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RESUMO

A prostata ¢ uma glandula anexa ao sistema genital masculino de mamiferos que apresenta
um importante periodo de desenvolvimento pds-natal. A ativacdo de vias de sinalizagao
referentes a proliferagdo e morte celular sdo essenciais para o desenvolvimento prostatico. Por
sua vez, o fator inibidor da migracdo de macréfagos (MIF) foi identificado hd quase seis
décadas como wuma citocina pro-inflamatéria. Estudos subsequentes gradativamente
elucidaram sua indispensabilidade para o desempenho de inimeras outras fungdes celulares,
tais como o desencadeamento de vias de sinalizacdo, como as vias anteriormente citadas, as
quais promovem a expressdo de fatores anti-apoptdticos, pro-proliferativos e
pro-angiogénicos. O presente estudo investigou a influéncia do MIF na histoarquitetura do
lobo dorsal da prostata de camundongos, analisando o papel da citocina na interagdo
epitélio-estroma da glandula, com foco no estudo de células musculares, fibroblastos e sua
relacdo com a proliferagdo epitelial. Foram estudados camundongos machos C57BL/6
selvagens e MIF knockout (MIF-/-) nas idades de 30 (pré-pubere) e 60 (pubere) dias. A
prostata dorsal foi removida, pesada e parte fixada em metacarn (para processamento
histologico, coloragdes e imuno-histoquimica), outra parte congelada para extracdo de
proteinas e andlise de apoptose. Os resultados mostraram que a auséncia de MIF impacta
significativamente o compartimento epitelial, reduzindo a proliferagdo celular e,
consequentemente, a area do epitélio prostatico. Além disso, o grupo MIF-/- apresentou uma
antecipagdo do desenvolvimento prostatico, com resultados mais acentuados na fase
pré-pubere, periodo em que foi observado o aumento de fibroblastos, a diminuicdo
proliferativa epitelial, o aumento de testosterona, entre outros fatores. No entanto,
constatou-se que o organismo demonstrou uma tentativa de restabelecer a homeostasia da
glandula, possivelmente realizada por meio da ativagdo de vias secundarias de proliferacao,
como as vias mTOR e EGF/EGFR, uma vez que ambos possuem acdo mediada de forma
independente a MIF. Diante da importincia do periodo pos-natal no desenvolvimento
prostatico, concluimos que o MIF tem relevancia no processo de maturagdao da prostata,
permitindo que esta atinja um arranjo tecidual adequado para o desempenho normal das
fungdes fisioldgicas e sexuais no homem. Essas descobertas ressaltam a importancia do MIF
na homeostase prostatica e abrem caminhos para futuras pesquisas sobre sua manipulagao
terapéutica, uma vez que o seu bloqueio vem sendo estudado nos tratamentos do cancer de
prostata.

Palavras-chave: Prostata, Cancer de Prostata, Citocina, MIF.



ABSTRACT

The prostate is a gland attached to the male genital system of mammals that undergoes an
important period of postnatal development. The activation of signaling pathways related to
cell proliferation and death are essential for prostate development. In turn, macrophage
migration inhibitory factor (MIF) was identified almost six decades ago as a
pro-inflammatory cytokine. Subsequent studies gradually elucidated its indispensability for
the performance of numerous other cellular functions, such as the triggering of signaling
pathways, such as the previously mentioned pathways, which promote the expression of
anti-apoptotic, pro-proliferative and pro-angiogenic factors. The present study investigated the
influence of MIF on the histoarchitecture of the dorsal lobe of the prostate of mice, analyzing
the role of the cytokine in the epithelium-stroma interaction of the gland, focusing on the
study of muscle cells, fibroblasts and their relationship with epithelial proliferation. Male
C57BL/6 wild-type and MIF knockout (MIF-/-) mice were studied at the ages of 30
(prepubertal) and 60 (pubertal) days. The dorsal prostate was removed, weighed and partly
fixed in metacarp (for histological processing, staining and immunohistochemistry), the other
part frozen for protein extraction and apoptosis analysis. The results showed that the absence
of MIF significantly impacts the epithelial compartment, reducing cell proliferation and,
consequently, the area of the prostatic epithelium. Furthermore, the MIF-/- group presented an
anticipation of prostate development, with more pronounced results in the prepubertal phase,
a period in which an increase in fibroblasts, a decrease in epithelial proliferation, an increase
in testosterone, among other factors, were observed. However, it was found that the organism
demonstrated an attempt to reestablish the homeostasis of the gland, possibly carried out
through the activation of secondary proliferation pathways, such as the mTOR and
EGF/EGFR pathways, since both have action mediated independently of MIF. Given the
importance of the postnatal period in prostate development, we conclude that MIF is relevant
in the process of prostate maturation, allowing it to reach a tissue arrangement adequate for
the normal performance of physiological and sexual functions in men. These findings
highlight the importance of MIF in prostate homeostasis and open avenues for future research
on its therapeutic manipulation, since its blockade has been studied in prostate cancer

treatments.

Keywords: Prostate, Prostate Cancer, Cytokine, MIF.
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1. INTRODUCAO

1.1. Caracteristicas Gerais da Prostata

A prostata ¢ uma glandula exocrina, anexa ao sistema genital masculino de
mamiferos. Sua localizagdo se da desde a cavidade pélvica, distal ao colo da bexiga, até a
por¢ao inicial da uretra peniana, por onde ¢ crivada pela uretra prostatica (AMIN et al.,
2010). De acordo com Verze et al., (2016), a principal fungdo da glandula estd na producao
e no armazenamento do liquido prostatico, sendo este, correspondente a aproximadamente
30% do plasma seminal em humanos. E, associado ao liquido seminal produzido pelas
vesiculas seminais e aos espermatozoides produzidos nos testiculos, proporcionam
condi¢des para a sobrevivéncia aos espermatozoides no sémen durante seu transporte pelo
sistema genital masculino e feminino, viabilizando a fertilizacdo e a reprodu¢do humana
(BURDEN et al.,20006).

A organizacao da prostata humana em regides teve inicio a partir de Lowsley (1912)
que, ao estudar a anatomia de embrides humanos, propds a sua divisdo em cinco 16bulos:
anterior, posterior, laterais e central. No entanto, atualmente, utiliza-se um novo conceito de
divisdo proposto por McNeal (1978), o qual divide a prostata em trés grandes zonas
anatOmicas principais: zona periférica (ZP), zona central (ZC) e zona de transi¢ao (ZT), que
se diferenciam biologica e histologicamente. Ainda, ha autores que consideram uma quarta
zona, a zona anterior (ZA). A zona anterior ou fibromuscular da prostata nao ¢ incluida na
classificacgdo de McNeal devido a sua composicdo predominantemente de tecido
fibromuscular, com pouca presenca de tecido glandular. Esse tipo de tecido tem menor
relevancia funcional e patologica em comparagdo com as zonas periférica, central e de
transi¢do, que sdo mais associadas a condi¢cdes como cancer de prostata e hiperplasia
prostatica benigna. O cancer prostatico, por exemplo, afeta principalmente a zona
periférica, enquanto a hiperplasia ocorre na zona de transi¢do, tornando a zona anterior
menos relevante para os estudos anatomicos e patologicos da préstata (DE MARZO, et al.,
2007). Diferente dos humanos, os murinos possuem um complexo prostatico composto por
quatro pares de lobos de simetria bilateral, denominados de acordo com a posi¢do em
relacdo a uretra, sendo estes os lobulos anterior (LA), dorsal (LB), lateral (LL) e ventral
(LV) (Figura 1) (RISBRIDGER ; TAYLOR., 2006; LEE et al. 2011).

Dessa forma, acredita-se que os lobos de roedores possuem correspondéncia

histofisiolégica com as zonas prostaticas humanas, e, portanto, seus estudos sdo
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equiparados. A prostata dorsal, no entanto, destaca-se por possuir homologia
histopatologica e resposta androgénica correspondente a zona periférica da prostata
humana. Esta zona é o principal alvo acometido por neoplasias espontaneas ou induzidas
em seres humanos, e o seu estudo ¢ de grande importancia para a compreensao, tanto da
biologia reprodutiva masculina, quanto da fisiologia de patologias envolvidas (IMASATO,

2001; DANIELPOUR et al., 1994).

I
Ducte ejaculatdria

Figura 1: Representacdo esquematica do complexo prostatico de roedores (A) e prostata humana (B).
As zonas prostaticas podem estar dispostas de maneira concéntrica ao redor da uretra prostatica, como
ocorre em humanos, ou na forma de lobos, como observado em roedores. (A) VP: prostata ventral,
LP: prostata lateral, DP: prostata dorsal, AP: prostata anterior, SV: vesicula seminal. Adaptado de
(SUGIMURA, et al., 1986). (B) ZT: zona de transi¢do, ZC: zona central, ZP: zona periférica, ZA:
zona anterior ou fibromuscular, PU: regido glandular periuretral. Adaptado de DE MARZO, et al.,
(2007).

1.2.  Histologia da Prostata

Do ponto de vista histoldgico, a prostata € constituida por tibulos secretores e
acinos. Estes dcinos sdo compostos por um epitélio secretor que reveste o espaco onde a
secre¢do ¢ armazenada, e ficam situados em um tecido conjuntivo denso comumente

chamado de estroma.
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luminal secretory epithelial cells
markers: cytokeratins 8 and 18,
secratory proteins (lobe specific)

neurcendocrine cells (rare)
markers: chromogranin A, seratonin
neurophysin

stromal smooth muscle cells
markers: smooth muscle o-actin,
desmin, myosin, laminin

basal epithelial cells
markers: cytokeratins B, 18,
and 19, p63, GSTpi, bcl2

basal lamina stem cell candidates (rara)
markers: cytokeratins 5, 14, 8, 18,
and 19, GSTpl, p63 (Wang &t al., 2001);

high o2fii1-integrin (Colling ef al., 2001)

Figura 2: Seccdo transversal ductal da prostata indicando os tipos de células que estio presentes nos
ductos prostaticos, incluindo células epiteliais secretoras luminais, células epiteliais basais, células
neuroenddcrinas, células musculares lisas estromais e candidatos a células-tronco. Para cada tipo de
célula ha uma lista de marcadores de diferenciagdo comumente usados para distinguir esses tipos
celulares. Adaptado de MARKER et al., (2003)

O epitélio prostatico ¢ formado por trés tipos celulares, os quais podem ser
identificados como: a) células basais; b) células neuroendocrinas; e ¢) células luminais
(RATO et al., 2015). As células basais sdo cerca de dez vezes mais numerosas no epitélio
prostatico de humanos em comparacdo ao de murinos. E acredita-se, que elas sejam
responsaveis por monitorar o fluido prostitico e promover a comunicagdo entre
componentes epiteliais e estromais, participando assim da manutengdo da homeostase
tecidual. Além disso, evidéncias sugerem que células-tronco, assim como as células
progenitoras da prostata, também compdem a populacdo de células basais, que sao
independentes de andrégenos para a sua sobrevivéncia e sao capazes de gerar diferentes
tipos celulares in vitro e in vivo (SHUM, et al., 2008; WANG et al., 2014; TOIVANEN, et
al., 2016). Por sua vez, as células neuroendécrinas correspondem 1 a 2% das células
epiteliais e possuem papel fundamental na regulagdo hormonal, crescimento, diferenciacdo
e regulacio dos processos secretorios da glandula (ABRAHAMSSON; DI
SANT'AGNESE, 1993; RISBRIDGER; TAYLOR., 2006). Ja as células luminais possuem
elevada atividade secretora, sendo responsaveis pela sintese e secrecdo da maior parte dos
componentes do liquido prostatico, incluindo citratos, leucina aminopeptidases, fosfatases
acidas e enzimas proteoliticas, como os ativadores de plasminogénio e antigeno especifico
da prostata (PSA), os quais sdo essenciais para a movimentacao dos espermatozoides apods a
ejaculacdo, garantindo a liquefagdo do sémen (PRINS; LINDGREN, 2015).

O estroma, por outro lado, ¢ composto por tecido conjuntivo e muscular liso, que
variam em proporcdo e distribuicdo de seus componentes entre as diferentes espécies.

Enquanto na prostata humana a musculatura lisa ¢ abundante e se estende por todo o
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estroma, em murinos, o estroma ¢ predominantemente constituido por tecido conjuntivo
frouxo, ¢ as fibras musculares lisas estdo concentradas em uma fina camada ao redor dos
acinos glandulares. Em ambas as espécies, o estroma também ¢ composto por vasos
sanguineos e linfaticos, nervos, bem como elementos do sistema imunoldgico, como

mastdcitos, macrofagos e linfocitos (HAY WARD et al. 1996).

Durante a ejaculagdo, a expulsdo da secrecdo glandular prostatica ¢ facilitada pela
contragdo da musculatura lisa presente no estroma prostatico (RISBRIDGER; TAYLOR.,
2006). Por sua vez, o tecido conjuntivo, ¢ rico em fibras colagenas e fibroblastos, sendo
estes capazes de sintetizar os componentes da matriz extracelular (MEC). Ao sintetizarem a
MEQC, as células influenciam a morfogénese e a homeostase da prostata, visto que a matriz
¢ sede de moléculas reguladoras das atividades celulares, tanto do estroma quanto do

epitélio.

O processo de sintese, em equilibrio com a degradagdo dos componentes da matriz,
origina a remodelacdo estromal, que ocorre normalmente durante o desenvolvimento da
glandula em situagdes patologicas ou de redugao androgénica (MAUNEY et al., 2010). Nessa
fase atuam as metaloproteinases (MMPs), cuja familia de enzimas ¢ responsavel por degradar
proteoliticamente os elementos da MEC e proporcionar a remodelacio estromal e a liberagao
de sinais que estimulam a angiogénese, a migracao ¢ a proliferagdo/diferenciagdao celular

(TUXHORN et al., 2002).

De acordo com Risbridger e Taylor 2006, portanto, o estroma e o epitélio prostatico
sdo capazes de garantir um ambiente propicio para o desenvolvimento ¢ homeostase da
glandula, por meio de uma ampla interagdo chamada epitélio-estroma. Essa interacdo ¢
pardcrina e reciproca, de forma que a por¢do estromal propicia o desenvolvimento e
proliferacdo epitelial, enquanto o epitélio induz a diferenciacdo do estroma (CUNHA, 2008).
Esse processo ¢ fundamental para o crescimento ¢ maturagdo pos-natal da glandula, além da
manutengdo do seu estado diferenciado e da sua responsividade a hormonios (CHUNG;

ZHAU, 2001).

1.3. Resposta Androgénica



14

A préstata ¢ uma glandula andrégeno-dependente, altamente sensivel a disturbios
hormonais e dispde de um complexo enzimatico autbnomo capaz de regular a producao de
esteroides sexuais, ajustando o seu metabolismo de acordo com as suas necessidades

(CUNHA et al., 2004; LABRIE et al. 2000).

O principal androgeno do sistema genital masculino é a testosterona, produzida
principalmente nas células de Leydig dos testiculos, mediante estimulo do hormdnio
luteinizante (LH), e também nas adrenais (ZANG et al. 2017). Na prostata, a testosterona ¢
convertida em 5- alfa-dihidrotestosterona (DHT) pela enzima 5-alfa-redutase, e, ambos tém
sua a¢do mediada através da ligagdo e ativagdo de proteinas especificas, conhecidas como
receptores de androgenos (AR). No entanto, a DHT forma um complexo mais estavel com o

receptor, sendo o androgeno biologicamente ativo na glandula (GROSSMANN et al., 2001).

Dessa forma, a ativagdo de AR ¢ fundamental na diferenciacdo prostatica, tanto no
desenvolvimento embrionario quanto no seu funcionamento na vida adulta. Isso porque, em
niveis fisioldgicos normais, os androgenos sdo capazes de regular a interacdo epitélio-estroma
no estimulo das células estromais para a produ¢do de fatores de sobrevivéncia, como o fator
de crescimento epidermal (EGF) (VILAMAIOR et al., 2006, BANERIJEE et al. 2001). Além
disso, sua acdo direta nos receptores de androgenos das células epiteliais permite a
diferenciagdo do epitélio luminal e regula a transcricao de proteinas requeridas para a fungao

secretora da prostata (YUAN; BALK, 2009).

Ademais, ao lado dos androgenos, outros hormonios como o estrogénio, insulina e

glicocorticdides possuem impacto na glandula, sendo importantes também para a sua

fisiologia (RIBEIRO et al., 2009).



15

Sarfoniis
Bersteridri
Soriafaiaic '"f‘"
TS fesatpmias deidy

Callaning ﬂ

Figura 3: Inter-relagdes entre o compartimento estromal e epitelial prostatico. Abreviagdes: FGF-b
(fator de crescimento beta), DHT (diidrotestosterona), NO (6xido nitrico), FGF (fator de crescimento
fibroblastico), PSA (antigeno prostatico especifico). Retirado de TABOGA et al., (2006).

1.4. Desenvolvimento da Prostata

No desenvolvimento prostatico, o evento inicial na morfogénese ocorre a partir do seio
urogenital (SUG), uma estrutura de linha média constituida por duas principais camadas, uma
epitelial de origem endodérmica, envolta por uma camada mesenquimal de origem
mesodérmica. O SUG se desenvolve de forma diferente entre as espécies, tal que em
camundongos a apari¢do da estrutura se da aproximadamente 13 dias apos a concepgdo € em
humanos se dd em 7 semanas de gestagdo. Além disso, os SUG sdao morfologicamente
indistinguiveis entre os sexos até cerca de 17 dias pds concep¢do nos camundongos ¢ 10-12
semanas de gestacdo em humanos, momento em que a morfogénese prostatica se inicia e ¢

dependente da exposi¢ao de andrégenos maternos (CHUNG et al., 1983).
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Posterior ao estimulo androgénico ha o crescimento de brotos epiteliais, do epitélio do
seio urogenital (UGE) até o mesénquima do seio urogenital circundante (UGM). Inicialmente,
0os brotos prostaticos sdo corddes solidos de células epiteliais que se desenvolvem e
estabelecem as subdivisdes lobulares da prostata. (Figura 4) (CUNHA et al., 1987; AARON
et al., 2016). J& no inicio do periodo neonatal, os brotos intensificam o seu crescimento e
canalizam. A medida que esses ductos se alongam dentro do UGM, eles comegam a se
bifurcar e a emitir ramos laterais (Figura 4), o que ocorre concomitantemente a

citodiferenciacdo epitelial e mesénquimo-estromal.

Esse processo ocorre nas primeiras 2 a 3 semanas apds o nascimento em ratos €
camundongos. Ele acontece a medida que os corddes epiteliais sélidos se canalizam e o
epitélio se reorganiza em duas populagdes celulares distintas. As células epiteliais basais, as
quais formam uma camada descontinua de células e as células luminais colunares, que se
diferenciam e revestem limen. Por sua vez, o mesénquima/estroma prostatico se diferencia

em uma camada de musculo liso que circunda os ductos prostaticos (CUNHA et al., 2004).

Entre as semanas 3 e 6 pos-natal ndo ha mudanca histologica evidente. No entanto, a
semana 6 ¢ caracterizada pelo inicio de invaginacdes epiteliais e entre a semana 10 e 12 ha o

alargamento do limen e, consequentemente, com o acimulo de secregao.
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¢, Dia 10

Figura 4: Morfogénese glandular pds-natal na prostata dorsolateral. No dia 1, diversos ductos
principais estdo imersos em um mesénquima denso. A ramificac@o distal inicia entre os dias 5 e 10
pos-natais. E importante observar que a prostata dorsolateral ¢ composta por miltiplos ductos
principais, cada um apresentando de trés a seis ductos terminais (d-f). Adaptado de CUNHA et al.,
(1987).

Em relacdo a testosterona, sua concentracdo permanece baixa até a quinta semana pos-
natal, e observa-se um aumento entre a sexta e oitava semana, atingindo seu pico na nona
semana. Este pico ¢ de extrema importancia para o desenvolvimento, visto que ele ¢ o
responsdvel pela diferenciacdo da atividade secretora da glandula, e, ao mesmo tempo,
estimula a proliferacdo e amadurecimento do epitélio acinar (VILAMAIOR et al., 2006).
Logo, levando em consideragdo que grande parte do periodo de desenvolvimento da glandula
ocorre apos o nascimento, ¢ indubitavel que alteracdes no microambiente glandular durante

essa fase podem acarretar prejuizos, tanto na formag¢ao, quanto no funcionamento da prostata.
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Figura 5: Representacdo esquematica do desenvolvimento da prostata durante as primeiras 12
semanas pos- natais. Adaptado de VILAMAIOR et al (2006).

1.5. Fator Inibidor da Migracao de Macréfagos (MIF)

O fator inibidor da migra¢do de macrofagos (MIF) foi identificado hd quase seis
décadas como uma citocina pré-inflamatoria secretada por linfocitos ativados, atuando na
mediagdo de sobrenadantes de linfocitos T e na inibi¢ao da migracao aleatoria de macréfagos.
No entanto, relatos sugerem que a circulagao de MIF pelos tecidos ocorre a partir de estoques
intracelulares pré-formados, o que justifica a sua expressdo em uma variedade de células
imunes ¢ ndo imunes e a sua distribuicdo quase onipresente nos tecidos (CALANDRA &
ROGER., 2003). Na prostata, por exemplo, evidéncias sugerem que o MIF ¢ produzido e
expresso pelas células do epitélio glandular e, o nivel de expressdo varia conforme o estagio
de desenvolvimento do organismo e o estado de doen¢a na glandula (MEYER-SIEGLER ;
HUDSON, 1996; MEYER-SIEGLER et al., 2005). Com isso, pesquisas ao longo dos anos
constataram que o MIF possui um papel muito mais abrangente, atuando como enzima, na
mediacao da tautomerase D-dopacromo, fenilpiruvato ceto- enol isomerase e tiol-proteina em
atividade oxidoredutase, e como citocina, na mediagao da imunidade inata ¢ adquirida, € na

regulacdo da inflamagdo (MERK at al., 2012 ; CHEN et al. 2022)

O MIF exerce sua acao, principalmente, ligando-se aos seus receptores cognatos nas
células-alvo e ativando a sinaliza¢do downstream. O principal receptor identificado ¢ o CD74,

cujo MIF se liga com alta afinidade (LENG et al., 2003). Além do CD74, a sinalizacdo de
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MIF requer co-receptores como CD44, CXCR2, CXCR4 ou CXCR7 (SHI et al. 2006;
BERNHAGEN et al. 2007, TARNOWSKI et al., 2010). Através da fosforilagdo de um
complexo de receptores, o MIF desencadeia a ativagdo da proteina tirosina-quinase
proto-oncogénica SRC, e, posterior estimulo de diversas vias de sinalizagdo, incluindo a
proteina quinase ativada por mitogenos (MAPK), fosfoinositideo-3-quinase (PI3K)/proteina

kinase B (AKT) e a fosfolipase A2 (PLA2)/acido araquidonico (Figura 6).

Em relagdo a proliferagdo celular, o MIF atua através da fosforilacdo sustentada e
ativacao de ERK1/ERK2 (LUE et al., 2007). Nessa via, a citocina pode ativar a quinase 1,
regulada por sinal extracelular ERK1/ERK2 — membros da familia de proteinas quinases
ativadas por mitogeno (MAPKSs), através do receptor CD74. Ainda, a ativacao do receptor
pode dar inicio a cascata da via PI3K-AKT, a qual também contribui para os efeitos
pré-sobrevivéncia e anti- apoptoticos de MIF (MILLICENT et al., 2007). Outrossim, a
citocina pode atuar por vias independentes de receptor, como na ativagdo da via JUN (JAB1),
a qual atua no estimulo do fator de transcri¢do ativador de proteina 1 (AP-1), ou na inibi¢ao

da proteina supressora de tumor (p53) (PENTICUFF et al., 2019) (Figura 6).
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Figura 6: Funcao e sinalizacdo do MIF. O MIF exerce suas funcdes bioldgicas através de receptores
de membrana e interagdes com moléculas intracelulares. Sua ligacao ao receptor CD74 recruta CD44,
ativando a via de sinalizagdo Src/MAPK, enquanto a ativagdo dos receptores CXCR2/4 induz a
sinalizagdo PI3K/Akt e a migragdo celular. A fosforilagdo sustentada de ERK1/2, mediada pela
proteina JABI1, resulta em atividade da fosfolipase A2 citoplasmatica (cPLA2) e na produgdo de
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araquidonato/prostaglandinas. A produgdo de MIF ¢ estimulada por LPS através dos TLRs, regulando
respostas imunes inatas e aumentando a expressdo do TLR-4 em resposta a bactérias Gram-negativas.
O MIF também antagoniza os efeitos dos glicocorticoides, inibindo a resposta inflamatéria. Além
disso, inibe a apoptose induzida por ativagdo, promovendo a sobrevivéncia e a proliferacao celular.
Suas principais fung¢des incluem a estimulagdo de fatores pro-inflamatorios, ativagdo de moléculas de
adesdo, aumento do trafego celular para inflamagao e inibigdo da apoptose. Retirado de Matejuk et al.,
2004.

Dessa forma, constata-se que o MIF é um importante regulador tumorigénico e
inflamatorio, ao passo que ativa mecanismos antiapoptdticos, pro-proliferativos e pro-
inflamatérios. Nesse contexto, tem sido implicado na patogénese de diversas doencgas
inflamatérias agudas e cronicas incluindo sepse (CALANDRA et al., 2003), asma
(YAMAGUCHI et al.,, 2000), doencas autoimunes, como lipus eritematoso sistémico
(BURGUER et al.,, 2002), distarbios metabdlicos, como diabetes tipo 2 e obesidade
(FINUCANE et al., 2014) e cancer (KINDT et al. 2013).

Em relacdo ao céncer, estudos apontam que a expressdo de MIF tem seu aumento
relacionado ao processo de metastase, sendo influenciado pelo crescimento celular
(SIMPSON et al., 2013). Muitos estudos demonstraram uma superexpressao de MIF em
condigdes patologicas, como prostatite cronica ¢ adenocarcinoma prostatico metastatico

(MEYER- SIEGLER; HUDSON, 1996; MEYER-SIEGLER et al., 2005).

Estudos recentes tém destacado o papel critico do fator inibidor de migragdao de
macrofagos na sobrevivéncia e proliferacdio de células tumorais. Lue et al. (2007)
demonstraram que, em células de carcinoma do colo do ttero (linhagem Hel.a) e em varias
linhagens de cancer de mama, o MIF desempenha um papel protetor ao prevenir a apoptose e
promover a sobrevivéncia celular, ativando diretamente a via Akt. Essa ativacdo ¢ crucial para
a manutencao da viabilidade celular em ambientes tumorais adversos. Adicionalmente, a
analise de modelos animais deficientes em CD74 e MIF (-/-) revelou uma significativa
reducdo na formacgao tumoral, angiogénese e agressividade do tumor, sugerindo que a inibi¢ao
do MIF pode ser uma estratégia terap€utica promissora. Essa relacdo entre MIF e
agressividade tumoral ndo se limita apenas ao cancer de mama e colo do utero, uma vez que

estudos tém mostrado que o MIF esta envolvido na progressao de diversos tipos de cancer.

Por exemplo, em cancer de pulmao, a expressao elevada de MIF tem sido associada a
um pior prognéstico, com a modulagdo dessa proteina levando a redugdo da invasividade

celular e da formagdao de metastases (DENG et al., 2019). Em cancer colorretal, o MIF
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também tem sido identificado como um fator que contribui para a angiogénese e a resisténcia
a terapia, reforcando a ideia de que sua inibicao pode potencialmente melhorar os resultados

clinicos (ZHANG et al., 2020).

Essas evidéncias corroboram a importancia do MIF como um mediador central na
oncogénese e sugerem que intervencdes que visem a modulagcdo de sua atividade poderiam
abrir novas oportunidades para o tratamento de diferentes tipos de cancer, tornando-se um

alvo terapéutico relevante em pesquisas futuras.

1.6. Justificativa

Tendo em vista, as etapas de desenvolvimento prostatico e a importdncia da
proliferacdo celular nesse processo, e ainda, a relevancia do MIF no desencadeamento das
vias de sinalizacao referentes a proliferacao e morte celular, faz-se necessario compreender de
fato, se a auséncia de MIF nas etapas pods-natais, periodo da formagdo de estruturas
fundamentais na funcionalidade da glandula, influencia de alguma forma no desenvolvimento
da prostata e, dessa forma, compreender melhor a influéncia do MIF em sua morfogénese.
Todavia, entender a atividade bioldgica do MIF na proéstata dorsal também ¢ importante, uma
vez que esse lobo possui homologia histopatoldgica e resposta androgénica correspondente a
zona periférica da prdstata humana, e, esta zona ¢ o principal alvo acometido por neoplasias
em seres humanos. Além disso, a supressdo de MIF tem sido proposta como terapia contra o
cancer. Diante disso, este estudo visa esclarecer se a auséncia de MIF trard prejuizos ao
funcionamento da prostata e ainda, se a inibicdo do mesmo pode ser feita em qualquer idade

pos-natal sem que haja prejuizos na morfogénese e funcionalidade da glandula.

2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo Geral

Analizar o papel do Fator de Inibicdo da Migragdo de Macréfagos (MIF) no

desenvolvimento do lobo dorsal da préstata de camundongos.
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2.2.  Objetivos Especificos

o Avaliar a histoarquitetura da prostata dorsal
o Estudar o contetido de células proliferativas
o Investigar o papel de MIF na interagdo epitélio-estroma da glandula, através de estudo

de células musculares, fibroblastos e sua relagdo com a proliferacdo epitelial.

3. METODOLOGIA

3.1.  Animais
Para a realizagdo deste projeto foram utilizados camundongos C57BL/6 machos

(n=60) adultos, com 30 e 60 dias de idade, sendo 30 deles knockout para MIF. Os animais,
fornecidos pela Rede de Biotérios de Roedores (REBIR), da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU), foram mantidos a 21°C, com ciclo claro/escuro de 12 horas e com livre
acesso a agua e ragdo. Os grupos experimentais foram designados como C30 e C60 para os
animais controles de 30 e 60 dias de idade, respectivamente, e M30 e M60 para os animais
knockout para MIF de 30 e 60 dias, respectivamente. Todos os procedimentos experimentais
foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de
Uberlandia (CEUA/UFU; protocolo 030/21).

Os animais foram eutanasiados seguindo o Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), por overdose de Quetamina (Zetnil®) e Cloridrato de
Xilazina 2% (Zetnil®) na proporcao de 1:1 (0,2 mL/100g) por via i.p. O peso corporal e da
prostata foram avaliados no momento da eutandsia. O sangue foi coletado por meio de pungao

cardiaca.

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 refrigeragao 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 micrétomo rotativo (Leica) e os
cortes foram corados com hematoxilina e eosina (H&E) para estudos de histoarquitetura geral

e Picrosirius - hematoxilina para caracterizagdo da deposi¢do de coldgeno. Para todos os
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grupos, laminas H&E foram utilizadas para andlise estereologica que avaliou a frequéncia
relativa do epitélio, limen e estroma da prostata. Essa analise usou o método Weibel de
contagem de pontos (WEIBEL, 1974), que consiste na aplicagao de um reticulo contendo 100
pontos sobre a imagem histologica, com auxilio do software IMAGE J (National Institute of
Health, EUA, https://imagej. nih.gov/ij). Cada ponto que tocar o epitélio, limen ou estroma ¢
contado e os dados foram expressos como uma porcentagem da area total (frequéncia
relativa). Esta analise histologica foi realizada na prostata de 5 animais/grupo, 10 imagens por
corte.

A distribuicdo de coldgeno foi quantificada em todos os grupos usando imagens de
prostata de Picrosirius-hematoxilina (n=5; 10 imagens/corte). A quantificacdo foi realizada

com a mesma metodologia de contagem de pontos acima descrita.

3.3. Andlises imunocitoquimicas

Para essa andlise, foram aplicados ensaios imunocitoquimicos nos cortes histoldgicos,
para que, seja possivel a detec¢@o da presenca e distribuicdo de células proliferativas (PCNA),
musculo liso (alfa-actina de musculo liso), fibroblastos (vimentina). Para isso, os cortes foram
imersos em tampao citrato pH 6,0 e aquecidos a 98°C por 15 minutos para a recuperacao
antigénica. Logo apds, o bloqueio da atividade de peroxidase enddgena foi efetuado
tratando-se os cortes com H,0, (3%) em metanol por 20 minutos. A seguir, o bloqueio de
interagdes proteicas inespecificas foi realizado através de albumina sérica bovina (4%) em
PBS e soro normal de cavalo. Depois, os cortes foram incubados nos anticorpos primarios
“overnight” a 4°C, diluidos 1:100 em BSA4%. Entao, apos serem lavados em PBS, os cortes
passaram pela incubacdo com sistema de detec¢do polimero (Biocare) por 1 hora em
temperatura ambiente. A revelacdo foi feita com diaminobenzidina (DAB), com tempo
padronizado para cada anticorpo estudado e a contra- coloracao em hematoxilina de Harris.

As células proliferativas foram quantificadas com base na contagem dos nucleos
marcados com PCNA, usando 10 imagens da prostata adquiridas em objetiva 40X, usando 5
animais por grupo. As células musculares e fibroblastos foram quantificadas pelo mesmo

sistema de contagem de pontos descrito anteriormente.

3.4. Avaliagdo de apoptose
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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, as
prostatas foram homogeneizadas em RIPA buffer, centrifugadas a 14000 rpm e o
sobrenadante com o contetdo protéico das amostras foi coletado. O conteudo de caspase-3 foi
mensurado utilizando o reagente ZDEVD (substrato da caspase-3), segundo recomendagdes
do fabricante e expresso com 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 uma ird conter um pool de 2 prostatas, j4 em 60 dias 1 prostata

representou 1 amostra.

3.5. Quantificacao de testosterona por ELISA

A dosagem de testosterona foi realizada com o kit Testosterone ELISA (Cayman®
582701), seguindo as instrugdes do fabricante. O experimento foi realizado com amostras de
plasma de camundongos, com 30 e 60 dias de idade de ambas as linhagens animal (n=4 por
grupo), as quais foram obtidas através da centrifugacdo do sangue coletado no momento da
eutanasia. Cada amostra foi lida em duplicata e a sensibilidade minima do teste foi de

6pg/mL.

3.6. Analise estatistica

Todos os dados numéricos desta pesquisa foram avaliados estatisticamente por teste
ANOVA a partir da distribui¢do amostral de cada parametro, avaliada pelo teste de
Shapiro-Wilk. Em seguida, testes de multiplas comparacdes entre grupos foram realizados,
utilizando testes Tukey Test e Kruskal-Wallis. Estes foram escolhidos uma vez que os dados
anteriores passaram ou ndo no teste de normalidade, respectivamente. Para tanto, foi utilizado

o programa Bioestat 4.0 (Software Informer., BRA).

4. RESULTADOS
4.1. Dados Biométricos

Os resultados obtidos mostram que, ao comparar as idades, ha um aumento dos

parametros biométricos de 30 para 60 dias, tais como peso corporal e peso da prostata, tanto



25

nos animais controle e MIF-/- (Tabela 1). No entanto, o ganho de peso ¢ 12% menor no curso
do desenvolvimento de MIF do que nos animais selvagens. Quando comparamos as linhagens
com mesma idade, observamos que o grupo M60 tem menor peso corporal, enquanto o grupo

M30 apresentou maior peso bruto e relativo da prostata (Tabela 1).

GRUPO PESO CORPORAL (G) PESO DA PROSTATA (G) PESO RELATIVO
30 16,259 0,023 0,001
M30 17123 0,039 * 0.002 *
a0 25,608 # 0,068 # 0,003 #
M60 23,335 * & 0,060 # 0.003

Tabela 1: Dados biométricos - peso corporal, peso da prostata e peso relativo da prostata de camundongos com
30 e 60 dias de idade; controle (C30, C60) e MIF knockout (M30, M60) # Diferenca estatistica (p<0.05) na
comparagdo entre idades do mesmo grupo; * p<0.05 na comparacdo entre controle e MIF de mesma idade.

4.2. Estereologia

A andlise estereoldgica demonstrou redugdo epitelial em animais MIF” aos 30 dias.
Com relagdo ao compartimento estromal e luminal ndo houveram diferengas significativas
entre as linhagens, somente alteracdo em decorréncia da idade como aumento do limen

(Figura 7).
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Figura 7: Se¢des histologicas da prostata dorsal de camundongos, sendo representados pelos grupos controle e
MIF-/-, nas idades de 30 e 60 dias. Coloragdo por hematoxilina e eosina (A). Frequéncia relativa de epitélio,
limen, estroma muscular e estroma ndo muscular (B). * Diferenga estatistica (p<0,05) ao comparar grupos da
mesma idade. # Diferenga estatistica (p<0,05) ao comparar idades dentro do mesmo grupo. Barra de escala:
50um

4.3. Avaliacdo de células proliferativas
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A quantificacdo de células em proliferacdo celular demonstra que ha uma redugdo
expressiva de 75% na proliferagdo entre as idades de 30 para 60 dias no grupo controle. No
entanto, o grupo M30 ja apresenta uma reducdo significativa de proliferagdo nessa idade,
mantendo estavel aos 60 dias, o que faz com que a sua proliferagdo celular seja maior do que

aquela observada em C60 (Figura 8).
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Figura 8: Secdes histologicas da prostata dorsal de camundongos, sendo representados pelos grupos controle
MIF-/-, nas idades de 30 e 60 dias. Imunohistoquimica para pcna (A). Quantificagdo de células em
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proliferacdo (B). * Diferenca estatistica (p<0,05) ao comparar grupos da mesma idade. # Diferenga
estatistica (p<0,05) ao comparar idades dentro do mesmo grupo. Abreviagées: PEP: Proliferagdo Epitelial
; PES: Proliferacdo Estromal. Barras de escala= 50pum

4.4. Avaliagao estromal

A avaliagdo dos cortes corados com Picrosirius mostrou que hd uma reducao de
fibras colagenas entre as idades tanto em animais controle quanto em knockouts (Figura 9).
No entanto, ndo houve alteracdo na frequéncia de colageno entre grupos estudados com a

mesma idade (Figura 9).

Na imunomarcacao para a-actina foi observada a presenca de células que circundam
os brotos prostaticos, regido onde as células mesenquimais se diferenciam em células
musculares lisas (Figura 10). Quanto a frequéncia relativa de musculo liso, tanto entre

idades quanto entre grupos, ndo houve alteracdo significativa (Figura 10).

A quantificagdo de vimentina demonstrou que os fibroblastos se mantem com a
mesma distribui¢do da idade de 30 para 60 dias no grupo controle. No entanto, houve um
aumento significativo dessas células no grupo MIF” 30 dias que foi 2 vezes maior do que o

encontrado em animais controle (Figura 11).
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Figura 9: Se¢des histoldgicas da prostata dorsal de camundongos, sendo representados pelos grupos controle e
MIF-/-, nas idades de 30 e 60 dias. Colora¢do por Picrosirius (A). Frequéncia relativa de colageno (B). *
Diferenga estatistica (p<0,05) ao comparar grupos da mesma idade. # Diferenga estatistica (p<0,05) ao comparar
idades dentro do mesmo grupo. Barras de escala= 50um
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Figura 10: Secdes histologicas da prostata dorsal de camundongos, sendo representados pelos grupos controle e
MIF-/-, nas idades de 30 e 60 dias. Imunohistoquimica para alfa-actina (A). Quantifica¢cdo de musculo liso (B). *
Diferenga estatistica (p<0,05) ao comparar grupos da mesma idade. # Diferenca estatistica (p<0,05) ao comparar
idades dentro do mesmo grupo. Barras de escala= 50um
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Figura 11: Seg¢des histologicas da prdstata dorsal de camundongos, sendo representados pelos grupos controle e
MIF-/-, nas idades de 30 e 60 dias. Imunohistoquimica para vimentina (A). Quantifica¢do de fibroblastos (B). *
Diferenca estatistica (p<0,05) ao comparar grupos da mesma idade. # Diferenca estatistica (p<0,05) ao comparar
idades dentro do mesmo grupo. Barras de escala= 50um

4.5. Quantificagdo de caspase-3 ativa
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Os resultados revelaram que ha uma tendéncia de aumento de apoptose no decorrer do
desenvolvimento de 30 para 60 dias (Figura 7). No entanto, no grupo MIF -/- em 60 dias a
apoptose ¢ 50% maior do que em 30 dias. Além disso, quando comparado com o grupo

controle, os nives de apoptose sdo significativamente maiores no grupo M60 (Figura 7).
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Figura 12: Niveis de caspase-3 ativa na prostata de camundongos com 30 e 60 dias de idade; controle (C30,
C60) e MIF knockout (M30, M60). * Diferenca estatistica (p<0,05) quando comparados grupos da mesma idade.
# Diferenca estatistica (p<0,05) quando comparadas idades do mesmo grupo.
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4.6. Niveis séricos de Testosterona (T)

A quantificacdo de testosterona demonstrou um aumento significativo em relagdo as
idades no grupo controle. No grupo MIF”~ 30 dias a testosterona ja é mais de 5X maior do o
esperado para essa idade, estabilizando esses niveis até a idade de 60 dias. Portanto, ndo se
observa esse aumento esperado de T da idade pré-pubere para ptibere nos animais knockout

(Figura 8).
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Figura 13: Niveis de testosterona sérica de camundongos com 30 e 60 dias de idade; controle (C30, C60) e MIF
knockout (M30, M60). * Diferenga estatistica (p<0,05) quando comparados grupos da mesma idade. # Diferenca

estatistica (p<0,05) quando comparadas idades do mesmo grupo.

5. DISCUSSAO

O desenvolvimento prostatico em camundongos € um processo critico que ocorre
principalmente nas primeiras semanas de vida e € iniciado pela acdo androgénica pré-natal.
Durante esse periodo, a prostata é sensivel a baixos niveis de andrégenos e o aumento
desses niveis promove o crescimento da glandula (PRINS et al., 2001). Segundo
Franck-Lissbrant e Hayward; Cunha (1998 ; 2000), a testosterona estimula a ramificagdo
ductal, a canalizagdo e a citodiferenciagdo epitelial, ocasionando um salto de crescimento
caracterizado por um aumento no peso imido da glandula, e ainda, um pequeno aumento
no nimero de ductos prostaticos. Esse crescimento ¢ fundamental para garantir a formagao
de uma prostata funcional e prepara-la para suas atividades na vida adulta. Em relagdo as
analises biométricas, observa-se que entre 30 e 60 dias, h4 um aumento significativo no
peso da prostata, refletindo o impacto esperado dos androgenos na proliferagdo celular e na
maturagdo do tecido prostatico normal. Nao existem estudos sobre o desenvolvimento da
prostata em camundongos MIF knockout. No entanto, podemos considerar que o aumento
do peso da prostata em animais MIF”- aos 30 dias, em comparagio com o grupo controle da
mesma idade, pode estar associado aos altos niveis de testosterona encontrados neste grupo.

Embora a auséncia de MIF possa ter efeito negativo na proliferacdo celular, o efeito



anabolizante da T deve ter estimulado mais a 4rea estromal e tal estimulo deve acontecer
antes dos 30 dias, impactando no peso na fase pré-pubere.

Em relacdo a proliferagdo celular, a reducdo entre idades, de 30 para 60 dias, é
esperada, uma vez que picos de proliferacdo no inicio do desenvolvimento sdo cruciais para
a morfogénese da glandula e, a perpetuacdo dessa proliferagdo poderia provocar o
crescimento aberrante da prostata nas fases posteriores (CUNHA et al., 2008). Nessa
investiga¢do, encontramos uma reducdo de proliferacdo epitelial em MIF” aos 30 dias.
Esse resultado vai de encontro com os dados da estereologia que mostram uma reducao na
area epitelial neste grupo. MIF ¢ uma citocina responsavel por ativar vias proliferativas
como MAPK/ERK e PI3K/AKT e a sua expressao se da, com maior frequéncia, nas células
epiteliais glandulares da prostata quando comparado ao estroma (MEYER-SIEGLER.,
1998). Assim sendo, a sua auséncia ¢ capaz de ocasionar um desequilibrio proliferativo no
acino prostatico. Destaca-se que a redugdo da proliferagdo celular em animais MIF”
pré-puberes deve ser interpretada como uma antecipagdo do curso do desenvolvimento,
uma vez que a redugdo das taxas proliferativas ¢ algo que normalmente acontece entre 30 e
60 dias. J4, o aumento em MIF” 60 dias, nio é esperado se comparado ao controle de
mesma idade. Assim, sugerimos que ha uma tentativa do tecido de restaurar a proliferacdo
celular, a qual seria essencial para o desenvolvimento da glandula. Esse aumento pode ter
sido estimulado por vias secundarias de proliferacdo como mTOR e EGF/EGFR, que
também regulam a proliferacdo celular, cada uma atuando de maneira independente da
presenca de MIF. A via mTOR desempenha um papel crucial na regulac¢do da proliferagao
celular, sendo ativadas por diversos sinais, incluindo nutrientes, fatores de crescimento e
estresse celular (SAXTON & SABATINI, 2017). Pesquisas indicam que a ativagdo do
mTORCI (complexo 1 da mTOR) promove a proliferagao celular independentemente da
presenga de MIF, sugerindo que outras moléculas e vias de sinalizacdo podem compensar a
auséncia deste fator (DAZERT & HALL, 2011). Por sua vez, a via EGF/EGFR (Fator de
Crescimento Epidérmico/Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico) também
desempenha um papel crucial na regulacao da proliferagao celular pois sua ativagao ativa
varias cascatas de sinalizagdo, incluindo as vias MAPK/ERK e PI3K/AKT (YARDEN &
SLIWKOWSKI, 2001). Em sintese, a interdependéncia e a atividade dessas vias revelam a
complexidade da regulagdo do crescimento celular, destacando a capacidade de impulsionar
a proliferagdo em auséncia de MIF, além de influenciar a resposta inflamatoéria e a
sobrevivéncia celular.

Além disso, outro fator capaz de propiciar o aumento da proliferacio em MIF™ aos
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60 dias ¢ a tautomerase D-dopacromo (DDT). O DDT ou MIF-2, ¢ um homoélogo funcional
do MIF e demonstra afinidade pelo receptor CD74 de MIF, devido as suas propriedades
estruturais e enzimaticas semelhantes. (MEZA-ROMERO et al., 2016). Estudos
demonstram ainda que células deficientes em DDT apresentaram diminuigdo da
fosforilagdo de ERK, muito parecido com o que foi descoberto anteriormente para o
knockdown de MIF (VALDEZ et al., 2023). Além disso, experimentos em células de cancer
pancreatico, como as linhagens celulares PANC-1 demonstraram que tanto a inibi¢do de
MIF quanto a de DDT diminuiram os niveis fosforilados de ERK e AKT (GUO et al., 2016
; COLEMAN et al., 2008). Coletivamente, esses resultados mostram que DDT e MIF tém
contribuigdes semelhantes no crescimento celular e que, o DDT, pode ter sido um fator
essencial para o aumento proliferativo na idade de 60 dias, na tentativa de restaurar a
reduzida proliferacdo encontrada no grupo de 30 dias, ao induzir a ativacdo de vias
proliferativas em animais knockout para MIF.

Além da proliferagdo celular, esse estudo investigou também o papel de MIF no
estroma prostatico, uma vez que ele apresenta papel relevante no desenvolvimento da
prostata. Enquanto o contetido de células musculares lisas ndo foi diferente entre os grupos,
encontramos uma maior quantidade de fibroblastos nos animais MIF™ aos 30 dias. Dados
estereoldgicos confirmam esses achados. Embora a proliferagdo celular no estroma seja
significativa somente no grupo M60, houve uma tendéncia de aumento também no grupo
MIF-/- 30 dias e isso explicaria a maior quantidade de fibroblastos encontrada neste grupo.
Nao existe na literatura dados sobre o papel de MIF ou sua inibi¢do no estroma da prostata.
No entanto, KIM et al, 2020 observou que no tecido adiposo a auséncia da citocina MIF
pode levar a uma resposta compensatoria, resultando em um aumento na viabilidade de
fibroblastos. Essa resposta pode estar associada mais uma vez ao DDT, uma vez que este
esta associado ao aumento da quimiocinese dos fibroblastos (SZCZESNIAK et al., 2021).
Os fibroblastos sdo células importantes no estroma pois sintetizam a matriz extracelular,
rica em colageno, para dar suporte na sustentacdo dos acinos secretores, além de estimular a
diferenciagdo e proliferacao do epitélio através da producao de fatores de crescimento (DI
CARLO & SORRENTINO, 2024). Embora tenha sido observado uma maior quantidade de
fibroblastos, isso ndo refletiu em aumento na sintese de coldgeno nos grupos MIF”. As
possiveis explicagdes para isso devem-se a uma maior sintese e ativacdo de
metaloproteinases, que poderiam degradar o colageno, desequilibrando a sua
producdo/degradagdo. Além disso, ¢ possivel que no momento da obten¢do dos tecidos

houvesse uma menor ativacdo dos fibroblastos, pois, ainda que as células existam, elas
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precisam ser estimuladas para a produgdo da matriz extracelular. Nesse aspecto, o TGF-f3 ¢
o principal fator que ativa o fibroblasto na sintese de colageno e no inicio do
desenvolvimento, o epitélio da prostata ¢ o principal secretor desse fator que estimula o
estroma numa interacdo pardcrina (GERDES et al., 1998). Como ha uma redu¢do da
proliferacdo no epitélio no grupo M30, os niveis de TGF podem ter sido reduzidos,
diminuindo o estimulo para produgdo de colageno, mesmo na presenca de uma maior
quantidade de fibroblastos estromais. Corroborando com essa ideia, Zhang et al., (2021)
demonstraram que o tratamento de fibroblastos com a citocina MIF, aumenta a expressao de
TGF enquanto a inibicdo de MIF diminui esse fator de crescimento. Dessa forma,
mostramos que MIF tem influéncia na distribuicdo de fibroblastos na fase pubere do
desenvolvimento da prostata.

A andlise da atividade de caspase-3 demonstrou um aumento significativo em
animais knockout para MIF aos 60 dias. Embora ndo existam estudos diretos sobre a
atividade apoptdtica mediada por caspase-3 na prostata, o grupo sugere algumas possiveis
discussdes que podem ser pertinentes ao contexto atual. Nesse sentido, Tapia-Vieyra et al.,
(2001) relataram que a apoptose desempenha um papel fundamental na regulacdo do
crescimento prostatico e na manuten¢do da homeostase celular. Isso se deve ao fato de que
a ativacao da caspase-3 durante o desenvolvimento pode ser um mecanismo crucial para a
eliminagdo de células que ndo estdo mais em necessidade, como na canalizacao dos ductos
prostaticos nos primeiros dias de vida, ou que apresentem anomalias. Essa ativagao tende a
ser maior em camundongos na faixa etaria de 30 dias, refletindo um periodo critico de
desenvolvimento da prostata e pode continuar a aumentar até os 60 dias. No entanto,
estudos mostram que o MIF tem um efeito protetor sobre a sobrevivéncia celular e a
auséncia desse fator resulta em um ambiente em que a apoptose € facilitada. Shimizu et al.,
(2010) indicaram que o MIF atua como um regulador positivo da sobrevivéncia celular, e
sua auséncia pode levar a uma desregulacdo das vias de sinalizagdo que normalmente
inibem a apoptose. Além disso, De et al (2018) observaram que o silenciamento do MIF in
vitro inativou a sinalizagao da via CD74-NF-xB, o que induziu a apoptose. Portanto, ¢
plausivel considerar que o aumento na atividade de caspase-3 observado nos camundongos
MIF” pode ter implicagdes significativas para a dindmica do crescimento prostatico e a
homeostase, indicando uma possivel desregulagdo dos mecanismos apoptoticos que, em

condigdes normais, sao essenciais para o desenvolvimento da prostata.
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6. CONCLUSAO

1) MIF possui maior impacto no compartimento epitelial da prostata dorsal de
camundongos, € a sua auséncia tem papel redutor na proliferagao e a subsequente
reducdo dessa area tecidual. Dessa forma, ¢ possivel concluir que essas alteragdes
podem resultar em prejuizos na capacidade secretora da prostata, bem como nas

sinaliza¢des mediadas pela interagdo epitélio-estroma.

2) Além disso, a auséncia de MIF alterou, em maior propor¢do, a fase inicial do
desenvolvimento prostatico. No entanto, a glandula atuou tentando restabelecer as
alteracdes epiteliais e evitar maiores danos. Sugerimos, portanto, que tal resultado

esteja relacionado a ativagdo das vias secunddarias de proliferacao.

3) O estroma foi menos impactado pela auséncia de MIF na prostata. No entanto, o
aumento de fibroblastos pode ocasionar fibrose tecidual se esses forem ativados para

secrecao de colageno na vida adulta, prejudicando a arquitetura glandular.

4) O uso do modelo knockout para MIF mostrou pela primeira vez que essa citocina tem
relevancia no processo de maturacdo da glandula, viabilizando que esta atinja um
arranjo tecidual que possibilite o desempenho normal das fungdes fisiologicas e

sexuais do homem.
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