo, realizado em duplicata.

Para o sequenciamento de Sanger, foi feita a purificacdo do produto amplificado com a
enzima ExoSAP-IT® (Thermo Fisher Scientific). Em seguida, foi utilizado o kit BigDye
Terminator v3.1 (Thermo Fisher Scientific) para o processamento da técnica, utilizando o
termociclador Veriti 9902 (Thermo Fisher Scientific). A leitura do sequenciamento foi realizada
no sequenciador ABI Prism 3130 (Life Technologies) na plataforma PDTIS (Plataforma de
Desenvolvimento Tecnologico em Insumos para Saude) da Fundagdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ). Os eletroferogramas gerados foram analisados por meio do programa BioEdit
Sequence Alignment Editor verséo 7.0.9.0 (Isis Pharmaceuticals).

Os efeitos das alterac6es encontradas em individuos do grupo CaP, no sequenciamento
dos éxons do gene FOXM1, foram analisados através de ferramentas de predi¢do funcional



(PolyPhen — 2, SIFT, Mutation Taster, Revel, Trap-score, Alpha missense e SpliceAl), bancos
de dados (gnomAD, ABraOM e ClinVar) e plataforma de anélise (VarSome).

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o SPSS 25.0 (SPSS, Chicago, IL,
Estados Unidos). O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para analisar a normalidade dos
pardmetros. Os testes de Mann-Whitney (ndo paramétricos) e qui-quadrado foram utilizados
para comparar os grupos de caso e controle. Um valor de p de 0,05 foi aplicado como ponto de

corte para significancia.

Resultados

Neste estudo, foram incluidas 161 amostras onde, 60 individuos foram diagnosticados

com CaP (casos, idade: 72,50 (64,80; 77,00)) e 101 sem alteracGes prostaticas (controles, idade:
62,00 (57,00; 66,00)). Para as variaveis sociodemogréaficas, observou-se que a idade (p<0,001)
e a altura (p=0,012) apresentaram diferenca estatistica entre os grupos. Nos dados bioguimicos,
PSA total (p<0,001) e PSA livre (p<0,001) apresentaram diferenca entre 0s grupos, com maior
mediana no grupo CaP. Os valores das hemécias (p=0,033), hematdcrito (p=0,005),
hemoglobina (p=0,014) também mostraram diferenca significativa entre 0s grupos,
apresentando as maiores medianas no grupo controle. Entre 0s parametros
clinicos/sintomatoldgicos, apenas as variaveis urgéncia, dor suprapubica e alteracdo na USG
ndo apresentaram diferencga significativa entre os grupos. Todos os demais parametros se
mostraram diferentes entre os grupos, tendo a maioria de individuos que ndo apresentaram 0s
sintomas abordados, presentes no grupo controle. Com relacdo ao parametro Escore-IPSS, 0s
individuos que se enquadraram na opg¢do “leve” estdo em maioria no grupo controle, enquanto
amaior parte dos individuos que se enquadram na op¢ao “grave” esta no grupo CaP (p <0,001).
Dentre as variantes encontradas, duas sdo sinénimas (rs28990714 (p.(Val555=)) e
rs2072360 (p.(Val379=)) e uma ndo sindbnima, rs116425032 (p.(Serl80Arg)). As alteracdes
sinbnimas ndo mostraram potencial patogénico em nossas analises. Ja a alteracdo ndo sinébnima
encontrada, p.(Serl80Arg), apresentou potencial patogénico pelas ferramentas de predicdo
utilizadas (SIFT, Mutation Taster, PolyPhen-2, Revel e Alpha missense), de acordo com a
classificacdo ACMG, e teve seu aminoacido selvagem conservado em todas as espécies, por

meio da analise de alinhamento entre espécies (Mutation Taster).

Discusséo
O CaP ¢ uma doenca multifatorial altamente relacionada a idade, aos habitos de vida e a

predisposi¢do genética de cada individuo. Sua incidéncia com o aumento da idade vem



aumentando fortemente, tornando evidente a necessidade de ferramentas mais eficazes de
combate & doenga, como a descoberta e validacdo de novos biomarcadores.

O gene FOXM1 tem sido associado a diversos tipos de canceres, como o cancer de mama
(inclusive o masculino),*?2 cancer colorretal,*® cncer de ovario,'* cancer gastrico,'® carcinoma
hepatocelular,'® angiossarcoma,!” melanoma,'® e cancer de pulméo.’® No CaP, ele tem sido
sugerido como um possivel marcador molecular de mau progndéstico, sendo sua superexpressao
associada ao desenvolvimento da neoplasia.?-??

A variantes sinbnimas (rs28990714 (p.(Val555=)) e rs2072360 (p.(Val379=)) ainda ndo
foram associadas com nenhuma patologia na literatura, sendo este, o primeiro estudo a rastrea-
las em individuos com CaP. De acordo com as ferramentas in silico, ambas foram descritas
como benignas. Dentre elas, a de maior MAF (0,18) em nossa amostra foi a rs2072360,
encontrada em 12 de 60 individuos com CaP analisados. Tais individuos apresentaram
diferentes etnias/cor da pele, o que € esperado, levando em consideracdo a miscigenacdo da
populacdo do estudo. Dois pacientes, que apresentaram essa variante, apresentaram niveis de
PSA total < 4,0 ng/mL, o que ndo € comum em individuos com tal patologia.

A variante nao sinénima rs116425032 (p.(Ser180Arg)), mostrou um possivel potencial
patogénico em nossas analises, ndo tendo sido descrita na literatura, 0 que a torna uma boa
candidata para mais estudos. Além disso, a conservacao de seu aminoacido selvagem em todas
as espécies comparadas, somada  aos resultados in silico, contribui para reforcar um potencial
patogénico encontrado nelas.

Os resultados obtidos nesse estudo para uma melhor compreensdo dos mecanismos
genéticos envolvidos no desenvolvimento do CaP, bem como para auxiliar na validagdo do
FOXM1 como potencial biomarcador, favorecendo o aprimoramento de estratégias de
diagndstico precoce, visando a individualizacdo da avaliacdo e do manejo dos pacientes,

contribuindo para o avanco de abordagens baseadas em satde de preciséo.
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