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INTRODUÇÃO: 

A cardiomiopatia hipertrófica é a doença cardíaca mais comum globalmente, com prevalência de 1 a cada 

500 indivíduos (BORELLI et al., 2023). Essa patologia leva ao aumento no tamanho do coração, em decorrência 

do aumento no tamanho de suas células, os cardiomiócitos (BERENJI et al., 2005). Ainda, a hipertrofia cardíaca é 

caracterizada fisiopatologicamente por: hipertrofia assimétrica do ventrículo esquerdo, disfunção diastólica do 

ventrículo esquerdo, obstrução no fluxo de saída dinâmico do ventrículo esquerdo, além do alto risco de arritmia e 

morte súbita (BORRELLI et al., 2023). Dada sua importância médica, a hipertrofia configura-se como um importante 

foco de estudos e investigações clínicas, que levaram a descobertas significativas quanto às suas bases genéticas 

e patogênicas, além da evolução clínica da doença (BORRELLI et al., 2023).  

O gene WFDC1 codifica a proteína estromal da próstata 20 (ps20), membro da família de proteínas ácidas 

de soro de leite estendida (WAP) (RESSLER & ROWLEY, 2011). A proteína ps20, assim como outras proteínas 

de sua família, é uma importante moduladora de processos inflamatórios e de reparo tecidual (RESSLER et al., 

2014). Ainda, está envolvida na organização da matriz extracelular, no controle da angiogênese, além de outros 

processos celulares (SOLÍS-CALERO & CARVALHO, 2019). 

Dados da literatura sugerem que a expressão do gene WFDC1 é aumentada em cardiomiócitos de 

camundongos in vitro (DWYER et al., 2008) e no ventrículo esquerdo in vivo (LU et al., 2012), quando induzidos à 

hipertrofia cardíaca. Essas evidências levaram à hipótese de que WFDC1 é importante para o desenvolvimento do 

sistema cardiovascular e de doenças relacionadas, especialmente na hipertrofia cardíaca, ainda que haja poucos 

estudos sobre sua função e mecanismos de atuação na literatura.  
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Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo estabelecer um protocolo de cultura primária de 

cardiomiócitos obtidos de embriões de galinha para a realização de estudos funcionais e a investigação do 

envolvimento e função do gene WFDC1 na hipertrofia cardíaca.  

METODOLOGIA: 

Os cardiomiócitos foram extraídos de embriões de galinha incubados por 7-10 dias. Os embriões são 

decapitados, dissecados e retira-se os corações. O órgão é lavado, seguido pela remoção do pericárdio e dos 

vasos de grande influência e, posteriormente, triturado. Os fragmentos de tecido são tripsinizados (3-5 vezes de 8 

minutos/cada), centrifugados (5 minutos a 200g) e faz-se o plaqueamento das células em placas de cultura de 

35/60/100 mm2 (expansão das células), garrafas de cultura (colorações), ou ainda em placas de 24 wells contendo 

lamínulas de 16 mm2 (colorações/imunofluorescência). Os cardiomiócitos são incubados a 37ºC, com 

suplementação de 5% de CO2, em meio de plaqueamento: MEM (Minimum Essential Medium); 1% de L-glutamina; 

1% de Penicilina/Estreptomicina 10.000 U/mL/10.000 mcg/mL; 5% de Soro Fetal Bovino). Após 24h, este é 

substituído pelo meio de crescimento, sem L-glutamina (MEM; 1% de Penicilina/Estreptomicina 10.000 

U/mL/10.000 mcg/mL; 5% de Soro Fetal Bovino). 

A eficiência dos protocolos de cultura celular é determinada pela proporção de cardiomiócitos em cultura, 

atestada por meio de duas técnicas distintas: 1) PAS e 2) Imunofluorescência. A primeira é a coloração por meio 

de Ácido Periódico-Reativo de Schiff (PAS). Nela, 0,5g de ácido periódico são diluídos em 100 mL de água 

destilada, sendo adicionados 1 mL aos poços das placas por 10 minutos. Em seguida, faz-se a lavagem dos poços 

com água destilada e adiciona-se 1 mL do Reativo de Schiff por 15 minutos. Depois, os poços são novamente 

lavados com água destilada, e as lamínulas coradas com Hematoxilina de Harris por 30 segundos. Por fim, as 

lamínulas são lavadas mais uma vez. Os cardiomiócitos, dada a presença de grânulos de glicogênio, são as células 

coradas em cultura pela técnica, e adquirem uma cor roxa/violeta, ao passo que os fibroblastos, pela ausência do 

polissacarídeo, não são responsivos e, portanto, não adquirem coloração. A segunda técnica consiste em uma 

imunofluorescência utilizando anticorpos anti-desmina, uma proteína marcadora de fibras musculares. Os 

cardiomiócitos são as únicas células em cultura que expressam desmina, em comparação aos fibroblastos, sendo 

uma maneira adicional de confirmarmos a eficiência de nossos protocolos. 

Após a confirmação da eficiência da cultura celular, os cardiomiócitos foram induzidos à hipertrofia por 

meio da adição do peptídeo vasoconstrictor endotelina-1 aos poços das placas de 24 wells. No frasco da 

endotelina-1, são adicionados 20 µL de ácido acético, e 1,5 µL dessa solução estoque é homogeneizada com 3 

mL do meio de plaqueamento. Por fim, faz-se a adição de 400 µL da solução homogeneizada em cada poço da 

placa, a fim de que a concentração final da endotelina-1 seja de 100 nM por poço. A confirmação da hipertrofia é 

feita pela imunofluorescência e as imagens são analisadas no software Image J. É feita a comparação das médias 

das áreas celulares dos grupos de cardiomiócitos hipertrofiados e não hipertrofiados e, caso ocorra aumento 

significativo na média da área celular do primeiro, pode-se concluir que a indução ocorreu adequadamente. 

Para as análises funcionais de WFDC1, foram realizados experimentos de imunofluorescência utilizando 

anticorpo anti-WFDC1. As lamínulas são umedecidas com PBS 0,1M por 5 minutos, seguida pela adição da 

solução de bloqueio (BSA 0,1%, Triton 100x 0,1%, glicina a 50 mM e PBS a 0,1 mM) por 1h. Depois, são realizadas 

3 lavagens de 3 minutos cada com a solução de trabalho (solução bloqueio/PBS 0,1 mM, 1:5), seguida pela 

incubação overnight de 10 µL (em cada poço) do anticorpo primário anti-WFDC1 (rabbit) na proporção 1:300 

diluídos em solução de trabalho, a 4ºC. No dia seguinte, faz-se a incubação de 10 µL do anticorpo secundário 

(Alexa Fluor anti-rabbit) na proporção 1:400 em solução de trabalho, além da contramarcação do núcleo utilizando 
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10 µL de DAPI, e de fibras de actina com 10 µL de Faloidina Alexa Fluor 647. O imageamento foi realizado em um 

microscópio confocal de fluorescência com alta resolução (Airyscan), localizado no Instituto Nacional voltado à 

aplicação da fotônica à Biologia Celular (INFABiC). 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO: 

Na Figura 1, nota-se, em aumentos de 10x, 20x e 40x, que a maioria das células foi corada após a 

coloração PAS. As setas pretas em D, E, F, H e I na Figura 1 evidenciam a coloração ideal adquirida pelos 

cardiomiócitos. A Figura 2 indica os resultados obtidos na imunofluorescência, destacando a marcação celular com 

a proteína desmina. Desse modo, podemos concluir que a maioria das células em cultura são cardiomiócitos e que 

nosso protocolo de cultura celular primária é eficiente. Ainda, observamos que o protocolo foi facilitado e se 

demonstrou mais eficiente ao utilizarmos embriões com 10 dias de desenvolvimento para a extração dos corações. 

 
Figura 1: Coloração PAS em cardiomiócitos de embriões de galinha com 10 dias de desenvolvimento. Aumentos de 10x (A-C), 20x (D-F) e 40x (G-I). As setas 

pretas em D, E, F, H e I indicam a cor roxa/violeta ideal adquirida pelos cardiomiócitos após a técnica.  

 

 

Figura 2: Imunofluorescência da proteína desmina, (B, em verde) em cardiomiócitos de embriões de galinha com 10 dias de desenvolvimento. Os núcleos das 

células foram contramarcados com DAPI (A, em azul). Aumentos de 40x (A-C) e 100x (D). As imagens mescladas podem ser visualizadas em C e D (aumento de 

40x e 100x, respectivamente).  

 

Na Figura 3, temos a imunofluorescência da proteína ps20, codificada pelo gene WFDC1 (em verde, 3C e 

3G), em cardiomiócitos hipertrofiados (3A-3D) e não hipertrofiados (3E-3H) de embriões de galinha com 10 dias 

de desenvolvimento. Os núcleos das células foram marcados com DAPI (em azul, 3A e 3E) e os filamentos de 
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actina pela Faloidina conjugada a Alexa Fluor 647 (em vermelho, 3B e 3F). Em 3D e 3H, as imagens estão com 

todas as marcações sobrepostas. Pode-se notar um aumento significativo na marcação de ps20 nos cardiomiócitos 

hipertrofiados (3C) em relação ao grupo controle (3G). Dessa forma, supomos que houve uma maior expressão do 

gene WFDC1 em cardiomiócitos hipertrofiados tratados com endotelina, porém uma análise de qRT-PCR necessita 

ser feita para a confirmação. Ainda, é possível notar que a proteína distribui-se em pequenos grânulos localizados 

desordenadamente ao longo do citoplasma da célula. Dados da literatura sugerem que essa proteína é secretada 

intracelularmente e, posteriormente, para a matriz extracelular (ALVAREZ et al., 2008). Porém, não é possível 

afirmar se, em nossas imagens de imunofluorescência, os grânulos da proteína ps20 estão localizados na matriz 

extracelular, havendo a oportunidade para investigarmos essa possibilidade.  

 

 

 

Figura 3: Imunofluorescência de ps20, a proteína codificada pelo gene WFDC1 (C e G, em verde), em cardiomiócitos hipertrofiados (A-D) e não-hipertrofiados (E-

H) de embriões de galinha incubados por 10 dias. A contramarcação dos núcleos das células foi feita com DAPI (A e E, em azul), e os filamentos de actina 

marcados com Faloidina Alexa Fluor 647 (B e F, em vermelho). As imagens sobrepostas podem ser visualizadas em D e H.  

CONCLUSÕES: 

 O presente trabalho identificou um possível aumento na expressão de WFDC1 em cardiomiócitos de 

embriões de galinha de 10 dias de desenvolvimento hipertrofiados. Em concordância com dados da literatura, os 

resultados sugerem que o gene WFDC1 e sua proteína codificada (ps20) podem desempenhar um papel no 

desenvolvimento do sistema cardiovascular e na hipertrofia cardíaca. Porém, os mecanismos pelo qual essa 

molécula atua nesse contexto permanecem desconhecidos. Desse modo, estudos e experimentos adicionais e 

complementares aos apresentados são necessários para confirmar o envolvimento de WFDC1 no desenvolvimento 

cardíaco e de doenças cardíacas relacionadas. 
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