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RESUMO

O Cancer de Prostata (CaP) ¢ a neoplasia maligna mais incidente em homens no mundo, sendo,
na maioria dos casos, diagnosticada tardiamente, principalmente em paises com baixo indice
de desenvolvimento humano. Por conseguinte, o progndstico da doenca ¢ desfavoravel, com
mortalidade ainda expressiva, o que demanda novas abordagens de rastreio e diagnostico.
Pesquisas recentes t€ém evidenciado o papel do microbioma no surgimento e progressao do CaP,
mas espécies de fungos ainda ndo foram correlacionadas com a doenga. Neste estudo,
objetivamos detectar e avaliar o potencial clinico de espécies de fungos em amostras de sangue
de pacientes com CaP e hiperplasia prostatica benigna (HPB). Para esse fim, foram conduzidas
analises em bancos de dados da Universidade de Harvard, Washington, MIT e Carolina do Norte
para selecionar as espécies associadas ao CaP. Oligonucleotideos foram desenhados para
Malassezia globosa e reagdes de qPCR foram conduzidas em amostras de sangue de pacientes
com CaP (n = 40) e HPB (n = 32). A M. globosa ndo foi capaz de diferenciar pacientes com
CaP daqueles com HPB e ndo foi possivel observar correlagdes estatisticamente significativas
com idade, PSA pré-operatorio de 4 ng/mL, escore de Gleason e TNM. Entretanto, a presenca
do fungo foi estatisticamente maior em pacientes com PSA pré-operatério > 10 ng/mL (p =
0,0108). Esses resultados sdo pioneiros em demonstrar a relagdo entre M. globosa e niveis
elevados de PSA pré-operatorio em CaP. Assim, estudos direcionados para a caracteriza¢do do
micobioma prostatico poderdo abrir caminhos para a compreensio da doenca e o
desenvolvimento de novas estratégias aplicaveis clinicamente.

Palavras-Chave: Cancer de Prostata. Diagnostico. Hiperplasia Prostatica Benigna. Microbioma.
Prognostico.



ABSTRACT

Prostate cancer (PCa) is the most common malignant neoplasm among men worldwide and, in
most cases, is diagnosed at an advanced stage, especially in countries with a low Human
Development Index. Consequently, the prognosis of the disease is unfavorable, with significant
mortality rates, emphasizing the need for new screening and diagnostic approaches. Recent
studies have demonstrated the role of the microbiome in the onset and progression of PCa;
however, fungal species have not yet been correlated with the disease. In this study, we aimed
to detect and evaluate the clinical potential of fungal species in blood samples from patients
with PCa and benign prostatic hyperplasia (BPH). To this end, analyses were conducted using
databases from Harvard University, Washington, MIT, and North Carolina to select species
associated with PCa. Primers were designed for Malassezia globosa, and gPCR reactions were
performed on blood samples from patients with PCa (n = 40) and BPH (n = 32). M. globosa
did not differentiate patients with PCa from those with BPH, and no statistically significant
correlations were observed with age, preoperative PSA of 4 ng/mL, Gleason score, or TNM
staging. However, the presence of the fungus was statistically higher in patients with
preoperative PSA > 10 ng/mL (p = 0.0108). These findings are pioneering in demonstrating an
association between M. globosa and elevated preoperative PSA levels in PCa. Thus, studies
focused on characterizing the prostatic mycobiome may open new pathways for understanding
the disease and for the development of clinically applicable strategies.

Keywords: Benign Prostatic Hyperplasia. Diagnosis. Microbiome. Prognosis. Prostate Cancer.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer: caracteristicas e aspectos epidemioldgicos

Nosso organismo ¢ composto por milhares de células, que, em homeostase, exercem
suas func¢des de maneira eficiente e organizada. O processo de divisdo celular permite que novas
células sejam formadas, em equilibrio com aquelas que morrem por apoptose. Entretanto,
alteracdes no DNA podem ocorrer, modificando mecanismos moleculares-chave e conduzindo
a um fendtipo maligno (Lima, J. ef al., 2018). Este ¢ caracterizado por um crescimento sem
controle e passivel de metastizacdo. Adicionalmente, as células proliferam de forma auténoma
e com alteracdes morfologicas no nucleo, além de mudancas no padrdo de expressdo de
diferentes moléculas (Vizechi et al., 2016). Contudo, tumores também podem ser benignos
quando possuem um crescimento lento e delimitado, sem invadir outros orgdos e tecidos
(Cooper, 2000).

O cancer ¢ uma doenga desafiadora e sua complexidade foi abordada por Douglas
Hanahan e Robert A Weinberg, que propuseram 10 caracteristicas principais. Tumores malignos
sustentam a proliferacdo (i) ao modular receptores de fatores de crescimento, tornando-se hiper-
responsivos. Além disso, evadem a supressores de crescimento (ii), devido, principalmente, a
presenca de mutagdes em genes supressores tumorais. Sdo células com capacidade invasiva
(1i1), expressando proteinas capazes de degradar matriz extracelular e com imortalidade
replicativa (iv), ao ativarem continuamente as telomerases, conservando, assim, seus telomeros.
Os autores também citam a indugdo da angiogénese (v) e a resisténcia a morte celular (vi), pois
células cancerosas estimulam a formacao de novos vasos sanguineos garantindo seu suporte de
oxigenio e nutrientes e modulam o processo apoptotico, superexpressando proteinas que inibem
mecanismos de morte. Nesse contexto, a diversidade genética das células tumorais em conjunto
com a instabilidade gendmica (vii) colaboram com a evolugdo tumoral, inibindo mecanismos
de reparo do DNA, o que culmina com o acimulo de mutagdes e aberragdes cromossomicas.
Ademais, a inflamacgao associada (viii) libera diferentes mediadores que induzem a proliferacao
celular e estimulam a angiogénese. Paralelamente, as células cancerosas desenvolvem
mecanismos que escapam do reconhecimento do sistema imune (ix), produzindo e induzindo
citocinas imunossupressoras no microambiente tumoral. Por fim, células malignas
reprogramam seu metabolismo (x) utilizando a via glicolitica em presenc¢a de oxigénio, embora

seja energeticamente ineficiente comparada com a fosforilagdo oxidativa mitocondrial. Os
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desvios de intermedidrios glicoliticos para as vias biossintéticas facilitam a sintese de
macromoléculas e organelas em prol da proliferacao celular (Hanahan; Weinberg, 2011).

Em 2022, o autor acrescentou “caracteristicas facilitadoras” que possibilitam a aquisi¢ao
da malignidade. Células tumorais controlam o processo de organogénese, evadindo da
diferenciagdo terminal, o que denominaram de desbloqueio da plasticidade fenotipica.
Mudangas na expressdo génica por meio da modulagdo do microambiente tumoral também sao
importantes. Ja a microbiota residente nos tecidos interfere na homeostase do organismo, com
fungdes protetivas ou promotoras, uma vez que toxinas produzidas por bactérias podem, por
exemplo, danificar o DNA de forma direta ou indireta e induzir a proliferagdo. Por fim, células
senescentes sao capazes de promover a malignidade por meio da ativagdo de um fenotipo
secretor associado a senescéncia (SASP), que, de forma paracrina, compartilha moléculas que
colaboram para a sinalizagao proliferativa, evitando o mecanismo de apoptose e estimulando a
angiogénese, a invasao ¢ a metastase (Hanahan, 2022).

Diante de hallmarks tdo complexos, tumores sdo de dificil diagndstico e tratamento
sendo essa realidade traduzida em nimeros alarmantes. Trata-se da segunda doenga com maior
mortalidade mundial (OPAS, 2020). Nesse cenario, dados epidemiologicos sdo importantes,
pois permitem tragar estratégias mais assertivas, ao desvendar o panorama de riscos, incidéncias
e aspectos sociais da doenca. De acordo com a Organizagdo Mundial da Satide (OMS), em
2022, foram registrados 20 milhdes de novos casos sendo o cancer de pulmao o mais frequente
(2.480.675 casos), seguido pelo de mama (2.296.840 casos) e de prostata (1.467.854 casos)
(Figura 1). A Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC) estima cerca de 77%
de aumento em 2050, totalizando 35 milhdes de casos. Além disso, sdo esperadas 9.736.779
mortes por cancer, sendo o tumor de pulmao responsavel por 18,7%, mama por 6,9% e prostata

por 4,1%.

Figura 1- Distribuig@o dos canceres mais incidentes em homens e mulheres no mundo, com destaque para
pulméo, mama e prostata. Dados referentes ao ano de 2022.
Homens Mulheres
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Fonte: Adaptado por Globocan, 2022.
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O aumento na incidéncia e morte por cancer ¢ um reflexo do envelhecimento
populacional, de alteragdes de comportamento, mudangas estruturais e exposi¢ao a poluentes
ambientais (Santos ef al., 2023). Portanto, Programas de Satde e Planos de A¢dao com o objetivo
de prevenir, diagnosticar e tratar a doenca sdo prementes (Ferlay et al., 2024). No Brasil, ¢
estimado, no triénio de 2026-2028, aproximadamente 781.050 mil novos casos de cancer. A
excecao do cancer de pele ndo melanoma, espera-se 136.180 mil novos casos da doenga em
homens (51,7%) e 244 mil em mulheres (49,3%). Em mulheres o cincer de mama se destaca
(30,0 %), seguido por colon e reto (10,5%) e colo do ttero (7,4%). O cancer de prostata (CaP)
¢ 0 mais incidente na populag@o masculina (30,5%), seguido por colon e reto (10,3%) e pulmao
(7,3%) (Figura 2). Além disso, os dados de mortalidade do ano de 2023, no Brasil, evidenciam
17.258 6bitos por cancer de prostata sendo o maior indice de dbitos no pais, correspondendo a

16,71 mortes por 100 mil homens (INCA, 2026).

Figura 2- Representagdo da distribuicdo dos trés canceres mais incidentes no Brasil por estado e sexo. Dados
referentes ao triénio 2023-2025.
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Fonte: Adaptado do INCA.

1.2 Cancer de Prostata

A prostata ¢ um 6rgdo solido com massa em torno de 20 gramas, situada abaixo da
bexiga, envolvendo a por¢ao inicial da uretra e os ductos ejaculatérios masculinos. O tamanho

e funcao sao estimulados pela testosterona e seu desenvolvimento se inicia no periodo fetal,
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com um tempo de laténcia e retomada de crescimento no inicio da puberdade (Ortiz; Ambrogini,
2006; Tofani; Vaz, 2007).

A prostata tem como funcao produzir e secretar o liquido prostatico, o qual representa
quase um ter¢o da composi¢ao do sémen. Além disso, a secrecdo prostatica possui diversas
enzimas proteoliticas, incluindo o antigeno prostatico especifico (PSA), lisozima e amilase,
responsaveis por liquefazer o sémen ap0s a ejaculagdo (Gartner; Hiatt, 2003).

Para compreender melhor sua fisiopatologia, a préostata de um adulto foi dividida em
quatro zonas por McNeal em 1968. A Zona Central ocupa 25% do volume total e esta localizada
profundamente na glandula, envolvendo os ductos ejaculatorios. A Zona Fibromuscular
Anterior, situada anteriormente a uretra, ¢ formada por um tecido muscular denso, liso e fibroso,
apesar de pouca relevancia volumétrica, possui importante papel na estrutura e contracdo. J4 a
Zona de Transi¢dao representa cerca de 10% da prostata e encontra-se ao redor da uretra
proximal. E nesta regido que, com o avango da idade, ocorre o crescimento hiperplasico do
tecido, comprimindo a uretra e dificultando a passagem da urina. A Zona Periférica ¢ a maior
parte da glandula, compondo 70% de seu volume, e estd localizada na regido que circunda a
uretra tanto na parte posterior, quanto lateral (Figura 3) (Mcneal, 1968). A prostata pode
hospedar patologias importantes em suas diferentes zonas, destacando-se a hiperplasia

prostatica benigna (HPB) e o CaP (Shen; Abate-Shen, 2010).

Figura 3- Zonas estruturais da glandula prostatica. a: Zona Central. b: Zona Fibromuscular. c: Zona de Transigao.
d: Zona Periférica.

-
- | .
ST

a- Zona Central
b- Zona Fibromuscular
c- Zona de Transicao

d- Zona Periférica
Ducto Ejaculatério

Fonte: Adaptado de Mydlo; Godec, 2016.

A HPB ¢ a neoplasia benigna mais comumente diagnosticada, sendo frequente a partir

da sexta década de vida dos homens. E caracterizada pelo aumento no numero de células
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epiteliais e estromais, mais frequente na zona de transi¢do, causando compressao da uretra e
obstrucdo ao fluxo de urina (Sciacqua et al., 2023). Segundo Lima e Lorenzetti (2010), seu
surgimento envolve alteracdes mediadas pelo sistema endocrino, associadas ao
envelhecimento, inflamagdes cronicas, predisposicao genética e sindromes metabolicas.

O CaP apresenta sintomas semelhantes 8 HPB na fase inicial, incluindo nictaria (urinar
varias vezes a noite), hesitagdo urindria (dificuldade para iniciar a micg¢ao), polaciuria (aumento
da frequéncia urindria), jato urindrio fraco ou intermitente ¢ sensagdo de esvaziamento
incompleto da bexiga (Kriiger e Cavalcanti, 2018). E uma doenga grave, complexa e
heterogénea, sendo o adenocarcinoma o mais comum. Cerca de 80% das lesdes acometem
células epiteliais luminais e basais da zona periférica (Wasim; Lee; Kim, 2022). Clinicamente,
o CaP pode variar desde uma forma localizada e de progressao lenta, até uma doenga metastatica
agressiva, de rapida evolugdo (Haffner et al., 2021). O momento do diagndstico € primordial
para o aumento da expectativa de vida, de modo que homens em estdgios iniciais (tumor
localizado) possuem 99% de sobrevida por mais de 10 anos (Rebello et al, 2021). Em
contrapartida, em estagios avancados (localmente avangado ou metastatico), 30% de sobrevida
por 5 anos (Sandhu et al., 2021). Nesse contexto, a mortalidade ndo esta apenas associada a
biologia da neoplasia, mas também ao acesso ao diagndstico precoce e, consequentemente, a

terapia assertiva.

1.3 Diagnostico e Estadiamento

O diagnostico do CAP envolve diferentes abordagens (Blilie ef al., 2025). Na rotina
clinica, sdo adotados a dosagem sérica do PSA, o exame retal digital (ERD), a ultrassonografia
transretal (TRUS), o ultrassom (US) e a tomografia computadorizada (TC).

O PSA ¢ uma proteina produzida pelas células epiteliais da prostata e os pardmetros
séricos sdo: acima de 4ng/mL indica a necessidade de exames adicionais; entre 4 ng/mL e 10
ng/mL sugere que o paciente possui 25% de chance de desenvolver CaP e niveis acima de 10
ng/mL as possibilidades aumentam para mais de 50% (Altwaijry et al., 2018). Embora o PSA
tenha alta sensibilidade, ele ¢ especifico da prostata e ndo do CaP, logo, seus niveis elevados
podem sugerir patologias benignas como HPB e prostatite (Sekhoacha et al, 2022). Vale
ressaltar que, mesmo com os problemas em relagdo a especificidade, o PSA ¢ um biomarcador
empregado na avaliacdo da progressdao tumoral, uma vez que sua producdo aumenta de forma
acentuada com a desorganizagdo tecidual e com a perda da barreira basal, caracteristicas do

avango da doenga (Galey et al., 2024).
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O ERD, apesar de ser desconfortavel, ¢ um importante exame no rastreamento do CaP,
contribuindo para avaliacao de risco. Além disso, € de baixo custo e de facil execugdo. Contudo,
um estudo prévio envolvendo mais de 85.000 pacientes concluiu que ERD combinado com PSA
ndo aumentou a acuracia diagnostica, quando comparado com apenas a dosagem do PSA
(Krilaviciuté et al., 2023). ATRUS, por sua vez, fornece informagdes como tamanho e anatomia
da prostata que auxiliam consideravelmente a conduta e diagnéstico clinicos. E indicada a
pacientes que possuem PSA elevado e/ou toque retal suspeito, objetivando obter imagens
detalhadas do 6rgdo. Além disso, auxilia a bidpsia transretal (Panzone ef al., 2022). Ja a TC ndo
¢ a principal ferramenta de imagem para a detec¢do inicial do CaP, mas importante para a
avaliag¢do da extensdo da doenga (Korevaar ef al., 2021).

A confirmacdo diagndstica acontece ap0s realizar a bidpsia da lesdo, um procedimento
que utiliza uma agulha fina e oca, sendo o tecido posteriormente analisado por meio de
microscopio (Sekhoacha et al., 2022). Os tumores, entdo, sdo estadiados pelo sistema TNM
(Tumor, Nodulos e Metastases) que considera a extensdo do tumor primario (T), o
comprometimento linfonodal (N) e a existéncia de metastase (M) de modo que estagios I e II
representam lesdes restritas ao 6rgdo e estruturas adjacentes; III localmente avangado, ou seja,
com invasdo em tecidos periprostaticos, vesiculas seminais ou estruturas vizinhas, mas sem
metastases distantes; e [V avangado ou metastatico (Costa et al., 2020).

A pontuagdo de Gleason também ¢ determinada, uma vez que informa a taxa de
crescimento e propensdo a disseminagao (Srougi et al., 2008). O escore varia de 2 a 10, de
modo que sdo considerados e somados os valores dos graus mais frequentes nas pegas
analisadas. Sendo assim, o grau 1 € caracterizado por cé€lulas pequenas e uniformes, com
glandulas regulares e poucas variacdes de tamanho, distribuidas de forma homogénea e com
bordas definidas. No grau 2 as glandulas estdo uniformes e agrupadas fracamente com bordas
irregulares. Grau 3 ¢ definido por glandulas reduzidas, uniformes, com bordas lisas e espalhadas
pelo estroma (Egevad et al., 2025). No Grau 4, as células estao fusionadas em grandes massas
irregulares com invasdo de tecidos adjacentes. Finalmente, o Grau 5 possui células agrupadas
formando grandes massas amorfas, exibindo necrose no centro, sem possibilidade de
diferenciagdo e com invasdo a orgdos adjacentes (Osiecki et al., 2023). Dessa maneira, no
Gleason 6 ha baixo risco de progressao e alta sobrevida. Entretanto, o escore com valores de 8
a 10 possuem maior possibilidade de recidiva, com pior prognostico. O Gleason 7 inclui um
grupo heterogéneo, uma vez que (4+3) estd associado a maior agressividade e (3+4) menos

agressivo, com progndstico favoravel (Sociedade Brasileira de Oncologia Clinica, 2025).
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Portanto, a correta identificacdo e classificacdo do tumor por meio do diagndstico e
estadiamento sdo essenciais para direcionamento e planejamento terapéutico. Contudo,
compreender possiveis fatores de risco associados ao surgimento da doenga ¢ imprescindivel,
pois auxilia na ado¢do de medidas de controle e rastreio, viabilizando assim, uma detec¢ao

precoce, um estadiamento favoravel e um tratamento eficaz.

1.4 Fatores de Risco

Os fatores de riscos sdo aspectos que colaboram para o aumento da probabilidade de
uma pessoa vir a desenvolver uma determinada enfermidade. Para o CaP, sdo considerados
caracteristicas individuais, comportamentais ¢ aspectos ambientais (fisicos, quimicos ou
biologicos). Os fatores de risco ndo modificaveis incluem idade, etnia/raca historico familiar e
predisposicdo genética. Ja o estilo de vida do individuo, bem como a exposi¢ao a carcindgenos
sdo considerados modificaveis e, apesar de evitaveis, impactam substancialmente no nimero

de casos da doenca (Weeden,2023).

1.4.1 Idade

A 1dade ¢ um dos principais fatores de risco para o CaP. Segundo o Instituto Nacional
de Cancer (INCA), cerca de 75% dos homens diagnosticados apresentam idade superior a 65
anos. Conforme a idade avancga, a capacidade de reparagdo celular se torna menos eficiente,
contribuindo para o surgimento de danos ao DNA e mutacdes (LEEM et al., 2021). Uma
pesquisa realizada no Estados Unidos evidenciou o aumento de quase 2% na probabilidade de
homens com idades entre 60 e 69 anos de desenvolverem CaP e proximo de 10% para homens

com idade superior a 70 anos (Bergengren et al., 2023).

1.4.2 Etnia/raga

A relagdo entre etnia/raga e CaP ¢ um assunto complexo e multifatorial, envolvendo
aspectos genéticos, bioldgicos e socioecondmicos. Mutagdes no gene 1 do cancer de mama
(BRCAI), gene 2 do cancer de mama (BRCA2) e maior sensibilidade a testosterona sao
caracteristicas comuns em homens com ancestralidade africana, o que evidencia sua maior
susceptibilidade genética (Li ef al., 2013; Gandaglia et al., 2021). Contudo, barreiras sociais €

econdmicas agravam esse cenario, uma vez que, em geral, esses homens procuram o sistema
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de satde tardiamente, comprometendo as chances de cura. De fato, a Sociedade Brasileira de
Urologia (SBU) e o INCA reconhecem a populagdo negra como um grupo de maior risco e
reforgam a necessidade de um olhar atento e de estratégias de rastreamento diferenciadas para

esses individuos (Modesto et al., 2018).

1.4.3 Historico familiar e predisposi¢cdo genética

O historico familiar estd associado a presenga de CaP em parentes de primeiro grau ou
em varios familiares antes dos 60 anos. Dessa forma, ¢ um fator importante na determinagao de
grupos de risco (Dite et al., 2023). De fato, homens que possuem familiares de primeiro grau
diagnosticados com a doen¢a aumentam as chances em até 8,4 vezes de desenvolverem CaP
(Graham; Souter; Salami, 2024).

A predisposicdo genética, por sua vez, envolve mutagdes em genes especificos
(BHANIJI et al., 2021). Destacam-se as mutagdes genéticas com heranca autossomica
dominante dos genes BRCA1, BRCA2, HOXB13, ATM, CHEK2, PALB2, MMR, BRIPI e NBS1,

responsaveis por 5%-15% dos tumores prostaticos hereditarios (Vietri et al., 2021).

1.4.4 Estilo de vida

Encontra-se ja descrito na literatura cientifica que uma dieta rica em carnes processadas
colabora para o aumento do risco de CaP (Bergengren et al., 2023). Além disso, a pratica
regular de exercicios fisicos € um importante fator de prote¢ao, o que corrobora a premissa da

importancia de um estilo de vida saudavel (Lopez et al., 2021).

1.4.5 Tabagismo

O tabagismo tem sido cada vez mais reconhecido como um fator de risco importante
para o surgimento, progressdo e mortalidade por CaP (Gandaglia ef al., 2021). Homens com
consumo diario de tabaco apresentam maior probabilidade de desenvolver formas agressivas
da doenga com grau de Gleason >7 e maior chance de recorréncia (Brookman-May, S. D. et al.,
2019). Esses efeitos estao ligados a exposi¢ao a carcindogenos como hidrocarbonetos aromaticos

policiclicos e nitrosaminas, capazes de induzir danos ao DNA (Perdana, N. ef al., 2016).
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1.4.6 Alcool

O alcool ¢ uma substancia toxica que colabora para o surgimento de varios canceres,
sendo responsavel por aproximadamente 4% dos tumores mundiais, o que equivale a 740.000
casos por ano. De fato, o alcool induz um aumento no estresse oxidativo e inflamagdo, causando
danos ao material genético e, por conseguinte, conduzindo a transformacao celular (Marino et

al., 2024).

1.4.7 Infecgcdes

Evidéncias genéticas, moleculares e epidemioldgicas tém destacado o papel das
infeccoes no desenvolvimento do CaP. De fato, virus, bactérias, fungos e parasitas sdo
responsaveis por gerar inflamagdes cronicas que podem afetar a prostata, danificando suas
células epiteliais (Klein; Silverman, 2008). E recente o interesse em como esses
microrganismos modulam a imunovigilancia e o microambiente, afetando ndo s6 o surgimento
de tumores, bem como sua progressdao e resposta ao tratamento (Pascual; Martinez; Moral,

2022).

1.4.8 Microbiota, microbioma e cancer

A microbiota e o microbioma s@o conceitos relacionados, sendo que microbiota se refere
as espécies de microrganismos presentes em um determinado tecido € o microbioma ao
conjunto de informagdes genéticas, funcionais e metabolicas associadas. A microbiota ¢
composta por virus, bactérias, protozoarios e fungos encontrados desde o trato geniturinario e
cavidades orais até a pele, exercendo, nesses locais e sistemicamente, diferentes fungdes (Roy;
Trinchieri, 2017). Sua composicdo € diversa, sendo influenciada por fatores nutricionais,
ambientais e comportamentais (EI-Sayed; Aleya; Kamel, 2021). Cerca de 98% da microbiota
humana esta localizada no trato gastrointestinal, (Zhao et al., 2023) e vem sendo amplamente
explorada quanto a sua relagdo com diferentes doencas, como diabetes, depressdo, doencas
inflamatoérias e cancer (Ver HeuL; Planer; Kau, 2018; Jin et al., 2019; Valles-Colomer et al.,
2019).

O interesse pela microbiota geniturinaria, incluindo na prostata, e pelos microrganismos
residentes no trato urinario vém ganhando destaque (Finucane, 2017). Em 2018, Shrestha e

colaboradores observaram um enriquecimento de bactérias pro-inflamatérias como
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Actinobaculum schaalii, Anaerococcus lactolyticus e Propionibacterium acnes na microbiota
geniturindria masculina. Além disso, P.acnes foi associada a HPB, além de aumentar o risco de
desenvolvimento de CaP (Wolfe; Brubaker, 2019). De fato, a urina pode abrigar patogenos
oportunistas que contribuem para o desenvolvimento de doencas, graves (Shrestha et al., 2018).

O microbioma, por sua vez, amplia a andlise ao incluir genes, produtos génicos e
microambiente na compreensao do fenotipo. Seu estudo utiliza tecnologias de sequenciamento
de nova geracdo ¢ analises de bioinformatica para identificar e compreender as fungdes dos
microrganismos e suas interagdes com o hospedeiro (Wensel et al., 2022). O microbioma
intestinal inclui todo o DNA microbiano presente no trato digestivo, modulando processos
metabolicos, imunoldgicos e até neurologicos (Cullin et al., 2021). O microbioma geniturinario
difere do intestinal, sendo influenciado pelo género, idade, vida sexual e fluxo urinario
(Neugent et al., 2020).

No CaP, os microrganismos podem se instalar por trés vias diferentes, (Xie et al., 2022):
(1) por meio da mucosa, em contato com o meio externo; (ii) por tecidos adjacentes e (iii) por
dissemina¢do hematogénica (Zheng et al., 2022). Ao se estabelecerem, os microrganismos
podem promover a carcinogénese alterando o material genético. As bactérias, por exemplo,
produzem toxinas, induzem estresse oxidativo, bloqueiam mecanismos de reparo e
metabolizam hormonios, dificultando a inibicao da divisdo celular (Rizzo et al., 2021). De
maneira geral, os microrganismos estimulam processos inflamatorios no intestino induzidos
pela dieta, pelos lipopolissacarideos (LPS) e pelo metabolismo da bile e dos acidos graxos,
tornando o sistema favoravel para a instalacdo de tumores, incluindo na prostata (Figura 4-A)
(EI Tekle; Garrett, 2023). Paralelamente, o enriquecimento de bactérias pro-inflamatorias no
trato geniturinario também precisa ser considerado, inclusive contribuindo para a progressao da
doencga (Figura 4-B). Portanto, a disbiose intestinal e geniturinaria sdo importantes fatores de

risco para o CaP (Ferreira et al., 2018; Ge, Y et al., 2019).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/anaerococcus
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/propionibacterium
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Figura 4- Representagdo esquematica da associacdo da microbiota intestinal e geniturinaria com o cancer de
prostata: Em (A) a microbiota intestinal € modulada por fatores externos, como dieta e inflamagéo induzida por
lipopolissacarideos (LPS), além de processos metabdlicos envolvendo acidos biliares, acidos graxos ¢ o
estrobograma, que aumentam a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e promovem um ambiente
inflamatorio favoravel a carcinogénese prostatica. Em (B) a microbiota geniturinaria, influenciada por infec¢des
recorrentes do trato urinario, estimula a liberagdo de peptideos bacterianos ¢ a instalacdo de inflamagao cronica,
contribuindo para alteragdes locais que favorecem o desenvolvimento do cancer de prostata.
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Analises pan-cancer conduzidas em 2022 por Narunsky-Haziza e colaboradores
identificaram fungos em amostras de sangue e plasma provenientes de 35 tipos de tumores,
sugerindo que o micobioma intratumoral possui capacidade de integrar com o microambiente
tumoral. Assim, fungos ndo sdo apenas contaminantes, agindo como componentes ativos na
dindmica do cancer (Narunsky-Haziza et al., 2022). Em 2019, Banerjee e colaboradores
destacaram assinaturas fungicas em amostras de CaP e HPB, detectadas por meio de
sequenciamentos metagenomicos.

Clinicamente, hé diversos mecanismos pelos quais fungos influenciam na oncogénese e
resposta terapéutica: modulam macrofagos e células T, alteram a producdo de
metabolitos/proteases e cooperam ou a competem com bactérias (Shiao et al., 2021). Portanto,
a detecc¢do de assinaturas fingicas correlacionadas a diferentes graus e estagios de CaP fortalece
a premissa de que fungos, por vias imunomoduladoras e metabolicas, podem participar na
progressao tumoral e na modulacgdo da resposta terapéutica. Nesse contexto, estudos dedicados
a associar essas espécies ao diagnodstico e/ou prognostico do CaP sdo essenciais e abrem novas

fronteiras na conduta clinica de pacientes.



21

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Selecionar e avaliar o potencial clinico de fungo(s) em amostras de sangue de pacientes

com CaP e HPB.

2.2 Objetivos especificos

e Identificar fungos que compdem a microbiota tumoral da prostata em bancos de
dados;

e Pré-selecionar as espécies que se destacam em mais de um banco de dados;

e Detectar, de forma especifica, por Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo real
(qPCR), a espécie selecionada;

e Correlacionar a presenga de M. globosa com dados clinicos dos pacientes.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Grupo de estudo

Foram incluidas, neste estudo, 72 amostras de sangue periférico previamente coletadas
no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia, apos assinatura do Termo de
Consentimento Livre Esclarecido, conforme Parecer 4.100.044 aprovado pelo Comité de Etica
da UFU. Destas amostras, 40 foram diagnosticadas com CaP e 32 com HPB, todas sem
tratamento prévio e sem histéria familiar de CaP.

O grupo de estudo apresentou média idade de 64,7 anos, variando de 41 a 85 anos para
pacientes portadores de CaP, e média de 71,3 anos, variando de 59 a 82 anos para paciente
acometidos com HPB. As caracteristicas histopatologicas dos tumores foram de 72,5% (T1 e
T2) e 27,5% (T3). A dosagem do PSA sérico pré-operatorio foi de 7,37 (variando de 1,9 a 58,3)

para os pacientes com CaP e de 7,4 (variando de 1,24 a 30,1) para os pacientes com HPB.
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3.2 Extracao de DNA

O DNA foi extraido seguindo o protocolo previamente publicado por Sambrook (1989)
e sua qualidade avaliada em gel de agarose 0,8%, imerso em tampao TBE (45mM Tris Borato,

pH 83 ¢ ImM EDTA) 0,5X, corado com GelRed 1X (Uniscience) e visualizado por luz

ultravioleta (sistema de video documentagao — Loccus Biotecnologia).

3.3 Levantamento de dados em bancos publicos e pré-selecao de espécies de fungos

Inicialmente, a busca acerca da composicao de espécies de fungos em tecidos com CaP
foi realizada em dados publicos presentes no banco Cancer Mycobiome Atlas (CMA)
(http://cancermycobiome.ucsd.edu/). Foram utilizadas espécies identificadas pelos centros de
sequenciamento Havard Medical School, Washington University School of Medicine, Broad
Insitute of MIT e University of North Carolina e selecionadas aquelas compartilhadas com a
Weizmann Institute of Science (WIS).

As espécies identificadas foram organizadas em tabelas comparativas e analisadas
quanto a frequéncia e abundancia relativa em cada banco. As espécies comuns de contaminagao

ambiental ou sem associacao a humanos nao foram utilizadas.

3.4 Oligonucleotideos iniciadores e PCR in-silico.

Para a validagdo da qualidade do DNA extraido foram utilizados oligonucleotideos
especificos para 0 gene Toll-like 4 (TLR4) humano (5-
GGTTGCTGTTCTCAAAGTGATTTTGGGAGAA-3’ e 5’-
CCTGAAGACTGGAGAGTGAGTTAAATGCT-3"). Para a espécie de fungo selecionada, as
sequéncias dos oligonucleotideos foram projetadas de genes ITS (Internal Transcribed Spacer)
ou genes conservados usando o banco de dados GenBank e artigos publicados anteriormente
para M. globosa CBS 7966, refseqg GCF_000181695.2.

As sequéncias foram validadas wutilizando o software  Primer-BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) e Serial Cloner 2.6
(http://serialbasics.free.fr/Serial Cloner.html) considerando os parametros: tamanho do primer
(18-25 pb), temperatura de anelamento (Tm entre 55-60 °C), porcentagem GC% (entre 50% a

60%), auséncia de dimeros ou estruturas secundarias e especificidade intraespécie. Os


http://cancermycobiome.ucsd.edu/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
http://serialbasics.free.fr/Serial_Cloner.html

23

conjuntos de oligonucleotideos especificos para M. globosa foram: ITS3Forward I (F): 5'-
GGCCAAGCGCGCTCT-3' e ITSReverse (R): 5-CCACAACCAAATGCTCTCCTACAG-3’
(OKUNO et al., 2023).

3.5 Amplifica¢do por qPCR

Inicialmente o DNA foi qualificado a partir da amplificagdo do fragmento do gene TLR4,
por qPCR, otimizada para um volume total de 10uL contendo 1X de kit PowerUp™ SYBR™
Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific, EUA), 1,25 uM de cada oligonucleotideo e 2 puL
de DNA. Para M. globosa as reagdes também foram preparadas para um volume total de 10puL
contendo 0,9X de kit PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific,
EUA), 12,5 uM de cada oligonucleotideo, 1X de Enhancer (Thermo Fisher Scientific, EUA) e
2 uL de DNA. A amplificagdo para ambos os alvos foi conduzida em termociclador
StepOnePlus™ (Thermo Fisher, EUA) com 35 ciclos configurados a 95°C por 3s e 64°C por
30s. Os dados foram analisados utilizando o software do equipamento considerando as curvas

de amplificagdo e de dissociagdo para confirmagdo da especificidade do método.

3.6 Analises Estatisticas

Os dados foram apropriadamente tabulados e posteriormente analisados utilizando o
teste de Qui-quadrado com o auxilio do software GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, La
Jolla,CA, USA). Os resultados foram comparados conforme o diagnostico, idade, niveis de PSA

sérico, TNM e score de Gleason. Foram considerados significantes valores de p < 0,05.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Qualificacdo das amostras de DNA

Em um primeiro momento foi realizada a qualificagdo das amostras de DNA a partir da
amplificagdo do gene humano 7LR4 por qPCR. A qPCR ¢ uma ferramenta primordial no
diagnoéstico molecular, detectando, com precisdo, sensibilidade e especificidade alvos de

interesse (Sridhar et al., 2019). No presente estudo foi utilizado SYBR Green, um corante
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fluorescente intercalante de DNA de fita dupla, com custo-beneficio atrativo, mas que carece

de especificidade (Schreier et al., 2019; Debnath et al., 2025). Nesse sentido, a Temperatura de

Melting (Tm) foi analisada, condicao na qual 50% do DNA amplificado se dissociou em fita

simples, o que esta intimamente relacionado com o comprimento e composicdo de guanina e

citosina dos produtos gerados (Bustin, Huggett, 2017). Para a amplificagdo de TLR4 foi

observado um unico pico de dissociacdo com Tm de 77,08 °C (Figura 5) evidenciando a

especificidade dos primers e a qualidade do DNA.

Figura 5 — Curva de melting obtida por qPCR para validagdo do DNA gendmico. Verifica-se um tinico pico de
dissociagdo em Tm 77.08°C. (A) Amostra de paciente com cancer de prostata (linha azul). (B) Amostra de
pacientes com hiperplasia prostatica benigna (linha amarela). O controle negativo (CNE) (linha rosa), demonstra
a auséncia de contaminacdo. O pico em Tm = 71,80 °C evidencia a presenca de dimeros de primers.
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O controle negativo (CNE) da amplificagdo, no qual ndo foi adicionado DNA,

apresentou pico com Tm = 71,80 °C correspondente a dimeros e estruturas secundarias dos

oligonucleotideos, sem indicios de contaminac¢do. A formagao de produtos indesejaveis como

dimeros e hairpins ¢ um problema conhecido em ensaios moleculares (Meagher et al., 2018).



25

Os dimeros sao formados pela complementariedade da sequéncia entre o primer F e R (primers
cruzados) ou por dois primers idénticos (F/F e/ou R/R — autodimeros). Nos hairpins o primer
anela nele mesmo, formando estruturas semelhantes a um grampo (Froder ef al., 2024). Sua
presenca no CNE ¢ esperada, pois, na auséncia do alvo, podem anelar entre si ou formar
estruturas secundarias, caracterizadas por Tm inferior aquela observada quando o DNA esta
presente.

O gene TLR4 codifica para uma proteina responsavel pela produgdo dos receptores Tol!l-
Like na membrana citoplasmatica (Jiang et al., 2016). Esse receptor ¢ caracterizado pela
atividade regulatéria das respostas imunes inatas e adquiridas, por intermédio do
reconhecimento de estruturas de agentes patogénicos como bactérias gram-negativas e fungos
(Jiao et al., 2016). Portanto, sua sequéncia encontra-se no material genético dos pacientes e,
espera-se sua amplificacdo em todas as amostras. Essa validacdo ¢ importante, pois garante a
exclusdo de amostras falso-negativas, decorrentes de problemas no processo de extragao, nos
equipamentos e/ou na manipulacdo. Para todas as amostras incluidas neste estudo foi observada
a amplificagdo do fragmento do gene 7LR4, confirmando, assim, a viabilidade do DNA

extraido.

4.2 Selecao de espécies de fungo e deteccio molecular

Para a selegdo das espécies de fungos foram consideradas as espécies identificadas pelos
centros de sequenciamento Havard Medical School, Washington University School of Medicine,
Broad Insitute of MIT e University of North Carolina. A andlise considerou 22 espécies, sendo
que Agaricus bisporus foi identificada em 4 bancos, Candida albicans e M. globosa em 3 ¢ as
demais espécies em apenas um centro (Figura 6). Uma andlise conduzida por Dohlman (2022),
demonstrou que as sequéncias alinhadas ao genoma de A.bisporus corresponde a fragmentos
pontuais € nao sequencias completas, com distribuicdo previsivel, na qual as leituras se
concentram nas mesmas regides especificas do genoma, comportamento tipico de
contaminagdo. C. albicans ndo foi considerada, pois estudo prévio ja evidenciou que nao ha
prevaléncia de DNA da espécie em pacientes com CaP (Bergh ef al., 2007). As demais espécies
foram detectadas em apenas um banco de dados e a auséncia de reprodutibilidade entre os
centros de sequenciamento reduz a robustez biologica e indica maior probabilidade de

contaminagdo (Eisenhofer et al., 2019).
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Figura 6- Distribuicao das espécies de fungos identificadas nos centros de sequenciamento de Havard Medical
School, Washington University School of Medicine, Broad Insitute of MIT e University of North Carolina. O eixo
X representa as diferentes espécies detectadas, enquanto o eixo Y indica o niimero de registros. Destacam-se
Agaricus bisporus, identificada em 4 centros e Candida albicans ¢ Malassezia globosa, observadas em 3 centros.
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Candida glabrata [N
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Aereobasidium namibiae IS

Fonte: proprio autor.

Considerando que a M. globosa foi observada em 3 centros de sequenciamento,
indicando possivel relevancia bioldgica, justificando sua inclusdo no estudo. Além disso, ¢ uma
espécie recorrente em diferentes neoplasias, sem tracos de contaminagdo (Zong; Zhou; Zhang,
2023). Essa espécie foi identificada por Guého e equipe em 1996, caracterizada como uma
levedura pertencente ao grupo dos basidiomicetos com capacidade de produzir e armazenar
grandes quantidades de lipidios intracelulares (Theelen et al., 2018). Em 2024, Liu e
colaboradores demonstraram que a M. globosa coloniza o tecido adiposo mamario murino,
contribuindo para o crescimento tumoral (Liu et al., 2024). Além disso, foi correlacionada com
a sobrevida de pacientes com cancer de estomago (Zhang et al., 2022) e adenocarcinoma
pancreatico (Okuno et al., 2023). Nosso estudo € pioneiro em avaliar essa espécie em CaP.

Para sua detec¢do, foi conduzido um ensaio de qPCR qualitativa utilizando o reagente
enhancer, um conjunto de aditivos quimicos que reduz a estabilidade excessiva das ligagdes de
hidrogénio, facilitando a desnaturagdo das regides guanina/citosina (Obradovic et al., 2013;
Schrader et al., 2012). O foco nesse ensaio esta na especificidade da amplificagdo, com um
unico pico de dissociacdo, de modo que o enhancer favorece a deteccao de alvos pouco
frequentes na amostra. O DNA de M. globosa foi identificado, com um pico de dissociagdo na
Tm= 81,1 °C (Figura 7-A) e dimeros e/ou hairpins com Tm < 72,0 °C em amostras negativas

(Figura 7-B). Nao houve amplificagdes inespecificas, conforme demonstrado na Figura 7-C.
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Figura 7 — Curva de melting obtida por qPCR para detec¢do de Malassezia globosa. A positividade é
demonstrada pela presenca do pico na Tm = 81,1 °C. (A) Amostra positiva (B) Amostra negativa. O pico em Tm
=71,0 °C corresponde a dimeros de primer. (C) Sobreposicdo das curvas positiva, negativa e do controle

negatlvo.
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Fonte: Software StepOnePlus™

Finalmente, a correlacdo entre a deteccdo de M. globosa e as caracteristicas clinicas dos
pacientes foi analisada (Tabela 1). A espécie de fungo ndo foi capaz de discriminar pacientes
com CaP daqueles com HPB. Além disso, ndo foram observadas associagdes estatisticamente

significantes com idade, PSA pré-operatorio de 4 ng/mL, escore de Gleason e TNM. Contudo,
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a presenca desse fungo foi maior em pacientes com niveis de PSA pré-operatorio superior a 10

ng/mL (p = 0,0108).

Tabela 1- Distribuigdo das amostras positivas ¢ negativas para Malassezia globosa segundo as variaveis clinicas

avaliadas.
Variagcao N Malassezia globosa Valor de P
Positivo N (%) Negativo N (%)
Patologia 0.6924
CAP 40 28 (70.00) 12 (30.00)
HPB 32 21 (65.62) 11 (34.38)
Idade (anos) 0,6773
<65 18 12 (66.67) 6 (33.33)
>=65 22 16 (72.72) 6 (27.28)
PSA Pré 4 0,8181
<4 4 3 (75.00) 1 (25.00)
>=4 36 25 (69.44) 11 (30.56)
PSA Pré 10 0,0108*
<10 29 17 (58.62) 12 (41.38)
>=10 11 11 (100) 0(0)
Escore de Gleason 0,9444
<7 23 16 (69.56) 7 (30.44)
>=7 17 12 (70.58) 5(29.42)
Gleason =7 0,3502
(3+4) 12 9 (75.00) 3 (25.00)
(4+3) 4 2 (50.00) 2 (50.00)
TNM 0,5886
le2 29 21(72.41) 8(27.59)
3 11 7 (63.64) 4 (36.36)

Fonte: Proprio autor.

As células tumorais da prostata, assim como as células benignas, possuem capacidade
de produzir PSA (Vinaik et al., 2025). O aumento da concentragdo de PSA esté relacionada a
ativacao do receptor de androgeno e o consequente aumento na transcrigao do gene KLK3, que
codifica para o PSA. Adicionalmente, a disruptura da barreira tecidual nativa e a perda da
estrutura glandular da prostata permite que o PSA entre na circulagdo sanguinea (Shang; Myers;
Brown, 2002; Balk; Ko; Bubley, 2003; Maeda-Minami et al., 2023). Niveis elevados (> 10
ng/mL) sdo comumente associados a um maior risco de CaP e a maiores chances de doenca
avancada (David; Leslie, 2024), o que evidencia a importancia de nossos achados e sugerindo
que a presenga de M. globosa possa contribuir para a progressao da doenga.

Cerca de 20% dos canceres e infeccdes estdo associados a inflamagdo cronica,

impulsionada por diversos microrganismos, incluindo os fungos (Zhao et al., 2021). A
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inflamacao cronica torna as células mais suscetiveis a mutagdes, favorecendo a tumorigénese
(Anuja et al., 2016). Além disso, M. globosa encontra-se associada ao acumulo de lipideos,
uma vez que espécies desse genéro sao lipofilicos obrigatorios, incapazes de sintetizar acidos
graxos de cadeia média e longa, dependendo exclusivamente da disponibilidade de lipideos do
hospedeiro (Theelen et al., 2018). O microambiente prostatico ¢ enriquecido em lipideos, seja
por alteragdes no metabolismo lipidico durante o desenvolvimento do tumor ou por dislipidemia
sist€émica (Wu et al., 2014; Galbraith; Leung; Ahmad, 2018). Assim, sugerimos que esse
microambiente favorece a presenca de M. globosa. Além disso, o acimulo de lipideos no CaP
pode contribuir para o aumento da expressao e liberacdo de PSA, por meio da ativacdo da via
androgénica mediada por hormdnios esteroides derivados do colesterol, como os andrégenos
(Butler; Centenera; Swinnen, 2016). Dessa forma, os niveis elevados de PSA (> 10ng/mL)
podem refletir um microambiente metabolicamente ativo, influenciado ndo somente pelo tumor
em sim, mas também pela atividade de fungos lipofilicos, com M. globosa.

Importante também salientar as limitagdes deste estudo. Apenas amostras de sangue
periférico foram incluidas. Amostras de sangue sao complexas e sua composi¢do pode refletir
outras alteragdes presentes no organismo além daquelas associadas ao tumor (Clancy; Nguyen,
2018). Massari e colegas (2019) demonstraram que fungos podem ser encontrados no intestino,
na cavidade oral e na urina. Portanto, essas amostras e o tecido acometido pela doenga também
devem ser analisados. Adicionalmente, o nimero amostral foi restrito, fazendo-se necessaria
uma ampliagdo dos pacientes voluntarios, incluindo aqueles de diferentes centros oncologicos.
Entretanto, este ¢ o primeiro estudo a demonstrar que M. globosa estd mais presente em
individuos com niveis de PSA pré-operatorio superior a 10 ng/mL, evidenciando a importancia

de se analisar o perfil e a influéncia de fungos na presenca e progressao do CaP.

5 CONCLUSAO

A partir da analise dos dados disponibilizados por quatro centros de sequenciamento, a
espécie de fungo M. globosa foi selecionada e sua detecgdo molecular por gPCR em amostras
de sangue de pacientes com CaP ¢ HPB foi eficientemente realizada. Pacientes positivos
apresentaram uma unica curva de dissociacdo referente ao fragmento amplificado. Contudo, a
presenca de M. globosa nao foi capaz de discriminar pacientes com CaP daqueles com HPB, e

ndo houve associagdo estatisticamente significante com idade, escore de Gleason e
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estadiamento TNM. Interessantemente, a espécie foi frequente em pacientes com niveis de PSA
pré-operatério superiores a 10 ng/mL, sugerindo uma possivel relagdo entre M. globosa e
alteragdes no metabolismo de lipideos de células tumorais prostaticas, uma vez que se trata de
um fungo com carater lipofilico obrigatorio.

Portanto, esse estudo € pioneiro ao demonstrar uma maior frequéncia de M. globosa em
individuos com niveis elevados de PSA pré-operatorio, evidenciando a importancia dos fungos
na compreensao da biologia do CaP. Além disso, os resultados abrem caminhos para o
desenvolvimento de novas estratégias diagnosticas e terapéuticas baseadas na interacdo entre

hospedeiro e microrganismos.
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