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RESUMO

Em roedores, a organogénese prostatica possui importantes etapas proliferativas e
apoptdticas poés-natais, culminando com a formacao de uma glandula com lobos bem definidos
e caracteristicas morfoldgicas diferenciadas. O fator de inibicdo da migracao de macrofagos
(MIF) ¢ uma citocina pro-inflamatéria, relacionada com diversas vias de sinalizagao
proliferativas, expressa no epitélio glandular prostitico € com uma superexpressao em
condi¢des patologicas. No entanto, sua fun¢do no desenvolvimento e funcionalidade da
glandula ainda nao foi elucidada. Este trabalho visou aprofundar a compreensdo do papel do
MIF no desenvolvimento pos-natal da prostata lateral de camundongos pré-puberes e puberes
e entender se sua auséncia exerce impacto na glandula. Para isso, foram usados camundongos
C57BL/6 ¢ MIF knockout nas idades de 30 e 60 dias. O sangue dos animais foi coletado para
quantificagdo de testosterona por ELISA. Cortes histoloégicos foram usados para estudo geral
do lobo lateral (coloracdo HE), de fibras colagenas (coloragdo Picrosirius-Hematoxilina) e
imunohistoquimica para proliferagao celular, fibroblastos e células musculares lisas. Parte das
amostras foi congelada para extragdo de proteinas e mensuragdo dos niveis de caspase-3. Os
dados foram analisados estatisticamente pelo software BioEstat. Os resultados mostram uma
redu¢do da proliferagcdo celular epitelial em camundongos pré-puberes MIF knockout em
relacdo ao controle, bem como aumento na prolifera¢do estromal aos 60 dias. A apoptose nesses
individuos ¢ maior ao longo do desenvolvimento e na fase ptibere. A frequéncia de fibroblastos
nao sofreu alteragdes significativas, mas a quantidade de colageno em individuos knockout de
30 dias ¢ menor em comparagdo com os selvagens. Ademais, esses animais apresentaram maior
redu¢do na frequéncia de células musculares lisas ao longo do desenvolvimento. Os niveis de
testosterona foram maiores em MIF” na fase pré-pibere. Esses dados sdo refletidos na
estereologia, na qual os animais MIF” tiveram redugiio maior que a esperada no epitélio e
menor aumento no lumen ao longo do desenvolvimento pré-pibere para pubere e nao
apresentaram as diminui¢des esperadas em estroma muscular e ndo-muscular. Ainda, em
comparagio ao controle de mesma idade, MIF”- 30 dias tem menor 4rea estromal. Desse modo,
pudemos concluir que a sinalizacdo MIF tem relevancia para o correto desenvolvimento da
prostata e que sua auséncia causa impacto no lobo lateral prostatico por meio da redugdo de

componentes importantes de estrutura e contratilidade.

Palavras — chave: MIF. Knockout. Prostata Lateral. Desenvolvimento. Proliferagdo celular



ABSTRACT

In rodents, prostate organogenesis has important proliferative and apoptotic postnatal
stages, culminating in the formation of a gland with well-defined lobes and differentiated
morphological characteristics. The macrophage migration inhibitory factor (MIF) is a pro-
inflammatory cytokine, related to several proliferative signaling pathways, expressed in the
prostate glandular epithelium and overexpressed in pathological conditions. However, its
function in the development and function of the gland has not yet been elucidated. This study
aimed to deepen the understanding of the role of MIF in the postnatal development of the lateral
prostate of prepubertal and pubertal mice and to understand whether its absence has an impact
on the gland. For this, C57BL/16 and MIF knockout mice were used at the ages of 30 and 60
days. The animals' blood was collected for testosterone quantification by ELISA. Histological
sections were used for general study of the lateral lobe (HE staining), collagen fibers
(Picrosirius-Hematoxylin = staining) and immunohistochemistry for cell proliferation,
fibroblasts, and smooth muscle cells. Part of the samples was frozen for protein extraction and
measurement of caspase-3 levels. A reduction in epithelial cell proliferation was observed in
prepubertal MIF knockout mice compared to the control, as well as an increase in stromal
proliferation at 60 days. Apoptosis in these individuals is higher throughout development and
in the pubertal phase. The frequency of fibroblasts did not undergo significant changes, but the
amount of collagen in MIF”~30 days is lower compared to wild-type. In addition, these animals
showed a greater reduction in the frequency of smooth muscle cells throughout development.
Testosterone levels were increased in MIF”* of prepubertal age. These data are reflected in
stereology, in which MIF~~ animals had a reduction in the epithelium greater than expected and
a smaller increase in the lumen and did not present the expected decreases in muscular and non-
muscular throughout prepubertal to pubertal development. In addition, when compared to wild
mice of the same age, MIF”~ 30 days had reduced stromal area. Thus, we can conclude that MIF
signaling is relevant for the correct development of the prostate and that its absence impacts the
lateral prostate lobe through the reduction of important components of structure and

contractility.

Key words: MIF. Knockout. Lateral prostate. Development. Cell proliferation.
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1 INTRODUCAO

1.1 Estrutura da prostata em diferentes espécies

A prostata ¢ uma glandula exocrina do trato genital masculino, encontrada
exclusivamente em mamiferos. Localizada abaixo da bexiga urinaria e a frente do reto, ela
circunda a uretra e aos dois lados de sua base encontram-se as vesiculas seminais. Sua principal
funcdo ¢ fornecer os ions e proteinas componentes do fluido seminal, responsavel por oferecer
aos espermatozoides condigdes para sobrevivéncia e viabilidade apds a ejaculagdao (Cunha et.
al., 1987; Ittmann, 2018; Hayward; Cunha, 2000; Price, 1963).

Na espécie humana, a prostata do feto ¢ formada por cinco lobos: anterior, posterior,
mediano e dois laterais, que se fundem no desenvolvimento e resultam em um 6rgdo compacto,
sem porg¢des distinguiveis. A classificacdo de McNeal (1988) divide a prostata humana adulta
em trés grandes regides distintas histologicamente e biologicamente uma das outras: zona
periférica, zona central e zona de transi¢ao. Tal separagao apresenta relevancia clinica, uma vez
que cada zona esta relacionada a diferentes patologias que podem implicar em um déficit na
funcionalidade da glandula. A zona periférica, por exemplo, constitui cerca de 70% da massa
prostética e esta relacionada com a maioria dos canceres prostaticos. A zona de transi¢do, que
constitui cerca de 5% da prostata, ¢ a regido de origem da hiperplasia prostatica benigna,
condi¢do observada em homens de idade mais avangada, e a zona central representa 25% da
massa glandular, mas ndo se apresenta como sitio de origem de nenhuma dessas condi¢des,
podendo ser afetada caso elas estejam em estagios avangados (Cunha et al., 1987; Ittmann,
2018).

Em roedores, a prostata € constituida por quatro lobos bilaterais, cuja nomenclatura tem
relagdo com a posi¢cdo que ocupam em relagdo a uretra, sendo designados: anterior (AP), dorsal
(DP), lateral (LP) e ventral (VP) (Francis; Swain, 2018). O tecido prostatico nesses animais ¢
tubulo-alveolar, composto por diversos acinos envoltos por epitélio de revestimento e
cercados por uma matriz estromal, sendo que cada 4cino prostatico ¢ envolto por uma Unica
camada de tecido muscular liso e cada lobo apresenta estrutura glandular propria (Jesik;
Holland; Lee, 1982). O lobo lateral, especificamente, ¢ caracterizado por uma superficie
luminal plana, acinos maiores revestidos por células epiteliais cuboides e colunares com
invaginagdes poucas ou moderadas, células secretoras com limen pequeno e de citoplasma
eosinofilico, circundados por uma fina camada de estroma fibromuscular (Ittmann, 2018;

Ginja et al., 2019; Oliveira et al., 2016).
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Figura 1 - Divis8o anatomica da prostata humana e de camundongos. (A) Representagdo esquematica da prostata
humana de acordo com a classificacdo de McNeal (1988). (B) Representacdo esquematica da prostata de
camundongos contendo os quatro lobos bilaterais. (Imagens adaptadas de Bhavsar; Verma, 2014 ¢ Valkenburg;

Williams, 2011, respectivamente)

Apesar de modelos animais, em especial camundongos, serem de grande importancia
no estudo de patologias prostaticas humanas, como canceres, devido as diferencas anatomicas
e histologicas entre as prostatas dessas espécies, hd o questionamento sobre a verdadeira relagao
entre os lobos prostaticos de camundongos e as zonas da prostata humana em termos de
estrutura e funcionalidade na andlise da origem, prevencao e tratamento dessas doencas
(ITTMANN, 2018; ITTMANN et al., 2013; SHAPPELL et al., 2004). A partir disso, diversos
estudos foram realizados buscando tais similaridades. Berquin et al. (2005) demonstrou que o
padrdo de expressdo génica no lobo dorsolateral de camundongos, jungdo dos lobos dorsal e
lateral, se aproxima do encontrado na zona periférica da prostata humana. Posteriormente,
Crowley et al. (2020) verificou, por meio de um atlas de células nicas do epitélio da prostata
de camundongos adultos, que, apesar de haver poucos estudos sobre tumores prostaticos
utilizando especificamente o lobo lateral, por ter tamanho reduzido e geralmente ser analisado
junto com lobo dorsal, esse € o lobo que apresenta maior semelhanca histolégica com a zona
periférica humana, relacionada com a maior parte dos canceres prostaticos, além de apresentar

diferencas anatomicas e moleculares significativas em relacdo ao lobo dorsal.
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1.2 Desenvolvimento prostatico

Nas espécies de mamiferos ja estudadas, apesar de algumas diferencas especificas no
processo, o desenvolvimento prostatico ¢ bastante semelhante, tendo inicio a partir de brotos
epiteliais emergidos do seio urogenital (UGS) e com importantes eventos poOs-natais. A
principio ocorre o pré-brotamento do UGS, seguido pelo brotamento do epitélio prostatico a
partir do epitélio do seio urogenital (UGE), com subsequente alongamento e ramificagao dos
brotos, canalizacao dos corddes epiteliais, além da diferenciagao de células epiteliais basais e
luminais e da citodiferenciacdo secretora. Neste ultimo estagio, a diferenciagdo das células
epiteliais basais e das luminais colunares ocorre concomitantemente a diferenciagdo do
mesénquima em fibroblastos e musculo liso (Cunha et al. 2004b; Cunha et al. 2018). Todos
esses processos levam a formagdo da glandula madura e estdo relacionados a diversos genes e
vias de sinalizagdo, tais como: a via de sinaliza¢do do receptor de andrdégenos (AR), ativa em
todos os momentos da organogénese prostatica; a proteina NKX3.1, regulada pela sinalizagao
via Wnt; os fatores de crescimento de fibroblastos, relacionados com o brotamento e
ramificagdo; os sitios de integracdo relacionados ao gene Wingless, agonistas do Wnt; genes
homeobox, cujo efeito ¢ favoravel a ramificacdo; proteinas morfogenéticas osseas (BMP),
também envolvidas no processo de ramificac¢do, dentre outros (Buskin ez a/. 2021).

Em humanos, a organogénese prostatica tem inicio entre a 8* e a 10* semana da gestacgao,
com o pré-brotamento e o brotamento inicial a partir do UGS e ¢ finalizada com eventos de
alongamento dos brotos, ramificacdo e canalizagdo dos ductos da 11* semana em diante
(Cunha et al, 2018). No nascimento, a prostata humana estd quase completamente
desenvolvida e ha uma pausa no crescimento prostatico, que ¢ retomado na puberdade, na qual
a prostata se desenvolve em uma glandula madura e complexa com a presenca de ductos bem
definidos. Em camundongos, por outro lado, o desenvolvimento prostatico ¢ iniciado no
periodo da gestagdo, com o pré-brotamento entre 13° e o 15° dia e o brotamento inicial entre o
16° e 0 18° dia pds-concepcao. Ja as outras fases do desenvolvimento ocorrem do nascimento
até a puberdade, com alongamento, ramificagdo e canaliza¢ao ductal até¢ o 50° dia pds-natal,
bem como os processos de citodiferenciacao epitelial e mesenquimal, de modo que a maturagao
da glandula ¢ finalizada por volta dos 60 dias de idade (Buskin et al., 2021; Cunha et al.,
2004b; Cunha et al., 2018). Em ambos os casos, a prostata passa por um crescimento e
maturacdo mais rapidos quando os niveis de androgenos circulantes estdo mais altos,
caracterizando a puberdade (Oliveira et al., 2016).

A glandula adulta ¢ composta por &cinos que sdo circundados por camadas de musculo

liso e fibroblastos, apresentando assim uma porgao epitelial associada a uma estromal (Cunha
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et al., 2004a). A parte epitelial ¢ subdividida em 2 unidades histoldgicas bem definidas: basal
e secretora, apresentando diversos tipos celulares, dentre os quais destacamos células-tronco,
células basais e células colunares secretoras (De Marzo et al., 1998). A por¢ao estromal
apresenta fungdes principais de suporte mecanico para a camada epitelial, bem como
modulagdo da funcdo secretora da glandula, sendo composta majoritariamente por fibras
colagenas, fibroblastos e musculo liso. As células musculares lisas sdo as células estromais mais
numerosas da prostata, devido ao seu papel na interacdo epitélio-estroma, muito importante
para o funcionamento epitelial prostatico e sua fun¢do na expulsao da secre¢ao da glandula na

sua fase reprodutiva (Farnsworth, 1999; Zhang ef al., 2003).

1.3  Fisiologia da proéstata

A prostata ¢ uma glandula altamente andrégeno-dependente tanto em seu
desenvolvimento quanto no exercicio de suas funcdes. A acdo de andrdgenos, por meio de
ligacdo nos receptores de androgenos (AR), esta presente desde a citodiferenciacdo epitelial
prostatica durante o desenvolvimento embrionario até a maturagdo pos-natal da glandula, bem
como a manuten¢do de sua funcao secretora e diferenciacdo celular na vida adulta (Arcolino et
al., 2010). A testosterona ¢ o principal andrdégeno circundante no homem e pode ser
convertida em 5-alfa-dihidrotestosterona (DHT), sua forma mais biologicamente ativa, por
meio da acdo da enzima 5-alfa-redutase. Tanto a testosterona quanto a DHT podem se ligar aos
receptores de androgenos presentes nas células estromais e epiteliais, no entanto, a DHT
apresenta maior afinidade e menor dissociacdo comparada a testosterona, formando uma
ligagdo mais estavel com o receptor e, consequentemente, apresentando uma a¢do mais potente
(DAVEY; GROSSMANN, 2016).

Em condi¢des normais, na prostata adulta, os receptores de andrdgenos, encontrados
principalmente nas células epiteliais luminais atuam diretamente no estimulo da diferenciagao
dessas células e na regulacdo da expressdo de genes e da transcrigdo de proteinas necessarias
para o funcionamento prostatico, como o antigeno prostatico especifico (PSA) (Vickman et
al., 2020; Yuan; Balk, 2009). Ha também a atuacdo androgénica indireta na regulagdo
funcional e de crescimento da glandula, dada pelo estimulo da secre¢do de fatores de
crescimento, como: o epidermal, o de queratindcito, o de fibroblastos e o tipo insulina, atuantes
no epitélio e no estroma, num processo de interagdo paracrina denominado interagao epitélio-
estroma (Taboga; Vilamaior; Goes, 2009).

A interacdo epitélio-estroma ¢ uma relagdo reciproca e necessdria para o

desenvolvimento prostatico presente desde o desenvolvimento embrionario até a vida adulta.
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No inicio da organogénese da glandula (a partir do seio urogenital), o mesénquima induz o
desenvolvimento e citodiferenciacao epitelial, enquanto o epitélio atua na diferenciacao celular
do mesénquima em células musculares lisas e outros tipos celulares encontrados no estroma.
Isso ocorre por meio da ligagdo de androgenos nos receptores de androgenos presentes em
ambos os locais (Cunha, 2008). J4 na prostata adulta, essa interagdo continua apresentando
grande importancia, uma vez que as cé€lulas estromais sdo responsaveis pelo crescimento,
morte e diferenciagdo celular no epitélio, além da manutencdo da funcionalidade da glandula
por meio de mecanismos como a remodelagdo estromal (Levesque; Nelson, 2018).

Além destes, outros tipos de hormonios, como glicocorticoides, oxitocina, estrogénios
e diversos outros também impactam na fisiologia da glandula e, quando em desequilibrio,

podem levar a patologias prostaticas (Cleutjens et al., 1997; Sharma et al., 2017).

1.4  Fator de Inibicio da Migraciao de Macrofagos (MIF)

O fator de inibicdo de migracdo de macrofagos (MIF) ¢ uma proteina homotrimérica
que atua como citocina pro-inflamatoria e apresenta fungdo imunorreguladora, estando
envolvida no recrutamento de leucécitos, proliferagdo celular, processos inflamatdrios e em
diversas outras fungdes (Huleihel et. al., 2017; Sumaiya et. al., 2022). A principio, na década
de 60, o MIF foi descrito como uma citocina liberada pelos linfocitos T a partir de estimulos
de antigenos e seu nome veio de sua fun¢do descoberta na época: a inibigdo da migragao
aleatoria de macrofagos (David, 1966; Bloom; Bennett, 1966). Devido a estudos posteriores,
atualmente sabemos que essa proteina pode ser secretada por varias outras células mediante
ativacdo, como as células do sistema imune, as epiteliais e endoteliais, as parenquimatosas e
até mesmo as cancerosas (Merk ef al., 2012).

O MIF apresenta fungdes autocrinas e paracrinas e diversos mecanismos de acdo. O
principal € sua ligagao ao receptor individual CD74, podendo também se ligar a complexos de
receptores, que correspondem ao CD74 ligado a correceptores como CD44 ou os receptores
CXCR (Jankauskas et al., 2019). A partir dessa ligagdo, ocorre a fosforilacdo da proteina
tirosina-quinase proto-oncogénica (SRC), a qual ativa varias vias de sinalizacdo, como a da
proteina quinase ativada por mitégenos (MAPK) e a da quinase fosfatidilinositol 3 (PI3K),
ambas com efeitos anti-apoptoticos e pro-proliferativos. Além disso, a partir da regulagdo
negativa da proteina supressora de tumor (p53), o MIF também exerce os mesmos efeitos. Ja
na via transcelular, a proteina atravessa a membrana celular e se liga a proteina 1 de ligag¢do ao

dominio de ativacdo JUN (JAB1) de forma a aumentar ou reduzir a sinalizagdo do fator de
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transcri¢do ativador da proteina 1 (AP-1) (Penticuff et al., 2019). Logo, essa citocina ¢ um
importante regulador proliferativo e inflamatério, por estar relacionada com vias anti-
apoptoticas, pro-proliferativas e pré-inflamatorias.

Inibidores da tautomerase

do MIF
CD74 MIF (e.g. ISO-1, 4-IPP)

CD44 CXCR2/4/7 MIF
l MIF

[\ T

AMPK MAPK

| N\ @
l

MIF

Metabolismo

L IKB/ Vi l COX-2 L O PAR
v el T
/'—’ // ™, Inibidores da nuclease
€ €Er—— 4 A do MIF

% (PAANIB-1)

Expressao l b b k. \

génica (citocinas \ LR L VORGP TR

inflamatorias)/ l

proliferagéo/ ,A( Ny \Ljragmentaqéo do

apoptose Nicleo 4 DNA
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Figura 2 - Vias de sinalizagdo do fator de inibi¢ao de migra¢do de macrofagos (MIF). CD44, CD74 e CXCR2/4/7
- receptores de MIF; AMPK - proteina quinase ativada por AMP; IkB - proteina inibidora de kB; NF- kB - fator
nuclear Kappa B; SRC - proteina tirosina-quinase proto-oncogénica; PI3K - quinase fosfatidilinositol 3; AKT -
proteina quinase B; MAPK - proteina quinase ativada por mitégenos; PLA2 - fosfolipase A2; COX-2 -
ciclooxigenase - 2; p53 - proteina supressora de tumor; JAB1 - proteina 1 de ligagdo ao dominio de ativagdo JUN;
AP-1 - fator de transcricdo ativador da proteina 1; PAR - proteina de ligagdo a Poli-ADP-Ribose; AIF - fator
indutor de apoptose (Imagem adaptada de Zhang et al., 2024)

1.5 Relagao entre o MIF e a prostata

Meyer-Siegler, Fattor ¢ Hudson (1998) desenvolveram um dos primeiros estudos que
comprovou, por imunohistoquimica a expressdo do MIF na prostata de forma constitutiva e
analisou sua relacdo com diversas condigdes patoldgicas a partir da quantificagao realizada por
ELISA. Como resultado dessa e de outras pesquisas feitas pelos autores, foi observado que a
proteina ¢ expressa pelas células do epitélio glandular prostitico e € necessaria para as
respostas inflamatorias normais na prostata. A sua quantidade varia conforme o estado de
desenvolvimento e a existéncia de alguma patologia, sendo observada uma superexpressao de

MIF em condigdes patologicas relacionadas a proliferacdo celular exacerbada e inflamagao,
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como adenocarcinoma prostatico metastatico e prostatite cronica (Meyer-Siegler; Hudson,

1996; Meyer-Siegler et al., 2005; Meyer-Siegler et al., 2006).

Considerando a expressdo aumentada desta proteina em condi¢des patologicas
tumorais, o trabalho de Penticuff er al. (2019) reuniu varios estudos focados em canceres
geniturindrios, incluindo os prostaticos, e apresentou algumas estratégias terapéuticas
experimentais cujo alvo ¢ MIF para avaliacdo de seus efeitos terapéuticos. Dentre elas temos
anticorpos anti-MIF, conjugados anticorpo-farmaco contra o receptor CD74, inibidores do sitio
tautomerase da proteina, que impedem a ligacdo MIF-CD74 e varias outras estratégias que
visam bloquear os efeitos pro-proliferativos que essa citocina possa ter nessas patologias.
Entretanto, 0 momento ¢ a razao pela qual o MIF pode atuar como alvo terapéutico no cancer

de prostata avangado ainda nao foi completamente elucidado (Penticuff ez al., 2019).

1.6 Justificativa

Diante do exposto, temos que o fator de inibicdo de migra¢do de macrofagos (MIF) ¢
comprovadamente expresso na prostata, no entanto, sua fun¢do exata e a importancia que
desempenha no desenvolvimento e funcionamento da glandula ainda ndo sdo conhecidos, bem
como nao foram realizados estudos para explorar as possiveis consequéncias da auséncia de sua
expressdo na organogénese do sistema reprodutor masculino. Sabendo-se da importancia do
desenvolvimento pos-natal prostatico e do papel da proliferacdo celular nesse estagio e
conhecendo também a influéncia do MIF em vias de sinalizagao proliferativas, ¢ possivel que
sua auséncia tenha consequéncias no desenvolvimento da prostata.

A énfase no estudo do lobo lateral da prostata de camundongos se apresenta como uma
nova visao sobre o desenvolvimento prostatico, uma vez que ndo ¢ o foco da maioria das
pesquisas existentes. Mesmo apresentando maiores semelhancas com a zona periférica da
prostata humana, a qual esta relacionada com grande parte dos canceres prostaticos, o lobo
ventral é o mais estudado em detrimento ao lateral devido a sua mais facil disseccao.
Ademais, como cada lobo possui estrutura glandular propria, com caracteristicas morfoldgicas
diferenciadas, suas interagdes com o MIF e consequéncias de sua auséncia podem também ser

diferentes, o que evidencia a necessidade de uma andlise especifica para cada regido.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:
O trabalho buscou avaliar a contribui¢do de MIF no desenvolvimento pds-natal da
prostata lateral de camundongos pré-puberes e puberes através de modelo knockout e entender

se a sua auséncia traz qualquer impacto para a glandula.

2.2  Objetivos Especificos:
e Estudar a morfologia geral da prostata lateral de camundongos MIF”- em diferentes
fases do desenvolvimento e correlacionar com os niveis de séricos de testosterona;
e Avaliar o papel de MIF na proliferacdo e morte celular na prostata lateral nessas
fases do desenvolvimento;
e [nvestigar o compartimento estromal (células musculares, fibroblastos e fibras

colagenas) na auséncia de MIF.
3 METODOLOGIA

3.1 Animais
Para a realizagdo deste projeto foram utilizados camundongos machos das linhagens
C57BL/6 WT (tipo selvagem) e MIF”~ (knockout), mantidos sob temperatura controlada (25 +
2°C) em ciclos diarios de 12 horas claro/escuro, com livre acesso a agua e ragdo solida
granulada (Purina), na Rede de Biotérios de Roedores da Universidade Federal de Uberlandia
(REBIR-UFU). Os animais foram eutanasiados com 30 e 60 dias de idade, seguindo o Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), por overdose de Quetamina e
Cloridrato de Xilazina 2% na proporgao de 1:1 (0,2 mL/100g) por via i.p. (Fundagdao Oswaldo
Cruz, 2008). Os animais foram pesados e, em seguida, por pun¢do cardiaca, o sangue foi
coletado, a prostata retirada e pesada. Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da UFU (protocolo 30/21).
Houve a divisao dos animais em 4 grupos, de 15 animais cada, sendo eles:
e Controle de 30 dias (C30) — Animais C57BL/6 WT; eutanasiados com 30 dias pos-
natais;
o MIF-Knockout de 30 dias (M30) — Animais C57BL/6 sem expressao de MIF que
foram eutanasiados com 30 dias pos-natais;
e Controle de 60 dias (C60) — Animais C57BL/6 WT; eutanasiados com 60 dias pds-

natais;
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o MIF-Knockout de 60 dias (M60) — Animais C57BL/6 sem expressdo de

MIF; eutanasiados com 60 dias pds-natais.

3.2 Analise morfologica

A prostata de todos os grupos (n=5/grupo) foi fixada por imersdo em solugdo de
Metacarn (60% metanol, 30% cloroférmio e 10% acido acético) por 3 horas, sob
refrigeracdo a 4°C. Apos a fixagdo, o tecido foi desidratado em etanol, clarificado e
incluido em parafina. Em seguida, o tecido foi seccionado (4um) em um microtomo
rotativo (Leica) e os cortes, corados com hematoxilina e eosina (H&E) para estudos de
histoarquitetura geral e Picrosirius
- hematoxilina para caracterizacdo da deposi¢ao de colageno.

Para todos os grupos, laminas H&E foram utilizadas para analise do lobo lateral.
Foram adquiridas imagens dos cortes histologicos por meio da digitalizagdo utilizando o
Scanner de laminas com software Aperio ImageScope 12.4.6 (Leica Biosystems®) e foi
feita estereologia para avaliacdo da frequéncia relativa do epitélio, limen e estroma da
prostata usando o método Weibel de contagem de pontos (Weibel, 1974). Tal método
consiste na aplicagdo de um reticulo contendo 100 pontos sobre a imagem histologica, com
auxilio do software IMAGE J (National Institute of Health, EUA, https://image;j.
nih.gov/ij). Cada ponto que tocou o epitélio, limen ou estroma foi contado e os dados
foram expressos como uma porcentagem da area total (frequéncia relativa). Esta andlise
histologica foi realizada na préstata de cinco animais/grupo, 10 imagens por corte.

A distribui¢do de coldgeno foi quantificada em todos os grupos usando imagens de
prostata de Picrosirius-hematoxilina (n=5; 10 imagens/corte). A quantificacdo foi realizada
pelo mesmo método de contagem de pontos utilizado para a estereologia, a partir do

software IMAGE 1.

3.3 Imunohistoquimica

Cortes histoldgicos em parafina contendo o lobo lateral foram usados para os
ensaios imunoldgicos. A recuperagdo antigénica foi realizada em tampao citrato de sodio pH
6,0 a 90°C por 20 minutos. Em seguida, os cortes foram tratados com perdxido de
hidrogénio 3% em solu¢do de metanol para bloquear a peroxidase endégena. Para bloqueio
de interagdes proteicas inespecificas, foram incubados com albumina de soro bovino
(BSA) 5% diluida em tampao Tris salino com Tween 20 (TBST) por 1 hora. Em seguida, as

laminas foram incubadas com os anticorpos primarios: a-actina de musculo liso de
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camundongo, vimentina ou antigeno de proliferagdo nuclear (PCNA) de camundongo, na
diluicdo de 1:100 em 1% BSA, overnight. Os complexos antigeno-anticorpo foram
detectados pelo sistema Polimero de camundongo/ coelho (Biocare®) seguido de
reacdo/coloragdo DAB (Biocare®) e contra- coloragdao de hematoxilina (por 4 segundos).
Os cortes histoldgicos foram digitalizados da mesma forma usada para as laminas de H&E e
capturados com ampliagdo de 40X. 15 areas de cada corte histologico foram analisadas, 5
animais/grupo. A frequéncia relativa de células musculares lisas foi determinada usando o
método de Weibel descrito anteriormente (WEIBEL, 1974). As células positivas para
PCNA foram contadas visualmente com ampliagdo de 40X. O indice de proliferacio foi
calculado como o niimero de nucleos positivos para PCNA dividido pelo total de ntcleos
celulares e expresso como porcentagem (frequéncia relativa de células positivas para

PCNA).

3.4 Avaliacdo de apoptose

A apoptose foi avaliada em amostras de prostata pelo kit EnzCheck Caspase-3
Assay (Thermo Fisher®), que quantifica os niveis de caspase-3 em sua forma ativa. Para isso,
amostras de prostatas foram homogeneizadas e lisadas em tampao RIPA por 30 minutos e
centrifugadas a 14000 rpm para coleta do sobrenadante proteico. O contetido de caspase-3
foi mensurado com uso do reagente ZDEVD (substrato da caspase-3 ativa) segundo
recomendacdes do fabricante e expresso como intensidade de fluorescéncia normalizada
pela concentracdo de proteina em cada amostra. Para cada grupo experimental, foram
usadas 5 amostras, sendo que nos grupos de 30 dias, cada amostra foi representada por um
pool de 3 prostatas, ja no de 60 dias, 1 prostata

= | amostra.

3.5 Quantificacio de testosterona por ELISA

A dosagem de testosterona foi realizada com o kit Testosterone ELISA (Cayman®
582701). O experimento foi realizado com amostras de plasma de camundongos de todos
os grupos estudados. Os niveis de testosterona foram quantificados por ensaios de ELISA
competitivo seguindo as instrugdes do fabricante. A sensibilidade do teste € de 5,67 pg/ml.
Quatro animais por grupo foram usados para esta quantificacdo e as amostras foram lidas

em triplicata.

3.6 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com o software BioEstat. A distribui¢do
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dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Em situacdes de distribui¢ao normal dos
valores, as diferencas entre os grupos foram analisadas pelo teste ANOVA, com pds-testes
Bonferroni e Tukey, ja nos casos de distribui¢do ndo-normal, foi utilizado o teste de
Kruskal-Wallis. As comparagdes foram feitas entre controle e MIF”~ de cada idade e entre
as diferentes idades de um mesmo grupo. Foi considerado p<0,05 para diferencas

estatisticamente significantes.
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4 RESULTADOS

4.1 Dados biométricos

As analises mostraram que na passagem da fase pré-pubere (30 dias) para a pubere (60
dias), os animais do grupo controle apresentaram um aumento de 57% no peso corporal. Os
individuos MIF”, por outro lado, tiveram um acréscimo de apenas 36% durante seu
desenvolvimento. Além disso, houve uma reducdo de aproximadamente 9% no peso corporal
de animais MIF knockout de 60 dias (M60) em relagdo aos individuos selvagens da mesma
idade (C60).

Em relagdo ao peso prostatico, foi observado um aumento de 69% nas prostatas do grupo
MIF~ de 30 dias (M30) quando comparados com o controle da mesma faixa etaria (C30) e, ao
analisar a diferenga entre idades, apesar de ser esperado um aumento de quase 200% no peso
da glandula ao longo do desenvolvimento, nos camundongos MIF knockout esse ganho foi
desacelerado, sendo de apenas 54%, devido a antecipagdo do ganho de volume na idade pré-
pubere.

O peso relativo da prostata (prostata /corpo) também apresentou diferengas entre idades e
entre grupos. Notou-se um aumento de 57% do peso relativo de M30 em contraste com C30, o
que condiz com os valores de peso prostatico apresentados para esses grupos. Foi observado
também que dos 30 aos 60 dias de idade era esperado um aumento de 93% no peso relativo, no
entanto, esse acréscimo nao foi encontrado em MIF”", isso ¢ decorrente da despropor¢io vista

entre o crescimento da prostata e do corpo.

Tabela 1 - Médias do peso corporal, peso prostatico e peso relativo da prostata de camundongos selvagens e MIF

knockout com 30 (C30 e M30) e 60 dias de vida (C60 e M60)

Grupos Peso corporal (g) Peso da prostata (g)  Peso relativo (g)
C30 16,259 + 1,28 0,023 +0,0065 0,0014 + 0,0004
M30 17,123 £ 4,44 0,039 £0,0153 * 0,0022 £+ 0,0004 *
Ce60 25,608 + 1,26 # 0,068 £0,0147 # 0,0027 £ 0,0007 #
Mé60 23,335+ 1,85 *# 0,060 £0,0162 # 0,0026 £+ 0,0007

Os dados representam média + desvio padrdo da média. Teste ANOVA seguido de teste Bonferroni com p<0,05
indicando diferenga significativa entre os grupos (*) e entre idades do mesmo grupo (#)
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4.2 Estereologia da proéstata lateral

Foram analisadas as frequéncias relativas de epitélio, limen, estroma muscular e
estroma nao-muscular da prostata lateral em animais com e sem MIF em diferentes fases
do desenvolvimento. Entre a fase pré-pubere e a pubere, ¢ esperada uma diminui¢ao de 27%
no epitélio e uma ampliagdo de mais de 100% no lumen (Figura 3). Entretanto, nos grupos
MIF knockout foram observadas uma redug¢ao maior do epitélio, de 42%, e um aumento
inferior ao esperado no limen, de 53%. Comparando com o grupo controle de cada idade,
ndo ha diferenca estatistica (Figura 3).

Em se tratando do estroma muscular e estroma nao-muscular, diminui¢oes de 37,27%
e 32,33%, respectivamente, foram vistas de C30 para C60, no entanto, ndo houve diferengas
significativas para esses componentes entre essas idades do grupo MIF”". Todavia, notamos
que os animais de M30 reducao significativa no estroma ndo-muscular se comparados com

C30 (Figura 3).

4.3 Quantificacdo de colageno

A partir da quantificacdo de fibras colagenas na prostata lateral foi observado que, no
caso das alteragdes ao longo do desenvolvimento, tanto os animais controle quanto os MIF
knockout apresentaram redugdes significativas, porém semelhantes, sendo de cerca de 42%
(Figura 4). Na andlise entre grupos controle e knockout, por outro lado, notamos que
individuos de M30 ja apresentam seu contetido de coldgeno reduzido em 22% em relacdo a

C30 (Figura 4).

4.4 Analise de proliferaciao celular

Foi realizado ensaio imunohistoquimico para o antigeno nuclear de proliferacao celular
(PCNA) a fim de avaliar as diferencas no epitélio e no estroma do lobo lateral prostatico entre
os grupos. No epitélio, era esperada uma reducao de 16,13% na proliferagcdo celular de 30 para
60 dias de idade, que ndo foi observada entre os animais MIF knockout. Em contrapartida,
notamos que em M30 a proliferacdo ja estava 16% reduzida em relagdo a C30, antecipando um
resultado que seria encontrado somente na fase pubere no controle (Figura 5).

Por outro lado, no estroma encontramos que os animais MIF”~ de 60 dias apresentaram

17% mais proliferacao celular do que os individuos controle de mesma idade (Figura 5).
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Figura 3 — Estereologia da prostata lateral de camundongos controle € MIF”~ em diferentes idades. (A) Cortes
histologicos da prostata lateral de camundongos de grupos controle e MIF knockout corados com Hematoxilina-
Eosina (H&E). Epitélio (Ep), lumen (L) e estroma (S). (B) Representagdo grafica da frequéncia relativa dos
diferentes componentes teciduais na prostata lateral de camundongos controle e MIF nas idades de 30 e 60 dias.
Os valores estdo expressos como média + desvio padrdao. *: diferenga estatistica entre grupos controle e

knockout, #: diferenca estatistica entre idades do mesmo grupo (p<0.05)
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Figura 4 — Distribui¢do de colageno na prostata lateral de camundongos controle € MIF 7~ com 30 e 60 dias de
vida. (A) Cortes histologicos da prostata lateral de camundongos de grupos controle e MIF knockout corados com
Picrosirius-Hematoxilina. As fibras colagenas estdo representadas em rosa/magenta (setas). (B) Representacdo
grafica da frequéncia relativa de fibras colagenas na prostata lateral. Os valores estdo expressos como média £+
desvio padrdo. *: diferenca estatistica significativa entre grupos controle e knockout; #: diferenca estatistica entre

idades do mesmo grupo (p<0.05).
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Figura 5 — Proliferacdo celular na prostata lateral de camundongos controle e MIF”- com 30 e 60 dias de vida. (A)
Cortes histologicos imuno-marcados para PCNA revelam a distribuigdo de células em proliferacdo no epitélio
(setas) e no estroma (cabegas de seta). (B) Representacdo grafica da frequéncia relativa de células em proliferacao
da prostata lateral de camundongos. Os valores estdo expressos como média = desvio padrao. *: diferenca

estatistica entre grupos controle e knockout; #: diferenga estatistica entre idades do mesmo grupo (p<0.05).
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4.5 Quantificacao de fibroblastos

Foi realizado também ensaio imunohistoquimico para quantificagao de fibroblastos,
através da marcagdo com vimentina. Nao foram observadas diferengas significativas na
frequéncia relativa de fibroblastos entre os grupos ou entre as idades, mas chamamos a atengao
que essas células tendem a diminui¢do em M30 e ao aumento em M60 em relagdo aos controles
(Figura 6). A grande variacao dos dados dessa analise talvez tenha sido responsavel pela

auséncia de resultado estatistico significativo.

4.6 Quantificacao das células musculares lisas
Em relagdo a quantidade de células musculares lisas, avaliada pela marcacao de a-actina
de musculo liso no estroma do lobo lateral prostatico, foi notado que entre C30 e C60 houve
uma reducao de 30%, ja na comparacao entre M30 e M60 essa diminui¢do foi maior, sendo de
55%. Quando comparados os grupos controle e MIF~ de mesma idade, ndo ha diferenca

significativa (Figura 7).
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Figura 6 — Localizacdo e quantificagdo de fibroblastos, através da marcagdo com vimentina, na prostata lateral de
camundongos controle ¢ MIF”* com 30 e 60 dias de vida. (A) Cortes histologicos da prostata lateral de
camundongos de grupos controle € MIF knockout apds imuno-histoquimica para vimentina. As setas apontam os
fibroblastos. (B) Grafico da frequéncia relativa de fibroblastos na prostata lateral de camundongos. Os valores

estdo expressos como média + desvio padréo (p<0.05).
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Figura 7 — Estudo das células musculares lisas na prostata lateral de camundongos controle € MIF”~ com 30 e 60
dias de vida. (A) Cortes histologicos da prostata lateral ap6s imuno-histoquimica para a-actina. As setas apontam
as células musculares lisas que se localizam circundando os acinos secretores. (B) Representagdo grafica da
frequéncia relativa de fibroblastos na prostata lateral de camundongos. Os valores estdo expressos como média +

desvio padrdo. #: diferenca estatistica entre idades do mesmo grupo (p<0.05).
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4.7 Avaliacdo de apoptose

Foi investigada ainda, uma possivel interferéncia do MIF na morte celular por
apoptose, tendo em vista o papel anti-apoptotico e pro- proliferativo geralmente atribuido a
ele. Foi possivel observar que a apoptose em animais MIF knockout foi mais acentuada do que
nos animais controle, tanto ao longo do desenvolvimento, (52% de M30 para M60 em
contraste com os 18% encontrados de C30 para C60), quanto na comparag@o entre os grupos

na fase pubere, com um aumento de 19% na morte celular em M60 em relagdo a C60 (Figura

8).
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Figura 8 - Representacdo grafica do contetido de caspase-3 ativa, dada por intensidade de fluorescéncia dividida
pela concentragdo de proteina, na prostata de grupos de camundongos controle e MIF nas idades de 30 ¢ 60 dias.
Os valores estdo expressos como média + desvio padrao. *: diferenca estatistica significativa entre grupos

controle e knockout; #: diferenca estatistica significativa entre idades do mesmo grupo (p<0.05).

4.8 Quantificacao da testosterona

Considerando que a testosterona ¢ um androgeno de grande importincia no
desenvolvimento prostatico € na manuten¢do da funcdo da glandula, analisamos os niveis
plasmaticos desse hormonio. Os dados obtidos demonstraram que os camundongos MIF” na
fase pré-pubere apresentam os niveis de testosterona mais de 5 vezes maior do que o grupo
controle na mesma idade (Figura 9). No entanto, quando analisamos a quantidade de

testosterona ao longo do desenvolvimento, era esperado um aumento superior a 900% de 30
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para 60 dias, algo que ndo foi visto nos individuos MIF knockout que, inclusive, apresentaram

uma tendéncia de redu¢do da concentragdo do hormdnio na fase pubere (Figura 9).
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Figura 9 - Concentracio de testosterona no plasma de camundongos controle e MIF- nas idades de 30 e 60 dias.
Os valores estdo expressos como média = desvio padrdo. *: diferenga estatistica significativa entre grupos

controle e knockout; #: diferenca estatistica significativa entre idades do mesmo grupo (p<0.05).

5 DISCUSSAO

O MIF ¢ expresso constitutivamente na prostata e ha fortes evidéncias de que ele se
relaciona com distarbios proliferativos da glandula (Arcuri et al., 1999; Hussain et al, 2013;
Meyer-Siegler et al., 2005; SONG et al., 2020). A partir disso, varios estudos vém sendo
desenvolvidos visando a utilizacdo do MIF como alvo terapéutico no tratamento dessas
doencas, como o cancer de prostata (Al-Abed; Vanpatten, 2001; Kindt et al., 2016; O’Reilly
et al., 2016). Embora a sua expressdo ja tenha sido encontrada na glandula e a sua relacao
com o cancer seja conhecida, a real importdncia dessa proteina para o desenvolvimento e
funcionamento normal da prostata ndo foi completamente elucidada e nem os possiveis
impactos de sua auséncia. Logo, esse € o primeiro estudo sobre o desenvolvimento prostatico
em camundongos MIF knockout.

O MIF induz a proliferagdo celular por meio da ativacdo da via MAPK/ERK, além de
promover a sobrevivéncia celular através da inibicao da proteina supressora de tumor (p53) e
da ativagdo da via de sinalizagao PI3K/AKT (Mitchell et al., 1999; Hudson ef al., 1999; Lue
et al., 2007). Os resultados obtidos em nosso estudo mostraram que a proliferacdo celular

epitelial em animais MIF”" sofreu uma reducio antecipada, ocorrida ja na fase pré-ptibere (30
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dias), ao contrario do esperado, que seria uma diminui¢do ao longo do desenvolvimento pubere.
Nesse contexto, Jin e colaboradores (2011) demonstraram que o MIF apresenta papel de
destaque na proliferagdo das células epiteliais prostaticas, tanto em células epiteliais prostaticas
normais (RWPE-1) e na linhagem celular de hiperplasia prostatica benigna (BPH-1) quanto em
modelo murino, e isso foi paralelo ao aumento da expressao de MIF-CD74. Além disso, um
estudo da relagdo entre o MIF e a proliferagdo celular epitelial na hiperplasia prostatica benigna
(HPB) (Song et al., 2020) mostrou que a citocina promove a proliferagdo tanto de células
prostaticas normais quanto da linhagem de HPB. Logo, acreditamos que MIF exerce controle
positivo e direto sobre a proliferagao celular epitelial na prostata lateral. Por outro lado, no
estroma a proliferagdo celular foi maior na fase pubere mesmo na auséncia de MIF.
Considerando que o MIF ¢ expresso, majoritariamente, pelas células do epitélio glandular
prostatico (Arcuri et al., 1999), nossa hipotese ¢ que a proliferacao celular estromal na auséncia
do MIF consiga ser compensada por outras vias proliferativas independentes dessa citocina na
fase pubere.

A morte celular programada apresenta um papel importante no desenvolvimento pos-
natal prostatico, pois molda a arquitetura da glandula e garante sua organizacdo correta ao
eliminar as células em excesso. Os nossos dados mostraram que a apoptose ¢ muito mais
elevada no curso de desenvolvimento do grupo knockout. Ainda, quando comparado ao controle
de mesma idade o grupo MIF”~ 60 dias teve maior nivel de morte celular programada. O
trabalho de Lue e colaboradores (2007) buscou elucidar se a atividade anti-apoptdtica do MIF
estava relacionada a uma ativagao da via de sinalizagao PI3K/AKT e os resultados mostraram
que a citocina aumentou a atividade dessa via em diversas culturas celulares, indicando que a
sobrevivéncia celular gerada por MIF estava pelo menos parcialmente relacionada a essa
sinalizagdo. Hussain e colaboradores (2013) avaliaram a utilizagdo de anticorpos anti-MIF
como proposta de tratamento para o cancer de préstata e observaram in vitro que esses
anticorpos inibiram a a¢do do MIF na via AKT e promoveram a ativagdo das caspases 3 e 7,
aumentando a apoptose. Os efeitos também puderam ser vistos em camundongos onde o
tratamento atenuou o crescimento do tumor prostatico xenografico de maneira dose-
dependente. Além disso, um estudo com células tumorais de prostata mostrou que células
incubadas com MIF recombinante antes do tratamento com quimioterapico apresentaram
apoptose significativamente reduzida (Tawandros et al.,2013). Dessa forma, os dados que
obtivemos estdo de acordo com a literatura, indicando que MIF exerce um efeito anti-apoptotico
na prostata e isso ¢ importante para modular o desenvolvimento pds-natal da glandula; sua

auséncia pode impactar na correta formagao dos acinos.
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O colageno ¢ produzido pelos fibroblastos e auxilia na manuten¢do da organizacao e
funcao tecidual, além de atuar como uma espécie de “cola e estrutura” pericelular no reparo de
tecidos (Karsdal et al., 2017). Apesar de ndo apresentar diferencgas significativas entre os
grupos, notamos uma tendéncia de reducdo na quantidade de fibroblastos nos animais MIF
knockout 30 dias e de aumento em 60 dias. Ao avaliar o conteudo de colageno, por outro lado,
observamos que o grupo M30 apresenta diminui¢do significativa na frequéncia relativa de fibras
coldgenas associado a menor area de estroma. Apesar de ndo haver estudos sobre os efeitos de
MIF nesses componentes na prostata, trabalhos envolvendo outros tecidos ja foram descritos.
Nesse sentido, foi demonstrado que a presenga do MIF no meio de cultura aumenta a
proliferacdo de fibroblastos ¢ a produg¢do de coldgeno, enquanto sua auséncia ndo causa o
mesmo efeito (Ningyan et al., 2015). Xu e colaboradores (2016), estudando coragdo de
camundongos MIF knockout jovens e velhos, mostraram que embora esperado um aumento
significativo da fibrose intersticial entre as idades, os animais MIF”* velhos apresentaram
fibrose muito superior, indicando que tanto o MIF quanto a idade sdo fatores a serem
considerados ¢ que a acdo da citocina sobre esse componente € mais impactante no
envelhecimento. Diante disso, acreditamos que a redu¢do de colageno no grupo M30 pode estar
relacionada a inibicdo de MIF na proliferacdo de fibroblastos e estes por sua vez na sintese de
colageno. Ademais, a tendéncia de maior conteudo de fibroblastos no grupo knockout 60 dias
nao se reflete no contetido de coldgeno. Nossa hipotese € que, por algum motivo, os fibroblastos
nessa fase ndo estdo sendo estimulados na producdo de coldgeno de acordo com o esperado.
Dessa forma, € necessario realizar testes complementares, tais como mensuracdo de TGF-3 e
MMP na proéstata para uma avaliagao mais completa.

As células musculares lisas possuem papel de destaque no desenvolvimento e fungdo da
prostata, devido a sua atuagdo na interagdo epitélio-estroma (Cunha et al., 1996) de modo a
estimular a formacdo do padrdo acinar e garantir a contratilidade da glandula. Nossos resultados
indicaram que a auséncia de MIF pode estar relacionada com uma diminui¢do exacerbada da
quantidade de musculo liso na passagem da fase pré-pubere para a pubere. Embora estudos
sobre os efeitos do MIF no musculo liso da préstata em diferentes idades sejam inexistentes,
pesquisas em outros tecidos podem ser usadas de modo comparativo. Nesse sentido, Taylor e
colaboradores (2006) demonstraram que animais MIF knockout apresentam maior quantidade
de musculo liso na bexiga e que o tratamento in vitro dessas células musculares lisas com MIF
recombinante reduziu a viabilidade celular. Uma questao a ser considerada, no entanto, ¢ que
as células musculares lisas da prostata sdo altamente responsivas a presenca de androgenos,

como a testosterona, de forma que esse hormonio ¢ capaz de preservar o fenotipo dessas células
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(Leimgruber et al., 2016) bem como apresenta um papel pré-homeostatico, modulando a
proliferagdo, e a diferenciacdo epitelial através da interagdo epitélio-estroma (Peinetti et al.,
2018). Diante disso, acreditamos que a quantidade reduzida de testosterona observada nos
animais MIF knockout, que seré tratada a seguir, pode estar relacionada com essa tendéncia de
diminui¢ao de musculo liso mais pronunciada nesses individuos.

A testosterona, como citado anteriormente, ¢ um andrégeno de grande importancia na
regulacdo funcional e de crescimento da prostata. Os dados obtidos mostraram que animais
MIF”- apresentam uma concentra¢io de testosterona 5 vezes superior a do grupo controle na
fase pré-pubere. Entretanto, ao longo do desenvolvimento, ¢ esperado um aumento de mais de
900% na quantidade desse andrégeno e, o que encontramos foi uma reducdo de testosterona
entre a fase pré-pubere e pubere de MIF”", embora os dados ndo tenham atingido significancia
estatistica, muito provavelmente pela alta variacdo dos dados. Uma pesquisa demonstrou que
os niveis de plasmaticos de MIF sdo correlacionados positivamente com os de testosterona em
humanos (Aloisi ef al., 2005). De modo semelhante, essa correlagdo também foi observada
em uma avaliacdo da quantidade de MIF circulante na sindrome do ovario policistico, onde os
niveis de testosterona também sdo elevados (Gonzélez et al., 2010). As células de Leydig
testiculares apresentam alta expressdo de MIF e essa citocina tem influéncia na esteroidogénese.
Anahara et al. (2006) demonstraram que camundongos MIF”~ de 80 dias de idade apresentam
reduzidos niveis de testosterona e estradiol intratesticulares, mostrando que essa citocina tem
relevancia na produc¢do dos hormonios sexuais. Comparando nossos dados com esse estudo, ¢
possivel que os efeitos da inexpressdao de MIF na reducdo da esteroidogénese seja um processo
estabelecido entre as idades pubere e adulta. Nossa hipotese € que, na fase pré-pubere, algum
mecanismo alternativo compensa a auséncia do MIF e faz com que os niveis de testosterona
sejam superiores, como por exemplo a D — Dopacroma Tautomerase (D-DT), homdlogo
estrutural do MIF, que compartilha diversas atividades com ele, inclusive o receptor (Merk et
al., 2012). No entanto, o organismo tenta reestabelecer a homeostase apos esse aumento
inesperado, tendendo a redugdo observada em 60 dias. Assim, podemos sugerir que a auséncia
de MIF tem papel relevante nos niveis androgénicos e através desse estimulo isso influencia
os tecidos androgeno-dependentes, como a prostata. Essa hipdtese se corrobora quando
observamos o maior peso da prostata no grupo M30, fase em que a testosterona esta elevada.
O mesmo nao ¢ encontrado no grupo M60, onde os niveis de testosterona nao estdo mais
elevados.

Finalmente, a andlise da frequéncia relativa de epitélio, limen e estroma ¢ o reflexo

morfologico de todos os resultados tratados acima. No epitélio, camundongos MIF™
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apresentaram redu¢ao maior que a esperada ao longo do desenvolvimento, bem como aumento
inferior no limen. Tais observagdes podem ser relacionadas com a proliferacao celular epitelial
antecipadamente reduzida nesse grupo, bem como o aumento significativo da apoptose na
passagem da pré-puberdade para a puberdade. A menor proliferacdo em conjunto com a morte
celular maior levou a uma diminui¢do mais acentuada no epitélio prostatico no curso do

desenvolvimento.
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6 CONCLUSAO

A presente investigagao mostrou que a auséncia de MIF trouxe alteragdes significativas
na prostata lateral de camundongos nas fases pré-pubere e pubere. MIF regula positivamente a
proliferagdo celular na glandula e inibe a apoptose, além de ter influéncia nos niveis de
testosterona, o que impacta no peso da préstata. Desse modo, pudemos concluir que a
sinalizagdo MIF apresenta relevancia para o correto desenvolvimento da prostata e que sua
auséncia apresenta impacto no lobo lateral prostatico, principalmente por meio da redugao de

componentes importantes de estrutura e contratilidade.
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