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RESUMO

O fator de inibi¢do da migracdo de macréfagos (MIF) ¢ uma proteina multifuncional e
pleiotropica que pode ativar mecanismos antiapoptdticos, pro-proliferativos e pro-
inflamatérios. Embora seja expresso na prostata, sua importincia nesta glandula ndo ¢
totalmente compreendida. Assim, foi avaliada a contribuicao de MIF para o desenvolvimento
da prostata ventral em camundongos puberes e adultos. Camundongos de 30 ou 60 dias das
linhagens C57BL/6 WT (tipo selvagem) e MIF” (knockout) foram usados neste estudo. Foram
realizadas quantificacdo sérica de testosterona, analises histologicas, imuno-histoquimica (alfa-
actina, vimentina, PCNA, AR, WNT5a) e western blotting para ERK1/2. Os niveis séricos de
testosterona foram muito mais altos nos camundongos MIF730, o que demonstra uma
sinalizagdo androgénica maior nesse grupo. Embora o peso corporal em MIF760 e o peso
prostatico em MIF-30 tenham sido maiores do que seus pares do tipo selvagem, o aumento de
peso corporal e prostatico ao longo da puberdade foi muito menor nos animais MIF”". Os
camundongos MIF”-30 apresentaram redugio no epitélio, aumento no limen e diminuig¢io no
conteudo de coldgeno e células musculares lisas na prostata. Quanto a proliferagdo celular,
houve uma reducio significativa nos camundongos MIF”- de ambas as idades. Além disso, os
camundongos puberes MIF”~ apresentaram ativagdo elevada da ERK e aumento no contetido de
AR e WNT5a na prostata. Durante o desenvolvimento prostatico, as mudangas encontradas nos
camundongos do tipo selvagem sdo esperadas, mas no grupo MIF~" isso ja é muito evidente aos
30 dias, demonstrando que a auséncia de MIF antecipa o desenvolvimento puberal. Portanto,
MIF tem um papel importante na estimulacdo da prolifera¢cdo e no controle dos estimulos
androgénicos, o que contribui para a coordenacdo temporal do curso do desenvolvimento da

prostata da puberdade a fase adulta.

Palavras-chave: prostata; MIF; knockout; desenvolvimento; morfologia.



ABSTRACT

The macrophage migration inhibitory factor (MIF) is a multifunctional pleiotropic protein that
can activate anti-apoptotic, pro-proliferative and pro-inflammatory mechanisms. Although it is
expressed in the prostate, its importance in this gland is not fully understood. So, the
contribution of MIF for the development of ventral prostate was evaluated in pubertal and adult
mice. Mice aged 30 or 60 days from C57BL/6 WT (wild type) and MIF”~ (knockout) lineages
were used for this study. Serum testosterone quantification, histological analyses,
immunohistochemistry (alpha-actin, vimentin, PCNA, AR, WNT5a) and western blotting for
ERK1/2 were performed. Testosterone serum levels were much higher in MIF7-30 mice, which
shows a greater androgenic signaling in this group. Although body weight in MIF-60 and
prostate weight in MIF”-30 were greater than their wild-type pairs, body and prostate weight
gain throughout pubertal stage was much lower in MIF”~ animals. MIF”-30 showed a reduction
in epithelium, an increase in lumen and decreased collagen and smooth muscle cells contente
in the prostate. As regards cell proliferation, there was an important reduction in MIF”~ mice of
both ages. Additionaly, pubertal MIF"~ mice presented elevated ERK activation and also
increased score of AR and WNT5a in prostate. During the course of prostate development, the
changes found in wild-type mice are expected but in MIF”~ group it is already very evident at
30 days, demonstrating that the absence of MIF antecipates the pubertal development.
Therefore, MIF has an important role in stimulating proliferation and controling androgenic
stimulli, which contributes to the temporal coordination of the course of prostate development
from puberty to adulthood.

Keywords: prostate; MIF; knockout; development; morphology.
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1 INTRODUCAO

A prostata, uma glandula exdcrina acesséria do sistema reprodutor masculino,
extremamente importante na manutengdo funcional desse sistema e, consequentemente, na
reproducao, secreta um componente fluido e alcalino, que junto aos espermatozoides e secre¢ao
de outras glandulas, compdem o sémen (ITTMANN, 2018; FRANCIS e SWAIN, 2018). O seu
desenvolvimento se inicia durante a embriogénese, a partir do seio urogenital (UGS), mas tem
uma importante fase pods-natal, além da maturagdao ser finalizada durante a puberdade
(SUGIMURA et al., 1986; VILAMAIOR et al., 2006; FRANCIS e SWAIN, 2018; BUSKIN et
al., 2021). Em camundongos, ainda na fase gestacional, ocorre o pré-brotamento aos dias 13 a
15, e o brotamento inicial entre os dias 16 a 18. Ja na fase pos-natal, do nascimento a puberdade,
nos primeiros dois meses de vida ocorrem o alongamento e a ramificagdo dos brotos, a
canalizagdo ductal e a citodiferenciacdo (CUNHA et al., 2018). Tais eventos sao marcados por

uma abundante atividade proliferativa no epitélio prostatico (VILAMAIOR et al., 2006).

Sabe-se que a prostata se desenvolve e se mantém funcional a partir do estimulo de
andrégenos, como a testosterona, secretados pelas células de Leydig nos testiculos
(HAYWARD e CUNHA, 2000; BUSKIN et al., 2021). Os receptores de androgenos (AR) sdo
expressos nas células do seio urogenital, nas células epiteliais e estromais (CUNHA et al.,
2018). Nas células musculares lisas, sua ativagdo ¢ responsavel por mediar a producdo de
fatores de crescimento de atuagdo pardcrina nas cé€lulas epiteliais (CUNHA, 1972 e 2008),
resultando em um processo chamado interacdo epitélio-estroma. Esse processo ¢ essencial para
o desenvolvimento intrauterino e pos-natal e para a manutencdo ativa da prdstata. Além do
estimulo androgénico, outras vias de sinalizagdo sao importantes, como a das MAPK (quinases
ativadas por mitogenos), que pode ativar ERK1/2 (quinase regulada por sinal extracelular),
regulando a proliferagdo, diferenciacdo, dentre outras atividades (RUBINFELD e SEGER,
2005; ROSKOSKI, 2012), sendo uma sinalizagdo importante para a ramificacdo dos ductos
prostaticos (ZHANG et al., 2008). Também se destaca, o0 WNTS5a, que por ter um papel no
desenvolvimento embrionario, na diferenciacao celular e na proliferacao (PENG et al., 2009;
CHENG et al., 2014; YANG et al., 2015), pode modular o brotamento, a ramificacdo e a
formac¢ao de limen na prostata (ALLGEIER et al. 2008; HUANG et al. 2009). Ademais, vias
envolvidas em morte celular também sdo importantes para a canalizagdo dos ductos e a

formac¢do luminal (BRUNI-CARDOSO e CARVALHO, 2007).

O fator de inibicdo da migracdo de macréfagos (MIF) € uma proteina multifuncional

pleiotrépica com um papel fundamental na imunidade inata e adaptativa (CALTABIANO et
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al., 2021; ANAHARA et al., 2006), além de atuar como uma citocina pro-inflamatoria,
antiapoptotica e pro-proliferativa (PENTICUFF et al., 2019). Ele pode se ligar ao receptor
CD74 ou, ainda, a complexos de receptores, incluindo o CD74 ligado aos correceptores
CXCR2, CXCR4 ou CD44, ativando diversas vias de sinalizacao, como a MAPK. Também
pode atuar por vias independentes de receptor, ativando fatores de transcricdo ou inibindo
proteinas, como o supressor de tumor (p53) (PENTICUFF et al., 2019; SUMAIYA et al., 2022).
Foi primeiramente descrito como um fator proteico secretado por linfocitos ativados e nomeado
pela sua capacidade em inibir a migragdo de macréfagos (BLOOM E BENNETT, 1966), no
entanto, atualmente, sabe-se que MIF também pode ser secretado por outros tipos celulares
(MERK et al., 2012). Nesse sentido, Meyer-Siegler et al. (1998 e 2005) evidenciaram que MIF
¢ produzido e expresso pelas células do epitélio glandular prostitico e sua superexpressao
ocorre em condigdes patoldgicas, como prostatite cronica e adenocarcinoma prostatico
metastatico. Ainda, foi demonstrado em experimentos de cultura celular que ao inibir MIF ha
reducdo no crescimento de células mestastaticas DU-145 (MEYER-SIEGLER et al., 1996 e
2006). Entao, de forma conjunta, MIF pode ser um regulador chave no desenvolvimento da

prostata, ja que atua em diversos processos proliferativos e necessarios para tal.

Embora a expressdo de MIF na prostata ja tenha sido constatada, a sua relevancia na
glandula nao ¢ totalmente conhecida e tampouco ha estudos para compreender as consequéncias
da auséncia de sua expressao na morfogénese dos orgidos do sistema reprodutor masculino.
Considerando a importancia da proliferagdo celular no desenvolvimento pds-natal da prostata
e, sabendo que MIF interfere em vias de sinalizacdo de proliferagao e morte celular e, ainda
tem sido associado ao desenvolvimento tumoral, faz-se necessario entender melhor a atividade
bioldgica desta molécula na prostata. Diante disso, este estudo teve como objetivo avaliar a
prostata de camundongos MIF knockout no desenvolvimento pubere até a vida adulta, para

compreender o papel dessa citocina no desenvolvimento da glandula.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Estrutura, funcio e morfologia da prostata

A prostata ¢ uma glandula exdcrina tiibulo-alveolar acessoria do sistema reprodutor
masculino que se localiza inferiormente a bexiga, anteriormente ao reto e envolve a uretra
prostatica, na qual os ductos secretam seus contetdos (GINJA et al., 2019; ITTMANN, 2018).

E responsavel por secretar um componente fluido e alcalino, que junto aos espermatozoides e
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secre¢do de outras glandulas, irdo compor o sémen (ITTMANN, 2018; FRANCIS e SWAIN,
2018). E dividida em dois compartimentos principais: o epitélio, com a principal funcao
glandular (produzir e secretar o fluido prostatico) e o estroma, que garante o microambiente
adequado para o compartimento epitelial. Esses compartimentos interagem entre si e se
influenciam por meio de diferentes vias de sinalizagdo para garantir o desenvolvimento e a

homeostase prostatica adequados (VERZE, CAI e LORENZETTI, 2016).

Essa glandula ¢ um importante alvo de estudos, pois tem contribui¢do direta na oferta
de condicdes adequadas para a fertilidade masculina, j& que o fluido prostatico contém uma
série de fatores importantes para o s€émen, com grande relevancia no sucesso reprodutivo
(VERZE, CAI e LORENZETTI, 2016). Alguns desses componentes sdo ions, como zinco e
citrato e proteinas, como fosfatase acida prostatica (PAcP), f-microseminoproteina e antigeno
prostético especifico (PSA) (VICKMAN ef al., 2020). Além disso, a prostata € sitio para o
desenvolvimento de condi¢cdes benignas e malignas prevalentes como prostatite, hiperplasia
prostatica benigna (HPB) e cancer de prostata (AARON, FRANCO ¢ HAYWARD, 2016;
VERZE, CAl e LORENZETTI, 2016; GINJA et al., 2019).

A prostata ¢ uma estrutura compactada anatomicamente, constituida por diferentes
zonas, as quais a nomenclatura consolidada foi estabelecida por John McNeal (1981): a zona
periférica, a zona de transi¢do e a zona central, as quais estdo circundadas por uma zona de
estroma fibromuscular (ITTMANN, 2018; GINJA et al., 2019) (Figura 1A). A zona periférica,
a por¢ao mais externa e distal, constitui cerca de 70% do tecido da prostata, sendo o local de
origem de grande parte dos canceres de prostata. A zona de transicdo, proéxima a uretra,
corresponde em cerca de 5% do tecido em homens jovens, mas, em homens mais velhos, pode
aumentar consideravelmente devido a HPB, condi¢do que afeta tal zona. Além disso, a zona de
transi¢do também pode ser sitio do surgimento de canceres, embora sejam clinica e
biologicamente distintos daqueles originados na zona periférica. A zona central, em forma de
cone, envolve os ductos ejaculadores e ndo € local de origem de processos patoldgicos, mas

pode ser acometida, de forma secunddria, por cancer ITTMANN, 2018).

Em roedores, a prostata possui quatro lobos bilaterais distintos anatomicamente: lobo
ventral, lobo lateral, lobo dorsal e lobo anterior (Figura 1B), sendo que os lobos laterais podem
ser agrupados ao dorsal, denominando-se lobo dorsolateral (AARON, FRANCO e
HAYWARD, 2016; SUGIMURA et al., 1986). Eles sdo histologicamente distintos e
classificados de acordo com a sua posi¢do em relacdo a uretra prostatica (Figura 2). O lobo

ventral é uma estrutura localizada ventralmente e acima da uretra. O lobo dorsal esta localizado
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dorsalmente a uretra, sendo interligado de cada lado pelos lobos laterais. O lobo anterior,
conhecido como glandula coaguladora, vinculado a curva menor das vesiculas seminais, sdo
alongados e tubulares (ITTMANN, 2018). Considerando que o lobo ventral ¢ o mais responsivo
a androgenos (HO et el., 1985; HU et al., 2021), e de ter muita semelhanca a prdostata humana,
tanto em termos embriondrios quanto histologicos (AARON, FRANCO e HAYWARD, 2016),
ele ¢ o mais empregado nos estudos investigativos moleculares e morfogénicos da prostata,

como ¢ o caso deste trabalho.

A B

Ductos deferentes
Vesicula

seminal
Zona

central

periférica

Préstata
anterior

Esfincter
prostatico

Prdstata ventral

Prdstata lateral )
Préstata dorsal

Humano adulto Camundongo adulto
(corte sagital) (visdo lateral)

Figura 1: Ilustracdo esquematica da prostata de humanos e camundongos e estruturas adjacentes. (A) prostata
humana mostrando a localizagdo das trés zonas prostaticas. (B) prostata de camundongo mostrando os diferentes
lobos e sua relacdo as estruturas adjacentes. (Fonte: adaptada de ITTMANN, 2018).
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Figura 2: Lobos prostaticos em relag@o a uretra. A imagem € um corte histoldgico transversal da prostata de um
camundongo C57BL-6/WT de 30 dias corado com Hematoxilina e Eosina (H&E). Os lobos prostaticos podem ser
classificados de acordo com a posigdo em relagdo a uretra. UP: uretra prostatica; PV: prdstata ventral; PL: prostata
lateral; PD: prostata dorsal; PA: prostata anterior; VS: vesicula seminal. (Fonte: da autora, 2025).

Cada lobo é composto por glandulas individuais, chamadas alvéolos ou acinos e por
ductos ramificados, os quais desembocam na uretra. Um tecido conjuntivo fibromuscular,
denominado estroma, contendo fibroblastos, células musculares lisas, vasos sanguineos,
nervos, ganglios, macrofagos e mastocitos, separam os acinos, sendo eles circundados por

musculo liso ITTMANN, 2018; GINJA et al., 2019).

Tanto em humanos quanto em roedores adultos, o epitélio dos ductos prostaticos ¢é
constituido por células secretoras colunares luminais, células basais e raras células
neuroendocrinas (MONTANO e BUSHMAN, 2017) (Figura 3). As células luminais sdo
colunares, com citoplasma eosinofilico e nucleo circular basal e sao especializadas na secre¢ao
de diversos produtos, como o PSA, contribuintes para a formacao do fluido seminal. As células
basais sdo adjacentes a membrana basal, possuem nucleo oval e citoplasma fracamente corado,
podendo ser visualizadas por H&E (hematoxilina e eosina), porém, sdo mais bem identificadas
por marcagdes de imuno-histoquimicas. As células neuroenddcrinas, encontradas raramente,

ndo podem ser identificadas por H&E, mas podem ser usados marcadores especificos por
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imuno-histoquimica, para tal (ITTMANN, 2018). As células luminais sdo AR positivas e
expressam citoqueratinas 8 ¢ 18; as células basais expressam citoqueratina 5 ¢ 14 e o fator de
transcrigdo p63, as células neuroenddcrinas sao marcadas pela cromogranina A e sinaptofisina

(FRANCIS e SWAIN, 2022).
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Figura 3: Células que compdem o epitélio prostatico glandular: células secretoras luminais, células basais e células
neuroendécrinas. (Fonte: adaptada de VERZE, CAI e LORENZETTI, 2016).

Os lobos possuem histologia e estrutura glandular distintas (SUGIMURA et al., 1986;
HAYWARD et al, 1996). A prostata ventral, o maior lobo, possui acinos de tamanhos variados,
com poucas invaginacdes epiteliais, revestidos por células cubicas, com citoplasma basofilico,
nucleos basais, secre¢do serosa palida ou floculenta e estroma fino. A prostata lateral tem acinos
maiores, revestidos por células cubicas, com citoplasma basofilico, com nucleos basais, com
poucas invaginagdes, estroma fibromuscular fino, secrecdo serosa eosinofilica, podendo ter
aspecto floculento também. A prodstata dorsal possui 4cinos relativamente pequenos, revestidos
por células colunares com nucleos centrais, citoplasma eosinofilico, invaginagdes, estroma mais
espesso, secre¢do homogénea e ligeiramente eosinofilica. Por fim, a prdstata anterior, também
conhecida como glandula coaguladora, € revestida por epitélio de células cubicas a colunares,

com nucleo central, citoplasma granuloso e eosinofilico e padrao papilar (LEE ef al., 2011).

Portanto, ¢ importante destacar que, mesmo que a prostata humana e a murina
apresentem diferengas estruturais, anatomicas e histologicas consideraveis, elas desempenham
um papel funcional semelhante na reproducdao (RISBRIDGER et al., 2005; ITTMANN, 2018).
E por isso que a prostata de roedores é um modelo valido e consolidado para estudos clinicos e
de doengas que afetam a prostata humana, como o cancer, porque, apesar das diferengas
anatomicas, a carcinogénese prostatica em ratos € humanos € controlada por mecanismos

moleculares similares (GINJA et al., 2019).
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2.2 Desenvolvimento da prostata

A proéstata se desenvolve a partir do UGS, estrutura formada pelo epitélio do seio
urogenital (UGE) - derivado do endoderma, o qual ¢ circundado pelo mesénquima do seio
urogenital (UGM) — derivado do mesoderma (BUSKIN et al., 2021). O UGS se diferencia ao
longo do desenvolvimento, por meio de estimulo de androgenos, até iniciar o processo de
especificagdo prostitico (HAYWARD e CUNHA, 2000; BUSKIN et al., 2021). Nesse
contexto, a prostata de roedores € um 6rgao que tem o seu desenvolvimento iniciado durante a
embriogénese, mas tem uma importante fase de crescimento e maturagdo que acontece no
periodo pos-natal (SUGIMURA et al., 1986; SINGH, ZHU E HANDELSMAN, 1999). Em
camundongos, a maior parte do crescimento e desenvolvimento da glandula se completa aos 60

dias de idade (AARON, FRANCO e HAYWARD, 2016; KAJIWARA et al., 2020).

Entdo, o crescimento e o desenvolvimento da prostata se iniciam no periodo gestacional,
a partir do UGS, com a formagdo de brotos. Sob estimulos androgénicos, os brotos se
proliferam, formando corddes de células epiteliais que crescem e adentram o UGM,
determinando a estrutura e a posi¢ao dos lobos que prevalecem na glandula adulta. Ja no periodo
pos-natal, os brotos comegam a se alongar, depois se ramificam, canalizam e, em seguida,
sofrem o processo de citodiferenciagdo (PRINS e PUTZ, 2008). As células epiteliais se
diferenciam em células luminais secretoras e células basais, enquanto o mesénquima se
diferencia em varios tipos de células, incluindo fibroblastos e células musculares lisas
(BUSKIN et al., 2021; FRANCIS e SWAIN, 2022). Ainda, encontram-se no epitélio da prostata
as células neuroenddcrinas, cuja origem ainda ¢ debatida, mas a literatura tem demonstrado
como sendo neurogénica, distinta das células basais e luminais, derivadas do seio urogenital
(AUMULLER et al., 1999). Com o estimulo androgénico, as células epiteliais se diferenciam
e passam a expressar AR e sintetizam produtos de secrecdes lobo- e espécies-especificos

(AARON, FRANCO e HAYWARD, 2016).

Cunbha et al., 2018 descreveram, nas trés espécies - humanos, ratos e camundongos - o
desenvolvimento da prostata em cinco principais estagios, os quais estdo representados na
figura de Buskin ef al., 2021 (Figura 4), sendo eles: pré-brotamento do UGS; brotamento do
epitélio prostatico a partir do UGE; alongamento e ramificacdo dos brotos; canalizacdo dos
cordoes epiteliais; diferenciacdo das células epiteliais basais e luminais e citodiferenciagao
secretora (CUNHA et al., 2018). O pré-brotamento ¢ o periodo em que os testiculos comecam
a secretar andrégenos, os ARs comecam a ser expressos no UGM e na camada apical do UGE,

seguido pelo brotamento inicial que ¢ marcado por corddes solidos do UGE, invadindo o UGM.
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Os brotos vao se formando, se juntando e levam ao estabelecimento das subdivisdes lobulares.
Depois, os brotos comecam a se alongar distalmente, a se ramificar e, ao mesmo tempo, a
canalizagdo ocorre, dando origem aos lumens, na dire¢do proximal para distal, em relagdo a
uretra (SINGH, ZHU E HANDELSMAN, 1999; VILAMAIOR et al., 2006). Ocorre também a
citodiferenciagdo das células epiteliais e mesenquimais, processo que envolve a interagdo entre
UGM e UGE, além das células epiteliais neuroenddcrinas que comecam a se formar e alguns

estudos hipotetizam que elas surgem a partir de células basais multipotentes (BUSKIN et al.,
2021).
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Figura 4: Desenvolvimento da prostata. 1: estagio de pré-brotamento; 2: brotamento inicial; 3: alongamento dos
brotos; 4: morfogénese da ramificagdo; 5: ramificagdo e canalizagdo ductal. E: dias de embrido; P: dias pds-natal
(Fonte: adaptada de Buskin ef al., 2021).

De uma forma mais especifica, em humanos, os estdgios de organogénese da prostata,
ocorrem durante o periodo gestacional, iniciando-se por volta da 8 a 10* semana, e se
completam até o nascimento. Ao nascer, a prostata do individuo ndo sofre crescimento e se
mantém até a puberdade, periodo em que completa a sua maturacdo e atinge uma maior
complexidade, tornando-se uma glandula com ductos (OLIVEIRA et al., 2016; CUNHA et al.,
2018; BUSKIN et al.,2021). J& em camundongos, parte deles se iniciam pré-natalmente, sendo
que o pré-brotamento ocorre por volta do 13° ao 15° dia embrionario e o brotamento do 16° ao

18° dia. Mas, o alongamento, a ramificagdo ¢ a canalizagao ductal ocorrem pos-natalmente, do
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nascimento até a puberdade. A canalizagdo dos ductos ocorre simultaneamente ao alongamento
dos brotos do 2 ao 15° dia pds-natal, sendo que a ramificagao e o crescimento continuam até a
8 semana (SINGH, ZHU E HANDELSMAN, 1999; BRUNI-CARDOSO ¢ CARVALHO
2007). Além disso, os estagios de citodiferenciacdo epitelial e mesenquimal, os quais ocorrem
concomitantemente, completando a maturacdo por volta de 60 dias pds-natal. Logo, estes
processos dao origem as estruturas epiteliais secretoras maduras e envolvem numerosos genes
e vias de sinalizagao celulares que os direcionam, como a via de sinalizagdo do AR ITTMANN,

2018; CUNHA et al., 2018; BUSKIN et al., 2021).

2.3 Sinalizacido androgénica e interacao epitélio-estroma na proéstata

A proéstata ¢ altamente dependente de androgenos tanto para seu desenvolvimento
quanto para manter a sua integridade estrutural e funcional (AARON, FRANCO e
HAYWARD, 2016; VICKMAN et al., 2020). Inclusive, na prostata adulta, a sinalizagdo
androgénica ¢ responsavel por manter a diferenciacdo epitelial e a secrecdo da glandula
(FIANDALO et al, 2018). Durante o desenvolvimento, os efeitos morfogénicos da prostata sao
mediados por essa sinalizagdo via AR, os quais sdo expressos, desde as células do seio
urogenital, nas células epiteliais e estromais (CUNHA et al., 2018). A diferenciacdo sexual
masculina, bem como o desenvolvimento e maturacdo da prostata, sdo determinados pelos
androgenos (AARON, FRANCO e HAYWARD, 2016), os quais sdo secretados pelas células
de Leydig do testiculo do embrido, sinalizando ao UGS para iniciar a especificagdo da prostata

(BUSKIN et al., 2021).

O principal androgeno, a testosterona, € sintetizado principalmente pelas células de
Leydig nos testiculos, sob a regulacdo do hormonio luteinizante (LH). Depois de produzida, a
testosterona circula ligada a globulina de ligagdao a hormonios sexuais (SHBG) ou a albumina,
mas apenas a forma livre entra nas c€lulas prostaticas (TAN ef al., 2015). Dentro da célula, a
testosterona ¢ convertida em dihidrotestosterona (DHT) pela enzima 5-a-redutase, isso porque
a DHT se liga ao receptor com mais afinidade do que a testosterona, principalmente devido a
uma taxa de dissociacao mais lenta (WILSON, GRIFFIN e RUSSELL, 1993; FIANDALO et
al, 2018), resultando em uma afinidade de duas a cinco vezes maior, o que eleva a sinalizagao
do AR em dez vezes, quando comparada a testosterona (VICKMAN et al., 2020). A DHT entao
se liga ao AR, que se transloca para o nucleo, modulando a transcricdo génica por meio da

interagdo com elementos responsivos aos androgenos. Isso leva a expressao de genes como
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PSA e proteinas de vias de sinalizagdo para a proliferacdo, crescimento e sobrevivéncia celular

(TAN et al., 2015; DAVEY e GROSSMANN, 2016) (Figura 5).
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Figura 5: Sinalizacdo de androgenos ¢ AR nas células prostaticas. Apos a sintese testicular, a testosterona ¢
transportada para tecidos-alvo, como a prostata, e convertida em diidrotestosterona (DHT) pela 5-o-redutase. O
DHT se liga ao dominio de ligagdo do ligante e promove a dissociagdo das proteinas de choque térmico (HSPs)
do AR. O AR entio se transloca para o nticleo, dimeriza e se liga aos elementos de resposta aos andrégenos (ARE)
na regido promotora de genes-alvo, como o PSA e TMPRSS2. (Fonte: adaptada de TAN et al., 2015).

No desenvolvimento fetal, antes e durante a formagao dos brotos prostaticos, ARs sdo
inicialmente detectados no UGM, mas nao, ainda, no epitélio dos brotos em desenvolvimento,
sugerindo-se que ARs estromais desempenham um papel fundamental nas fases iniciais do
desenvolvimento prostatico (CUNHA, COOKE e KURITA, 2004). Sdo os sinais indutivos
dependentes de andrégenos provenientes do mesénquima do UGS que direcionam o processo
geral de desenvolvimento (SINGH et al., 2014). Sabe-se que durante o brotamento e a
ramificacdo prostaticos, ja se tem uma sinalizacdo androgénica importante, na qual os
androgenos secretados pelos testiculos do embrido, interagem com AR expresso no UGM e na
camada apical do UGE. E assim, ao decorrer dos estagios do desenvolvimento, essa sinaliza¢ao
se mantém, sendo que o brotamento inicial se relaciona a um periodo de altos niveis de
androgenos, enquanto o alongamento, ramificagdo e canalizagdo ocorrem durante um periodo
de baixos niveis androgénicos (BUSKIN et al., 2021). A expressdo de AR no epitélio surge

mais tarde, apos o mesénquima, como pode ser observado na figura 6, mas ja pode ser detectada
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em camundongos por volta do 18° dia embrionario, quando os brotos epiteliais comecam a se
formar. Durante o desenvolvimento, a sinalizagdo do AR epitelial se intensifica a medida que

os brotos crescem e se ramificam (VICKMAN et al., 2020) (Figura 6).
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Figura 6: A expressdo do receptor androgénico (AR) nos tipos celulares prostaticos durante o desenvolvimento.
O desenvolvimento prostatico € iniciado com o desenvolvimento de um seio urogenital (UGS), seguido pela
extensdo dos brotos prostaticos, formando uma glandula prostatica imatura. A glandula prostatica adulta contém
compartimentos estromais e epiteliais totalmente diferenciados, que formam um 6rgéo maduro e funcional. O AR
¢ inicialmente expresso apenas em uma propor¢ao do mesénquima do seio urogenital (UGM). As células epiteliais
ganham a expressdo do AR durante todo o desenvolvimento. Embora apenas um subconjunto de células estromais
(por exemplo, fibroblastos e células musculares lisas) mantenham a expressdo do AR na prostata adulta,
praticamente todas as células epiteliais luminais expressam o AR. (Fonte: adaptada de VICKMAN et al., 2020).

Ja ¢ consolidado que o desenvolvimento prostatico € resultante de interacdes celulares
reciprocas, nas quais o UGM induz a diferenciacdo epitelial prostatica, e o epitélio prostatico
induz a organizacao e a diferenciacdo da musculatura lisa no UGM (CUNHA, 2008; SINGH et
al.,2014; VICKMAN et al., 2020). A ativagdo do AR ¢ responsavel por mediar a producao de
fatores de crescimento de atuacdo pardcrina, nas células epiteliais (CUNHA, 1972 e 2008). O
UGM induz o epitélio prostatico a formar brotos e corddes solidos que crescem, ramificam-se
e canalizam-se, resultando em um epitélio caracterizado pela diferenciacao em células luminais
colunares intercaladas por células basais na membrana basal. Simultaneamente a diferenciacao
epitelial, as células mesenquimais dispersas se diferenciam, formando musculo liso adjacente

ao epitélio. De fato, as células epiteliais t€m um importante papel nesse processo, visto que
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elas, e ndo as mesenquimais, ¢ que determinam o padrao das camadas de musculo liso (SINGH

et al.,2014; SANCHES et al, 2021).

Por conseguinte, a sinalizagdo androgénica e a interagdo epitélio-estroma sao essenciais
no desenvolvimento da prostata, sendo que o AR estromal ¢ crucial para a proliferacao e
diferenciagdo das células epiteliais durante o desenvolvimento normal, enquanto a expressao
de AR epitelial ¢ indispensavel para a diferenciacdo do mesénquima e para as funcdes
diferenciadas da glandula (VICKMAN et al., 2020). Além disso, a transi¢do do crescimento
prostatico para uma fase estdvel, na prostata adulta, ¢ regulada por um equilibrio entre a
proliferacdo celular e a morte celular, sendo controlada pela sinalizagdo androgénica, tanto no

estroma quanto no epitélio (FIANDALO et al, 2018; VICKMAN et al., 2020).

2.4 Vias de sinalizacao proliferativas e o desenvolvimento da proéstata

Além do estimulo androgénico, outras vias de sinalizacdo sdo importantes para o
desenvolvimento prostatico, como a das MAPKSs, que, podem ativar ERK1/2, tendo um papel
na proliferagdo celular, diferenciacdo, migragdo, senescéncia e apoptose (RUBINFELD e
SEGER, 2005; ROSKOSKI, 2012; SUN et al., 2015). A ERK1/2 ¢ uma proteina importante
para a ramificacao dos ductos prostaticos (ZHANG et al., 2008; HU et al., 2021). Foi visto que
androgenos sao capazes de estimular a expressao e secre¢do de FGF10 (fator de crescimento de
fibroblastos 10), o qual ativa a cascata de sinalizacdo RAS/MEK/ERK, aumentando a atividade
de MLCK (quinase de cadeia leve da miosina) que leva a fosforilacdo de MLC (cadeia leve da
miosina), a qual tem papel central na proliferagdo celular, divisdo e migra¢do (HU et al., 2021)
(Figura 7). Ainda, quando a cascata MEK/ERK est4d ativada, ela pode atuar na fase de
brotamento da prostata (HU et al., 2021).

O Wnt (Wingless-Int-1), uma grande familia de 19 glicoproteinas ja identificadas, ¢ um
outro grupo morforregulatorio importante para o desenvolvimento da prostata. Essas moléculas
podem se ligar aos receptores de superficie celular Fzd (Frizzled) nos tecidos-alvo, iniciando
cascatas de sinalizagdo celulares (HUANG et al., 2009; HU et al., 2021). Ha dois mecanismos
principais pelos quais diferentes proteinas de Wnt podem atuar: a via canonica, que envolve a
proteina -catenina, € a via ndo candnica, independente da -catenina (ALLGEIER et al., 2008).
Os Wnts candnicos sinalizam através da (-catenina nuclear/Tcf-Lef, enquanto os Wnts nao

candnicos sinalizam por cascatas alternativas, como Ca**/PKC, RhoA/JINK ou RhoB/Rab4 ou
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ainda por reguladores extracelulares que antagonizam as agdes dos Wnt canonicos (HUANG et

al., 2009).

Dentre essas proteinas, o Wnt5a ¢ a expressa em maior quantidade no UGS de
camundongos machos durante o brotamento (ZHANG et al., 2006) ¢ ela esta vinculada a via
ndo canonica (ALLGEIER et al., 2008). Durante o desenvolvimento da préstata, o Wnt5a pode
modular o brotamento, interferindo no posicionamento e no tamanho dos brotos; na
ramificagdo, inibindo o crescimento ductal e os pontos de ramificagdo, além de influenciar na
proliferagdo epitelial; na polaridade celular e na formagao do limen (ALLGEIER et al. 2008;
HUANG et al. 2009) - eventos que acontecem (parte deles), pos natalmente, até os 40 dias, em
camundongos (BUSKIN ef al., 2021). Mais do que isso, o Wnt5a interage com outros genes
morforregulatérios em uma rede complexa de sinalizagdo, controlando a morfogénese de
ramificacdo e a maturagdo glandular (HUANG et al., 2009). Uma via de sinalizagdo com
destaque ¢ a da proteina Rho, que dependente de Wnt como ligante, sendo um mecanismo

crucial na regulacdo da morfogénese de ramificacdo da prostata (HU et al., 2021) (Figura 7).

ERK Rho«——Wnt/Fz

| '
MLCK Rho quinase

| —|

MLC= >*MLC-P

Fosfatase MLC (MYPT) |

Contragao, motilidade,
divisao, citocinese,

proliferacao, apoptose

Figura 7: Vias da regulagdo da morfogénese de ramificagdo da prostata. A MLC-P desempenha um papel central
na proliferacdo celular, divisdo e migrag¢ao, e a MLCK ¢ uma quinase dedicada a fosforilacdo de MLC. A ativagao
de Ras pelo FGF10 aumenta a atividade da MLCK por meio da ERK ativada pela MEK, que fosforila a MLCK.
A Rho, em contraste, aumenta a MLC-P fosforilando e inativando a subunidade de direcionamento da MYPT, que
desfosforila a MLC-P. (Fonte: adaptada de HU et al., 2021).

2.5 MIF: funcio, mecanismo de acio e associacio a vias proliferativas
MIF ¢ uma proteina multifuncional pleiotropica que atua como uma citocina pro-

inflamatoria e tem um papel fundamental na imunidade inata e adaptativa (CALTABIANO et
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al., 2021; ANAHARA et al., 2006). Primeiramente foi descrito como um produto secretado
apenas por cé¢lulas T, mas ja se sabe que ele pode ser secretado por outros tipos celulares,
incluindo células do sistema imune, as epiteliais, as endoteliais, as parenquimatosas ¢ as
cancerosas, tendo, assim, um papel central na resposta imunolégica (MERK et al., 2012). Ele
pode ativar macréfagos, aumentando a aderéncia, fagocitose e atividade antitumoral dessa
célula, induzindo a producdo de 6xido nitrico. MIF também tem um papel inflamatorio
sist€émico e local, visto que pode ser liberado por mondcitos/macrofagos em resposta a
glicocorticoides, os quais tem seus efeitos imunossupressores regulados, induzindo a produgao
de outras citocinas inflamatdrias (NISHIHIRA, 2000). Além do papel na inflamacdo e na
imunidade, MIF ¢ essencial na proliferagdo celular e na diferenciacdo (NISHIHIRA, 2000),
tanto € que tem sido mostrado superexpresso em diversos tipos de malignidades, sendo que sua
expressao se correlaciona com a progressdo da doenca (JANKAUSKAS et al., 2019). Ja foi
descrito que ele estimula a migragdo e a proliferacao de células musculares lisas (KASAMA et

al.,2010) e reduz a apoptose ¢ o estresse oxidativo neuronal (BAE et al., 2020).

MIF ¢ secretado por diferentes tipos celulares e interage com diversos receptores, o que
explica a sua ampla e varidvel funcao bioldgica (FARR, GHOSH e MOONAH, 2020). De fato,
ele pode atuar por diversos mecanismos de acdo e exercer suas fungdes biologicas de forma
autocrina e paracrina, por meio dos receptores CD74, CXCR2, CXCR4 e CXCR7 (Figura 8)
(SUBBANNAYYA et al.,2016; JANKAUSKAS et al.,2019; NOE e MITCHELL, 2020). MIF
se liga ao CD74, com alta afinidade, que recruta os receptores CD44 ou CXCR, podendo formar
varios complexos, como CD74/CD44 (Figura 8B), CD74/CXCR2 ou CD74/CXCR4 (Figura
8C) e CD74/CXCR4/CXCR7 (Figura 8D e 8E) (JANKAUSKAS et al.,2019; PENTICUFF et
al.,2019; (NOE e MITCHELL, 2020; SUMAIYA et al., 2022). Ainda nao ¢ bem estabelecido
se 0 CD44 pode se associar a esses complexos (JANKAUSKAS et al., 2019). O CD74 ¢ uma
proteina de transmembrana tipo II, que contém uma cauda citosolica N-terminal, uma regiao
transmembrana curta e uma longa regido extracelular C-terminal. Ele ¢ expresso nas APCs
(células apresentadoras de antigenos), como células dendriticas e macrdéfagos, podendo se ligar
a MHCII (complexo principal de histocompatibilidade classe II) (FARR, GHOSH e
MOONAH, 2020). Ao se ligar em seus receptores nas células-alvo, MIF exerce sua acao
ativando cascatas de sinalizacdo que regulam a transcri¢do génica, tendo a expressdo de

moléculas efetoras. (LENG et al. 2003).

A sinalizacao de MIF via CD74/CD44 envolve a fosforilagao de residuos de serina nas

caudas citoplasmaticas do CD74 e do CD44, seguida pelo recrutamento de uma tirosina quinase
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ndo receptora, a SRC (tirosina-quinase proto-oncogénica) (SUBBANNAYYA et al.,2016), que
ativa diversas vias de sinalizagdao, como a da MAPK, a da quinase fosfatidilinositol 3 (PI3K)
ou a proteina quinase ativada por AMP (AMPK) (JANKAUSKAS et al., 2019; NOE e
MITCHELL, 2020) (Figura 8B). Ainda, MIF pode atuar por vias independentes de receptor,
por exemplo, quando atravessa a membrana celular e se liga a proteina 1 de ligagdo ao dominio
de ativacao JUN (JAB1) (Figura 8A), que ativa o fator de transcri¢ao ativador de proteina 1
(AP-1), ou inibe p53 (PENTICUFF et al., 2019). Essas vias desempenham papéis cruciais em
processos celulares, como inflamacao, proliferacao celular, sobrevivéncia celular e regulagao
do metabolismo energético. Por exemplo, quando MIF ativa a via MAPK/ERK1/2, ele induz
proliferagdo celular e inibe apoptose (FARR, GHOSH e MOONAH, 2020). Sendo assim, pelo
fato de MIF ser expresso em diversos 6rgaos como no cérebro, olhos, ouvidos, pulmdes, mama,
sistema endocrino, figado, ovdrios, trato gastrointestinal, rins, pele, ossos, articulagdes
testiculos e prostata, ele pode desencadear a ativagdo dessas varias cascatas nesses alvos

(CALANDRA e ROGER 2003).
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Figura 8: Mecanismos da sinalizagdo de MIF. (A) MIF extracelular, de forma paracrina/autdcrina, ou MIF
produzido endogenamente no citosol, interage com Jab1/CSNS5 no citosol, resultando na degradagdo diferencial
de substratos da ligase cullina-ring (CRL) pelo proteassoma e/ou fosforilagdo de c-Jun/ativagdo de AP-1. MIF
extracelular interage independentemente com CD74 em um heterocomplexo com CD44, CXCR2, CXCR4 e/ou
CXCR?7 para iniciar as vias efetoras downstream de MAPK e/ou PI3K. (B) A sinalizagdo do MIF pode ser
desencadeada pela interacdo com CD74 na superficie celular, que requer a interagdo com CD44, o que ativa PKA
como primeiro passo, que fosforila SRC e inicia as vias ERK1/2 e PI3K-AKT ou também fosforila AMPK. (C)
MIF também € capaz de se ligar ao CXCR2 ou CXCR4, mas uma interagao fisica entre CD74 e CXCR2 ou CXCR4
¢ necessaria para a transdugdo de sinal do MIF. Uma via classica de proteina G acoplada ¢ entdo desencadeada,
resultando na estimulag@o das cascatas de sinalizagdo ERK1/2, PI3K-AKT e PLC-beta. (D) Oligomerizagdo de
CXCR4 com CXCR7, sendo que o CXCR4 se liga ao CD74 e o CXCR?7 recruta beta-arrestina-2, que inibe a
sinalizagdo de proteinas G ocupando seu local de ligagdo no CXCR4. Além disso, a beta-arrestina-2 atua como
uma plataforma ativadora para SRC, ERK1/2 e PI3K. (E) MIF induz PI3K-AKT, ligando-se ao complexo
CXCR4/CXCRT7. (Fonte: adaptada de NOE e MITCHELL, 2020 — (A) e JANKAUSKAS et al., 2019 - (B, C, D
e E)).
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2.6 MIF e sua expressdo na prostata

A expressdo de MIF na prostata foi comprovada por imuno-histoquimica e ELISA
(ensaio de imunoabsor¢ao enzimatica), mostrando que essa citocina estd presente em diferentes
amostras prostaticas, incluindo linhagens celulares normais e de adenocarcinoma. Foi
evidenciado que MIF ¢ produzido e expresso pelas células do epitélio glandular prostatico, bem
como o seu receptor CD74, e que essa expressao varia conforme o estagio de desenvolvimento
e o estado de doenca (MEYER-SIEGLER e HUDSON, 1996; MEYER-SIEGLER,
ICZKOWSKI e VERA, 2005).

Ja tem sido comprovado que MIF tem um papel biologico na prostata, como ja
evidenciado que ha sua superexpressao em condigdes patologicas, como prostatite cronica e
adenocarcinoma prostatico metastatico (MEYER-SIEGLER ¢ HUDSON, 1996; MEYER-
SIEGLER, ICZKOWSKI ¢ VERA, 2005), podendo este fator ser um bom marcador de
prognostico tumoral (MEYER-SIEGLER e HUDSON, 1996; MEYER-SIEGLER et al., 2007).
Ainda, amostras de pacientes com cancer de prostata apresentam maiores niveis séricos de MIF
do que pacientes normais. Linhagens celulares LNCaP e PC-3 (de cancer de prostata) secretam
MIF em maior quantidade comparado a linhagens normais (MEYER-SIEGLER, ICZKOWSKI
e VERA, 2005) e este fator secretado pode regular a fun¢do dos macrofagos e a producao de
citocinas (MEYER-SIEGLER e HUDSON, 1996). Ele contribui para o crescimento e
desenvolvimento tumoral, visto que induz aumento da neoangiogénese e do ciclo celular e inibe
a fungdo pro-apoptotica e também a expressdo de p53, estando associado com a incidéncia e
recidiva do cancer de prostata, uma vez que pode iniciar e fosforilar MAPK/ERK1/2 e escapar

da morte celular (MEYER-SIEGLER et al., 2007).

Por todas essas questdes, MIF pode ser um marcador de risco no cancer prostatico e
terapias que o tenham como alvo podem ser importantes estratégias terapéuticas (MEYER-
SIEGLER et al., 2007). Nesse sentido, varios estudos, resumidos no trabalho de PENTICUFF
et al. (2019), tém utilizado estratégias experimentais, como delecdo, inibicdo ou modifica¢ao
estrutural de MIF, a fim de avaliar seus possiveis efeitos terapéuticos, considerando as
consequéncias dessa proteina nas condi¢des citadas (PENTICUFF et al., 2019). Embora seja
consolidado que MIF esté relacionado a condi¢des patoldgicas na prostata e que ele € capaz de
ativar ou inibir vias de sinalizacdo envolvidas em eventos proliferativos e apoptoticos, ainda
ndo ha evidéncias do papel deste fator no desenvolvimento e na manuten¢do da estrutura

prostaticos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Avaliar o papel do MIF no desenvolvimento pubere da prostata de camundongos com uso de

modelo knockout nas idades de 30 e 60 dias.

3.2 Objetivos Especificos

» Avaliar o peso corporal e prostatico de camundongos MIF;
» Estudar a morfologia geral da prostata ventral de camundongos MIF™";

* Avaliar o papel de MIF na proliferacao celular nas fases pubere a adulta do desenvolvimento

da prostata;

* Investigar o compartimento estromal (células musculares lisas, fibras colagenas, fibroblastos)

na auséncia de MIF;

+ Quantificar os niveis de testosterona séricos em camundongos MIF”" em comparagdo ao

selvagem;
* Entender o papel de MIF na sinalizacdo androgénica da prostata;

* Compreender a influéncia de MIF na expressao de proteinas de vias de sinalizagdo para o

desenvolvimento e proliferacdo celular na prostata (AR, WNT5a e ERK1/2).

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

20 camundongos machos C57BL/6 WT (tipo selvagem) e 20 camundongos machos
MIF”- (MIF knockout) foram mantidos sob temperatura controlada (25 + 2°C) em ciclos diarios
de 12 horas claro/escuro, com livre acesso a agua e ragdo solida granulada (Purinad), na Rede
de Biotérios de Roedores (REBIR) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) até atingirem
as idades de 30 e 60 dias. Assim, 4 grupos foram formados nesse estudo: 2 grupos WT-
camundongos selvagens com 30 e 60 dias de idade (WT30; WT60) e 2 grupos knockouts- MIF
" com 30 e 60 dias de idade (MIF"-30; MIF"-60). Seguindo o Conselho Nacional de Controle
de Experimenta¢do Animal (CONCEA), os animais foram anestesiados com cetamina 50% e
xilazina 2% na propor¢ao de 1:1 (0,2 mL/100g) por via i.p. (FUNDACAO OSWALDO CRUZ,

2008), pesados e, em seguida, eutanasiados pela coleta de sangue por puncdo cardiaca
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ventricular. A prostata foi retirada e pesada. Este projeto foi aprovado pela Comissio de Etica

no Uso de Animais (CEUA) da UFU (protocolo 30/21).

4.2 Analise histologica e estereologica

A prostata de 16 animais (n = 4 por grupo) foi fixada por imersdo em solugdo de
Metacarn (60% metanol, 30% cloroférmio e 10% acido acético) por 3 horas sob refrigeragdo a
4°C. Apos a fixagdo, o tecido foi desidratado em etanol, clarificado e incluido em parafina para
seccao (4pm) em micrétomo rotativo (Leica). O sangue retirado dos animais (n=4/grupo), apos
a eutanasia, foi centrifugado a 3200 rpm por 15 minutos a 4°C e, em seguida, o plasma foi

separado e congelado.

Cortes histologicos da prostata foram desparafinizados com xilol, hidratados em
concentragdes decrescentes de alcool e em agua e, em seguida, corados com H&E e Picrosirius
- hematoxilina para quantificagdo de colageno. As laminas foram digitalizadas usando o
Scanner de laminas com software Aperio ImageScope 12.4.6 (Leica Biosystems®) e capturados
com ampliagdo de 40X. 10 imagens foram analisadas por corte histoldgico, sendo trés
animais/grupo. Foi utilizado o método Weibel de contagem de pontos (WEIBEL, 1974), que
consiste na aplicagcdo 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 tocava o epitélio, limen, estroma e coldgeno, foi contado e os dados foram

expressos como uma porcentagem da area total (frequéncia relativa).

4.3 Imuno-histoquimica

Nos cortes histologicos da prostata de todos os grupos (n = 4 por grupo) foi realizada a
recuperacdo antigénica em tampao citrato de sdédio pH 6,0 a 90°C por 20 minutos. Em seguida,
os cortes foram tratados com perdxido de hidrogénio 3% em solug¢do de metanol para bloquear
a peroxidase enddgena. 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 durante a noite, a 4°C, com anticorpos
primdrios: a-actina, vimentina, PCNA (antigeno nuclear de proliferacao celular), WNT5a e AR,
diluidos em BSA 3% (os anticorpos e suas dilui¢des estdo representados na tabela 1). Os
complexos antigeno-anticorpo foram detectados pelos reagentes prontos para uso da Vector®
(amplificador de cabra anti-camundongo e impress HRP (peroxidase enddgena) de cavalo anti-
cabra - MP-7405) e da Biocare® (rabbit HRP-polymer - RMR622) seguido de reacdo/coloragao
DAB (antigeno de adesao derivado de células) da Biocare® e contracoloragdao de hematoxilina

(por 8 segundos).
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A frequéncia relativa de células musculares lisas e de fibroblastos 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 proliferagao foi
calculado com o nimero de nucleos positivos para PCNA dividido pelo total de nucleos
celulares e expresso como uma porcentagem (frequéncia relativa de células positivas para
PCNA). A quantificacdo de WNT5a foi realizada utilizando o método de H-score,
quantificando a intensidade (0 = nula; 1 = fraca; 2 = moderada; 3 = forte) e a porcentagem de
células positivas e o AR foi quantificado pelo método de score, avaliando apenas a porcentagem
de células positivas no citoplasma e no nucleo. A porcentagem de células positivas foi
classificada em scores, sendo 0 = células positivas menor que 5%; 1 =5 a 25%; 2 =26 a 50%;

3=51a75%; e 4 =mais que 76% (RAMOS et al. 2015).

4.4 Western blotting

A prostata de 24 animais foi congelada em nitrogénio liquido logo apds a coleta do
material e, depois, a - 80°C. O tecido foi processado para a extracdo de proteinas, sendo que,
para os grupos de 30 dias, cada amostra (n = 4 por grupo) continha um pool de duas prostatas
e para os grupos de 60 dias, cada amostra (n =4 por grupo) era composta por uma prostata. Foi
realizada a homogeneizag¢do dos tecidos em tampao para ensaio de radioimunoprecipitacao
(RIPA buffer - R0278, Sigma Aldrich®) com inibidores de proteases - coquetel de inibidores
de proteases - Sigma Aldrich - P8340®, acrescido de fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF) e
inibidor de fosfatases — ortavanadato de sodio (Na;VO4). O homogeneizado foi centrifugado a
18800g a 4°C por 20 minutos e o sobrenadante foi congelado e depois utilizado para a
quantificagdo de proteinas totais em cada amostra, pelo método de Bradford (BRADFORD,
1976).

Apo6s a dosagem de proteinas totais do homogeneizado de tecido, aliquotas contendo
20pg de proteina, preparadas com tampao de amostra, foram separadas por SDS-PAGE em gel
de poliacrilamida TRIS-glicina 10% e eletrotransferidas sobre membranas de nitrocelulose. Os
sitios de ligacdo de proteinas inespecificas foram bloqueados com BSA 5% diluida em TBST
a 0,2% por 1 hora em temperatura ambiente. As membranas foram incubadas durante a noite a
4°C com os anticorpos primdrios para pERK1/2, ERK1/2, diluidos em BSA 3% (os anticorpos
estao especificados na tabela 1). No dia seguinte foram incubadas com anticorpos secundarios
anti-coelho-HRP 1:1000, diluidos em BSA 3% com TBST, por 1 hora em temperatura
ambiente. Os componentes imunorreativos foram revelados pelo kit de deteccdo ECL (GE

HealthCare®) e a quimioluminescéncia foi detectada em um fotodocumentador Amersham
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Imager 600 (GE Healthcare Life Sciences®). As bandas de proteina foram quantificadas pelo

software Image J. Os valores de densitometria de ERK 1/2 fosforilada foram normalizados em

relacdo ao total de ERK 1/2.

Tabela 1: Anticorpos primarios utilizados nos ensaios de imuno-histoquimica e western

blotting.
Anticorpo (an tic(ggl;i:?g A3%) Marca Cadigo
; Camundongo anti-a-actina 1:100 Bi?)?:;iri)tfgy Sc-32251
% Camundongo anti-vimentina 1:100 Bisoe,::éincorll(l)zgy Sc-6260
-;5 Camundongo anti-PCNA 1:100 Bif)??éiri)lil(fgy Sc-56
| Coelho anti-AR 1:10 Sigma Aldrich Sab 1306176
—E' Camundongo anti-Wnt5a 1:30 Bii?:éili)rll(fgy Sc-365370
é é" Coclho anti-pERK (p-p44/42) 1:300 Cell Signaling 4370
§ '§ Coelho anti-ERK (p44/42) 1:800 Cell Signaling 9102

4.5 Quantificacdo de testosterona
Utilizando-se amostras de plasma de quatro camundongos de cada grupo WT e MIF”

de 30 e 60 dias, foi realizada a quantifica¢do de testosterona com o kit ELISA de testosterona
(Cayman® 582701), seguindo as instru¢des do fabricante. A sensibilidade minima do teste foi

de 6pg/mL. Com o auxilio de um espectrofotdmetro de microplaca, foi verificada a quantidade

de testosterona pelo comprimento de onda de 412nm.

4.6 Analise estatistica
As andlises estatisticas foram realizadas pelo software BioEstat® versdo 5.3. Os dados

foram testados para distribuicdo normal usando o teste de Shapiro-Wilk. Os resultados foram
avaliados com ANOVA one-way seguido de pds-testes de Tukey (para os dados paramétricos)

ou Kruskal-Wallis (para os ndo paramétricos). Valores com diferenga estatistica significativa

foram aqueles com p<0.05.
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5 RESULTADOS

5.1 A auséncia de MIF provoca menor peso corporal e maior peso da prostata associado
a maiores niveis de testosterona

Ao longo do desenvolvimento, de 30 para 60 dias, observamos que ha um ganho de peso
corporal e peso da prostata em ambos os grupos, mas em MIF”"acontece de forma desacelerada.
Aos 60 dias, animais MIF"~ apresentam menor peso corporal e, aos 30 dias, apresentam maior
peso de prostata e, consequentemente, peso relativo da prostata. Da fase pubere para a fase
adulto, hd um aumento natural nos niveis séricos de testosterona nos animais selvagens. No
entanto, no grupo MIF™" a testosterona ja se encontra precocemente elevada na idade de 30 dias,

sendo bem maior que em WT30 (Tabela 2).

Tabela 2: Dados biométricos de peso corporal, peso da préstata e dosagem sérica de

testosterona de camundongos selvagem (WT) e MIF--nas idades de 30 e 60 dias. Média + desvio

padrao.
Grupos WT30 MIF--30 WT60 MIF--60
Peso corporal (g) 16,259 + 1,28 17,123 +4,44 25,608 £1,260# 23,335+ 1,850 *#
Peso da prostata (g)
0,023+£0,006  0,039+0,015%  0,068+0,0154  0,060+0,016#
Peso relativo da
prostata (%) 0,140 +0,0004 0,220+ 0,0004 %  0,260+0,0007 0,250+ 0,0007 #
Niveis de

testosterona (pg/ml) 145,5+30,34  782,2+516,27* 1517,4+1823,6 # 388,74 £ 98,105

*Diferenca estatistica (p<0.05) quando comparados grupos de mesma idade. # Diferenga estatistica (p<0.05)
quando comparadas idades do mesmo grupo.

5.2 A histoarquitetura da prostata é influenciada por MIF

Os resultados estereologicos dos animais selvagens mostram que ocorrem alteragdes
nos compartimentos epitelial e estromal, ao passo que, ocorre um aumento de limen entre as
idades de 30 e 60 dias. Comparando-se os grupos, MIF’- de 30 dias apresenta menor area
epitelial e de estroma muscular e maior amplitude luminal, em cerca de 100% (Figura 9 A-E).
Ou seja, na auséncia de MIF, ha a antecipacdo de alteracdes que seriam encontradas na fase

adulto.

5.3 MIF tem papel no desenvolvimento estromal, modulando a organiza¢ao de células
musculares lisas e deposicao de colageno
Aos 30 dias, animais MIF”~ apresentam redugio na distribuicio de colageno, resultado

que foi encontrado somente na idade de 60 dias nos animais selvagens (Figura 9 F-J). Para
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saber se essa alteracdo estava relacionada a alguma alteragdo no nimero de fibroblastos,
analisamos a distribuicao dessas células no estroma, mas nenhuma altera¢ao foi observada no

grupo MIF”~ em relagdo ao WT (Figura 10 A-E).

Ainda, avaliamos se MIF teria alguma influéncia na forma¢ao do estroma muscular da
prostata. No curso do desenvolvimento prostatico dos animais WT, observa-se uma reducao de
musculo liso e nos animais MIF”-30 ha uma menor quantidade dessas células em comparagdo

ao WT de mesma idade (Figure 10 F-J).

5.4 A proliferacao celular na prostata é reduzida com o knockout de MIF

A proliferacao celular ¢ intensa no desenvolvimento pubere da prostata, reduzindo 72%
no grupo WT e 92% no grupo MIF™" até a fase adulta (Figura 11 E). Nos animais MIF"" a
proliferacdo celular é menor do que nos selvagens, tanto na idade de 30 quanto de 60 dias

(Figura 11 A-E).

Para saber se essa influéncia na proliferagdo celular estava relacionada a via ERK,
analisamos a sua ativagdo por western blotting. Os resultados mostram que os niveis de
fosforilagdo de ERK 1/2 é maior no grupo MIF”" de 30 dias em relagdio ao selvagem (Figura
11 F e G). Portanto, ¢ provavel que outras sinalizagdes devem ser responsaveis por tal reducao

na proliferacao.

Analisando outra proteina que estimula a proliferacao na prostata, o AR, notamos que
na fase pubere a localizagdo citoplasmatica ¢ maior do que a nuclear (localiza¢do ativa do
receptor), invertendo essa relacdo na idade adulta, onde o estimulo androgénico ¢ mais elevado.
Os resultados mostraram que o Score de AR nuclear na prostata € significativamente maior em
MIF’-30 (Figura 12 A-E), demonstrando que nio ¢ o AR o responsavel pela reducio da

proliferagdo celular na prostata.

Por fim, decidimos avaliar o conteido de WNT5a, que também tem influéncia na
proliferagdo celular, e demonstramos que ha expressao na prostata na fase pubere, sendo que o
Score aumenta até a idade adulta nos animais selvagens. O Score de marcacao de WNT5a ¢
significativamente maior nos animais MIF”~ de 30 dias em comparagio ao selvagem (Figura

12 F-J).
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Figura 9: Cortes histologicos da prostata ventral de camundongos selvagens (WT) e MIF- nas idades de 30 e 60
dias coradas com hematoxilina e eosina (A-D) e picrossirius-hematoxilina (F-I). Epitélio (E), [imen (L), estroma
(S) e fibras colagenas (setas amarelas). O desenvolvimento da fase plibere para a fase adulta ¢ evidenciado pela
expansdo dos acinos secretorios devido ao maior aumento do lumen e pela redugdo do estroma muscular. Os
animais MIF”- com 30 dias de idade apresentam redug?o da area epitelial € aumento do limen em comparagio aos
camundongos WT. Fibras colagenas também estdo reduzidas no grupo MIF”-30. E e J: Representagdo grafica da
frequéncia relativa (médiatdesvio padrdo) do epitélio, limen, estroma muscular e estroma ndo muscular e
colageno. * Diferenga estatistica (p<<0,05) ao comparar grupos da mesma idade. # Diferenga estatistica (p<0,05)
ao comparar idades do mesmo grupo. Barra de escala: 60 pm.
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Figura 10: Avaliacdo dos fibroblastos e células musculares lisas na prostata ventral de camundongos selvagens
(WT) e MIF nas idades de 30 e 60 dias. A-D: Imunohistoquimica para vimentina mostra fibroblastos no estroma
da prostata (cabegas de seta amarela). F-I: Imunohistoquimica para a-actina mostra uma diminuigdo nas células
musculares lisas (setas pretas) durante o desenvolvimento da prostata em camundongos WT e no grupo MIF-30.
A frequéncia relativa (médiatdesvio padrdo) de fibroblastos e células musculares lisas é representada em E e J,
respectivamente. * Diferenga estatistica (p<<0,05) ao comparar grupos da mesma idade. # Diferenca estatistica
(p<0,05) ao comparar idades do mesmo grupo. Barra de escala: 60 pum.
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Figura 11: Analise das células em proliferacdo e western blotting de ERK na prostata ventral de camundongos
selvagens (WT) e MIF” nas idades de 30 e 60 dias. A-D: Imunohistoquimica para PCNA mostra células em
proliferagdo (cabegas de seta amarelas) cuja quantidade normalmente diminui durante o desenvolvimento da
prostata, mas apresenta uma redugdo precoce no grupo MIF--30. E: Representagdo grafica (média+desvio padrio)
da frequéncia relativa de PCNA na prostata. F: Western blotting para ERK 1/2 fosforilada e total. G: Representagao
grafica dos niveis relativos (médiatdesvio padrio) de pERK mostra um aumento na ativagdo de ERK durante o
desenvolvimento da prostata em camundongos WT e no grupo MIF”- com 30 dias. * Diferenca estatistica (p<0,05)
ao comparar grupos da mesma idade. # Diferenga estatistica (p<0,05) ao comparar idades do mesmo grupo. Barra

de escala: 60 um.



41

WT60 MIF/-30 WT30

MIF"- 60

Il w30 [l MIF-30 [ WT60  MIF60

o 4.50 " 4 2 4 12 -
8 4.00 # # 2T

£ 9
e 350 2=
> 2 a
= 2@ g #
A 3.00 w3
o8 23

“Q

2 » 2.50 20 6
g < T3
3 T=J 2.00 o 8 4
—_— - =
8 L 150 o =
- < 1.00 o8
6 0.50 I 0
Q
LI WT30 MIF“30  WT60  MIF"60

AR nuclear AR citoplasmatico

Figura 12: Analise do conteido de AR e Wnt5a por imunohistoquimica na prostata ventral de camundongos
selvagens (WT) e MIF™" nas idades de 30 e 60 dias. A-D: Imunohistoquimica para AR mostra intensa marcagio
citoplasmatica e baixa marcagdo nuclear (setas pretas) no grupo WT30. Essa relagdo é invertida aos 60 dias de
idade. O grupo MIF”-30 exibiu um grande aumento na localizagdo nuclear de AR. F-I: Imunohistoquimica para
Wnt5a mostra sua localizagio citoplasmatica no epitélio acinar da prostata, apresentando um aumento no grupo
WT60 e ainda mais pronunciado no grupo MIF”-30. E e J: Representacdo grafica (médiatdesvio padrio) do Score
de AR e H-Score de Wnt5a. * Diferenga estatistica (p<<0,05) ao comparar grupos da mesma idade. # Diferenca
estatistica (p<0,05) ao comparar idades do mesmo grupo. Barra de escala: 50 um (A-D) e 20 um (F-I).
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6 DISCUSSAO

MIF ¢ uma citocina multifuncional e pleiotropica com influéncia em varios mecanismos
morfologicos, fisiologicos, patoloégicos e moleculares em diferentes orgdos e tecidos
(CALTABIANO et al., 2021). Desde sua descoberta em 1966 (BLOOM e BENNETT, 1966)
tem sido o tema de inumeros estudos, e sua expressao foi demonstrada em células de diferentes
tecidos além daquelas do sistema imunologico (JANKAUSKAS et al., 2019). Meyer-Siegler e
colegas (1998), foram os primeiros a demonstrar que o epitélio glandular da prostata expressa
MIF. Desde entdo, estudos t€ém se concentrado em desvendar o papel do MIF em condi¢des
patoldgicas, como o cancer de prostata, com o bloqueio do MIF sendo considerado uma
alternativa terapéutica devido a sua superexpressao no adenocarcinoma (PENTICUFF et al.,
2019; MEYER-SIEGLER ¢ HUDSON, 1996; MEYER-SIEGLER et al., 2005). No entanto,
nenhuma investigacdo avaliou o papel dessa citocina na prostata em condi¢cdes ndo patologicas
ou no desenvolvimento glandular. Este ¢ o primeiro estudo a descrever alteragdes na prostata
da fase pubere até a adulta, utilizando o modelo de MIF knockout, e a elucidar se essa citocina
interfere na organizagdo morfoldgica e atividades moleculares que permeiam o

desenvolvimento da prostata.

Ao longo do desenvolvimento puberal, em ambos os grupos, ha ganho de peso corporal,
no entanto, esse ganho ¢ menor no animal MIF”". O mesmo resultado foi encontrado em um
estudo de Serre-Beinier et al. (2010) onde o ganho de peso corporal foi menor em camundongos
MIF”" até os 2 meses de idade. Ainda, vimos que na idade adulta o animal MIF”" apresenta
menor peso corporal em relagdo ao animal selvagem. Na literatura é discutido que animais MIF"
podem apresentar hiperglicemia, hiperinsulinemia e resisténcia a insulina, caracteristicas que
interferem no metabolismo e, consequentemente, no peso do animal (GLIGOROVSKA et al.,
2019). Embora nao tenhamos avaliado o estado metabolico dos animais, nossos resultados estao
de acordo com a literatura e apontam o envolvimento de MIF na manutencdo do controle do

peso corporal.

Nosso estudo mostrou que, embora o ganho de peso corporal seja menor nos animais
knockout, o peso da préstata ¢ mais elevado na idade pubere. Esse achado foi acompanhado
com uma elevacao nos niveis de testosterona. Isso indica que a maior androgenizagao aos 30
dias pode ter sido responsavel pelo efeito anabolizante na prostata na idade ptibere em MIF™".
A testosterona (T) ¢ um androgeno de grande importancia na regula¢do funcional e de
crescimento da prostata (SCHALKEN, 2005). Ao longo do desenvolvimento, ¢ esperado um

aumento nos niveis circulantes desse androgeno durante a puberdade, o que ¢ de extrema
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importancia para a manuteng¢ao das atividades da prostata na fase adulta (CUNHA et al., 2018).
No entanto, o que encontramos em MIF”~ foi um pico muito elevado de T seguido de um
acentuado declinio entre a fase pibere e adulta. Tal declinio reverteu na fase adulta o efeito
anabolizante que a testosterona teve na prostata do grupo MIF7-30. Poucos estudos avaliaram
a relagdo entre os niveis séricos de T e MIF. Anahara e colaboradores (2006) demonstraram
que as cé€lulas de Leydig testiculares apresentam alta expressao de MIF e influéncia na
esteroidogénese. Ainda, eles mostraram que camundongos MIF” de 80 dias de idade
apresentam reduzidos niveis de T e estradiol intratesticulares. Assim, embora a reducdo de T
s6 tenha acontecido nos animais MIF”-30, eles corroboram a literatura e mostram que MIF,
através da sua relacdo com os niveis séricos de T, tem influéncia no anabolismo de tecidos

andrégeno-dependentes, como a prostata.

A proéstata ¢ uma glandula cujo desenvolvimento comeca na vida embrionaria, mas
continua na vida pos-natal, com o crescimento se estendendo até a maturidade sexual quando a
arquitetura glandular ¢ estabelecida (CUNHA et al., 1987). Em roedores, os brotos prostaticos
pos-natal se alongam, ramificam, canalizam e entdo se diferenciam entre a 2% ¢ 3* semana, se
tornando madura até os 2 meses de vida (BRUNI-CARDOSO ¢ CARVALHO, 2007; BUSKIN
et al., 2021). Nossos resultados histologicos e estereologicos mostram que entre as idades de
30 e 60 dias hd um crescimento natural da glandula, marcado pela redugdo da éarea epitelial
associada & expansdo do lamen e reducio do estroma muscular. Nos animais MIF”-30 essas
alteracdes ja sdo notadas, demonstrando uma antecipag¢ao do desenvolvimento glandular na fase
puberal. O epitélio € responsavel por secretar o fluido prostatico e o compartimento estromal
tem como fun¢ao providenciar um microambiente apropriado para o epitélio, fornecendo sinais
para manter a glandula em homeostase (VERZE et al., 2016). Nesse contexto, uma vez que a
auséncia de MIF antecipa o desenvolvimento da prostata, demonstramos que essa citocina tem

relevancia para os eventos pos-natal que promovem a histoarquitetura da prostata.

O estroma da prostata ¢ formado por células e matriz extracelular rica em colageno e
vasos sanguineos. Ele ¢ um ambiente importante por exercer papel regulatdrio no controle da
morfogénese glandular pos-natal e manutencao da fungdo reprodutiva adulta (CUNHA et al
1996, RICHARDS et al, 2019). Avaliando o ambiente estromal, encontramos que o knockout
de MIF causa uma redu¢ao nas células musculares lisas na fase pubere. As células musculares
lisas, além de providenciar a contragdo para a fun¢do reprodutiva da glandula, sdo responsaveis
por secretar fatores de crescimento que inibem a proliferagdo excessiva e participam de

interacao paracrina com o epitélio, conhecida como interacao epitélio-estroma (THOMSON et



44

al. 2008). Embora os efeitos de MIF nas células musculares da prostata ainda ndo sejam
descritos, estudos mostram que MIF estimula a proliferacio de células musculares lisas
vasculares de pulmao, levando, por exemplo, a hipertrofia (ZHANG et al., 2012). Dessa forma,

sem o seu estimulo nos animais knockout, sua redugdo ¢ esperada.

Além das células musculares lisas, os fibroblastos também sdo células importantes para
o funcionamento estromal na produg¢do dos elementos da matriz extracelular (OWEN,
CLAYTON e PEARSON et al., 2022). Embora nosso estudo ndo tenha encontrado qualquer
alteracdo na quantidade de fibroblastos, houve uma reducdo na deposicdo de coldgeno na
auséncia de MIF. O colageno ¢ produzido por fibroblastos no estroma da prostata e tem
importante fungdo no suporte estrutural que ajuda na organizacao e integridade das estruturas
glandulares (DI CARLO e SORRENTINO, 2024). Notamos que na prostata juvenil o estroma
¢ marcado por grande quantidade de colageno e entdo ele se reduz na puberdade até a vida
adulta. Na auséncia de MIF, tal redugdo ja é notada na prostata pibere, sendo provavel que MIF
tenha mais efeito no estimulo a sintese de coldgeno do que na quantidade de fibroblastos. Nesse
sentido, ja foi demonstrado que a presenga de MIF no meio de cultura aumenta a producao de
coladgeno, enquanto sua auséncia tem efeito contrario (NINGYAN et al., 2015). Ainda, estudos
apontam MIF como alvo para tratar algumas condi¢des fibroticas. Por exemplo, no estudo de
Luo et al. (2021), foi evidenciado que a inibicao especifica de MIF pode contribuir para o
tratamento da fibrose pulmonar por meio da redu¢do na sinalizagdo de TFG-b1/SMADs. Assim,
fica evidente que MIF tem efeito no estroma da proéstata, influenciando ndo sé o contetdo de
células musculares lisas, mas também na producdo de coldgeno e sua auséncia antecipa o
amadurecimento estromal puberal da préstata. Esses elementos sdo importantes para a interacao
epitélio-estroma, contratilidade e correta estrutura que suporta os acinos secretores na vida

adulta.

O AR, ¢ o grande estimulador da sinalizagdo androgénica em resposta aos androgenos
disponiveis na glandula, sendo essencial para a organogénese e funcionalidade da fungado
secretora da prostata (TABOGA et al.,2009; TAN et al., 2015; BUSKIN et al.,2021). A ligagao
de androgenos no AR no citoplasma causa sua ativagdo e translocacio para o nucleo, levando
a expressdo de genes para a secre¢do da glandula e proteinas de vias de sinalizagdo para a
proliferagdo e sobrevivéncia celular que atuam tanto no epitélio quanto no estroma da glandula
(DAVEY e GROSSMANN, 2016). No estroma, os ARs estdo expressos também nas células
musculares lisas e a sua ativacao € responsavel por mediar a produgdo de fatores de crescimento

de atuacdo pardcrina, nas células epiteliais (CUNHA, 1972 e 2008). Nossos resultados sobre
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AR mostram que no inicio da puberdade a localizagdo do AR ¢ mais citoplasmatica e no inicio
da fase adulta ha um aumento da marcagao nuclear, o que indica maior ativagdo do receptor,
fase em que os niveis de T se elevam em condigdes normais. No entanto, nos animais MIF7-30
ha um aumento de AR nuclear que se relaciona também com o aumento de T precoce que esse
grupo apresentou. Assim, a antecipacdo do amadurecimento glandular notado na auséncia de
MIF na fase pubere ¢ provavelmente uma resposta morfoldgica a maior androgenizagdao que o

organismo esta recebendo.

Ao avaliar a marcagio de PCNA, nosso estudo demonstrou que em animais MIF”- ha
redu¢do da proliferacdo celular. A proliferagdo celular ¢ um evento fundamental no
desenvolvimento prostatico. De acordo com Vilamaior ef al (2006) durante o desenvolvimento
da prostata existem 2 picos de proliferagao celular que acontecem aos 14 dias (quando o epitélio
esta em expansao pelo processo de ramificagdo ductal) e outro na sexta semana pds-natal (que
¢ marcado pela diferenciagdo celular e secre¢do). Ja ¢ bem descrito na literatura que MIF ¢ uma
citocina chave na regulagdo da proliferacao celular em diversos tecidos (PENTICUFF et al.,
2019). Embora ndo existam estudos especificos da proliferacdo na prostata de animais MIF
knockout, muitos trabalhos mostram esse efeito no cancer, uma vez que MIF ¢ superexpresso
na maioria dos tumores (MEYER-SIEGLER ¢ HUDSON, 1996; MEYER-SIEGLER et al.,
2005; KINDT et al., 2016; NOE e MITCHELL, 2020). A acao proliferativa de MIF foi descrita
in vitro em células hepaticas e um efeito antiproliferativo ocorre em hepatocarcinoma de
animais MIF”- (WIRTZ et al., 2021). O knockout de MIF em camundongos transplantados com
tumor de mama também apresenta redu¢do na proliferacdo celular (CHARAN et al., 2020).
Pela primeira vez, demonstramos que na prostata MIF tem efeito importante no controle da
proliferagdo que acontece na fase juvenil do desenvolvimento, uma vez que a sua auséncia
reduz significativamente o index proliferativo da glandula. Assim, qualquer alteracdo na
sinalizagdo MIF nos estagios pds-natal pode ter efeito no correto crescimento e diferenciagao

epitelial da prostata.

MIF exerce seu efeito por meio de seu receptor cognato (CD74) que apds a sua ativagdo
recruta 0 CD44 e, subsequentemente, medeia a transdug@o de sinal por meio de varias vias de
sinalizacdo proliferativas como PI3K/AKT, ERK, entre outras (BIFULCO et al., 2008).
Surpreendentemente, nosso estudo mostrou um aumento na ativagao de ERK 1/2 na prostata de
animais MIF”~ ptberes, mostrando que a reducio da proliferagio celular ndo ocorre pela
inibi¢do dessa sinalizagdo. Ao estudar o conteudo de Wnt5a na prostata encontramos também

um aumento da expressio dessa proteina em animais MIF’-30. A sinalizagdo de WNT ocorre
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por trés diferentes vias intracelulares: a via candnica WNT/B-catenina e duas vias nao
candnicas, desempenhando papel na proliferacao celular, diferenciagdao e migragao em diversos
orgaos e sistemas (PAK et al. 2019). O WNT5a ¢ um membro da familia génica Wnt cuja
expressdo ¢ importante para o desenvolvimento da prostata, sendo encontrado desde os
primeiros dias pés-natal (PAKULA et al, 2017). Embora o WNT5a seja mais frequentemente
associado a via ndo canonica, ele também tem a capacidade de inibir a via canoOnica, que ¢
mediada pela B-catenina, apresentando efeito promotor ou supressor de tumores no controle da
proliferagdo (THIELE et al., 2015). Alguns estudos mostram que o WNT5a regula
negativamente a proliferacao e a migragao de células da papila dental humana, células tumorais
de figado e colon (PENG ef al, 2009; CHENG ef al., 2014; YANG et al. 2015). Na prostata, ja
foi demonstrado que o WNTS5a atua reduzindo a proliferagdo na prostata neonatal em
microambientes ricos em glicose (CASSIMIRO et al. 2020). Dessa forma, o maior contetido de
WNT5a na prostata nos animais MIF”~ na fase pubere, através da uma supressio da via candnica
proliferativa, pode ser a via responsavel pela reducao do efeito proliferativo nesses animais.
Logo, sugerimos que MIF tem atuacgdo na proliferacao celular da prostata através da regulagao

da via ndo canonica de WNT3a.

7 CONCLUSAO

A auséncia de MIF leva ao aumento da androgenizagdo da prostata e antecipa o
amadurecimento epitelial, luminal e estromal que normalmente ocorreria apenas no inicio da
fase adulta. Além disso, o MIF desempenha um papel no controle adequado da proliferagao
celular por meio da modulacdo negativa de WNT5a. Assim, MIF parece ser um regulador chave

no controle temporal das mudangas morfoldgicas prostaticas.
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