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Caracterizacao da funcao de WFDC1/ps20 no desenvolvimento
cardiaco a partir de ensaios funcionais em uma cultura primaria
de cardiomiocitos de embrioes de galinha (Gallus gallus)
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INTRODUGAO:

O gene WFDC1 codifica a proteina estromal
da prostata 20 (ps20), que € um membro da familia
de proteinas acidas de soro de leite estendida
(WAP). Dentre as fungdes conhecidas dessa
molécula, pode-se citar seu envolvimento na
organizagdo da matriz extracelular, no controle da
angiogénese (SOLIS-CALERO e CARVALHO,
2019), além de responsavel pela migragdo de
células endoteliais e estabilizacdo dos pericitos,
necessarios para a formagdo de estruturas
vasculares funcionais (MCALHANY et al., 2003).
Dados da literatura sugerem que a expressédo de
WFDC1 ¢é aumentada em cardiomiocitos de
camundongos em cultura (DWYER et al., 2008) e no
ventriculo esquerdo também de camundongos (LU
et al., 2012) induzidos a hipertrofia cardiaca. A partir
dessas evidéncias, surge a hipétese de que este
gene, e sua proteina codificada, poderiam estar
envolvidos no desenvolvimento do sistema
cardiovascular e de suas doengas relacionadas,
especialmente no caso da hipertrofia cardiaca.

Porém, as fungdes e mecanismos pelos quais

WFDC1/ps20 atuam nesse contexto permanecem
desconhecidos. Desse modo, foi proposto que essas
fungdes e mecanismos fossem elucidados, a partir
de uma cultura primaria de cardiomidcitos obtidos de
embrides de galinha e ensaios funcionais do gene
WFDC1 e da proteina ps20 nesse sistema. Para tal,
foi feita a diluicdo de trés peptideos miméticos da
proteina ps20 em cultura, em diferentes
concentragdes, para analise de sua fungéo na area

celular e fenétipo dos cardiomiécitos em cultura.

METODOLOGIA:

1. PROTOCOLO DE CULTURA PRIMARIA

Os embrides de galinha foram obtidos a
partir de ovos fertilizados incubados por 10 dias, em
uma chocadeira rotativa J-130 (JMM chocadeiras
LTDA, Franca, Brasil), mantida a temperatura de
38,5° C, e com umidade aproximada de 80%. Os
embrides sao coletados, dissecados em placas de
petri em solugdo salina balanceada de Hank
(HBSS), decapitados e tém seus coragdes
removidos. Os coragbes sao, entdo, lavados,
também em HBSS, e faz-se a remocgéao do pericardio

e trituragao dos tecidos remanescentes.
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Os tecidos triturados sao centrifugados, e
da-se inicio ao processo de tripsinizagdo dos
mesmos. Todos os ciclos de tripsinizagao sao feitos
em banho maria, a temperatura de 37° C, e a
tripsina a concentragdo de 10%. S&o feitos 3-5
ciclos, com 8 minutos cada, e o sobrenadante
resultante de cada ciclo é incorporado a 20 mL de
meio de plaqueamento gelado. Este, por sua vez, é
composto de: 46,5 mL MEM (Minimum Essential
Medium); 1% de

Penicilina/Estreptomicina 10.000

L-glutamina; 1% de
U/mL/10.000
mcg/mL; 5% de Soro Fetal Bovino. Ao final dos
ciclos, a mistura é centrifugada em rotagdo média
por 10-15 minutos, o sobrenadante descartado, e o
pellet ressuspenso em 4 mL de meio de
plaqueamento gelado. A suspensdo é filtrada, as
células contadas em um hemocitdmetro, e
plagueadas em placas de 24 Wells contendo
laminulas de 16 mm?, e cultivadas overnight em uma
incubadora suplementada por 5% de CO2, com
ambiente umido e a 37° C. No dia seguinte, o meio
de plagueamento é substituido por um meio de
crescimento, preparado a partir de: 47 mL de MEM;
1% de
U/mL/10.000 mcg/mL; 5% de Soro Fetal Bovino

(protocolo elaborado no Laboratério de Biologia do

Penicilina/Estreptomicina 10.000

Desenvolvimento - LBD).
2. DILUIGAO DOS PEPTIDEOS EM CULTURA

Oito peptideos foram sintetizados pela
empresa PEPMIC, a partir do alinhamento multiplo
das sequéncias de aminoacidos das proteinas ps20
de humanos, camundongos e galinhas (Clustal 2.1:
ferramenta utilizada para alinhamento). Dentre estes
oito, trés peptideos foram selecionados para as

andlises do resumo em maos: o primeiro, com a

sequéncia
ARCQADSECPRHRRCCYNGCAYACLEA, se
sobrepde ao dominio WAP/WFDC

(DRCPPPPRTLPPGACQAARCQADSECPRHRRCY
NGCAYACLEA) de WFDC1; o segundo também se
sobrepde ao dominio WAP/WFDC, mas sua

sequéncia

(RLGCHEYSPARYCRCQNAAADACCRCE) esta
embaralhada, agindo como “controle negativo” e par
do primeiro; o] terceiro
(WLVQPKPRWLGGNGWLLDGPEEVLQAE)
compreende uma parte centralizada de ps20, que é
100% conservada entre os 3 animais.

Os peptideos foram diluidos em agua DEPC
ou DMSO, a depender de sua composic¢do. A partir
dessa solugdo estoque, os peptideos sdo diluidos
em meio de cultura e, entao, transferidos para as
placas de cultura. Foram testadas diferentes
concentragcbes para os trés peptideos, sendo estas:
1 nM, 3.3 nM, 10 nM, 33 nM, 100 nM, 330 nM e
1000 nM (1 uM). Feita a transferéncia para as
placas de cultura, os cardiomiocitos foram
incubados por 24h, para agdo dos peptideos. Os
efeitos de cada peptideo no desenvolvimento,
fenétipo e diferenciagdo dos cardiomiécitos foram
acompanhados, sendo realizado o registro e
caracterizagdo dos mesmos.

3. COLORAGAO PAS (ACIDO PERIODICO-
REATIVO DE SCHIFF)

Primeiramente, dilui-se 0,59 de acido
periodico em 100 mL de agua destilada e
adiciona-se 1 mL dessa diluigdo a cada pogo das
placas de cultura- com laminulas e células fixadas-
por 10 minutos. Em seguida, os pogos sé&o
enxaguados com agua destilada e adiciona-se 1 mL
do Reativo de Schiff por 15 minutos. Depois,
adiciona-se 1 mL de bissulfito de soédio por 9
minutos, a uma diluicdo de 0,5% (0,5g em 100 mL
de agua destilada). Os pogos sao, entdo, lavados
com agua destilada por 5 minutos e as laminulas
coradas com hematoxilina de Harris por 30
segundos. Para a montagem das laminas, as
laminulas sédo lavadas com PBS 0.1M, enxugadas
delicadamente com papel e posicionadas sobre
pequenas gotas de Entellan em laminas de
microscopia (protocolo elaborado no Laboratério de
Biologia do Desenvolvimento - LBD). Apos a
coloragdo, a area celular dos cardiomiocitos é

medida com auxilio do software Image J, realizando
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a comparagao da média da area celular de
cardiomiécitos induzidos a acdo de cada
concentracdo de cada peptideo com um grupo
controle (sem acgéo de peptideos em cultura). Ainda,
a morfologia/fenétipo das células foi analisada, com
o0 registro de qualquer alteragdo em relagdo ao

grupo controle.

RESULTADOS E DISCUSSAO:
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Figura 1. Painel 1: Coloragdo de Acido Periodico- Reativo de Schiff (PAS)
em cardiomiécitos de 10 dias de incubagdo em cultura, sob efeito dos
peptideos 1, 2 e 3. Cada linha representa uma concentragéo (1nM, 3.3nM,
10nM, 33nM, 100nM, 330nM e 1000nM) dos peptideos administrada sobre
a cultura. Todas as fotos foram obtidas com lente objetiva no aumento de
20x. Ainda, barras de escalas de 100um foram representadas em todas as

imagens.

Nos protocolos de coloragdo PAS (Figura
1), os cardiomiécitos sdo as células em cultura
positivas a técnica, ao passo que os fibroblastos sao
negativos. Isso deve-se ao fato de que ha a
deposicao de granulos de glicogénio no citoplasma

dessas células que, na presenca dos reagentes

utilizados na técnica, adquirem uma coloragao
magenta/arroxada (MILUTINOVIC e
ZORC-PLESKOVIC, 2012). Assim, essa técnica é
utilizada para averiguagcdo da eficiéncia dos
protocolos de cultura celular, além de auxiliar nas
medi¢cdes de area celular dos cardiomiocitos. Na
Figura 1, tem-se a prancha com os resultados da
coloragdo PAS, na qual cada coluna representa
cardiomidcitos induzidos a agédo de cada peptideo, e
cada linha representa uma concentragao utilizada
para a diluicdo dos mesmos. Todas as imagens
foram obtidas em um microscopio de campo claro

convencional, com aumento de 20x na lente
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Figuras 2, 3 e 4: Gréficos de barra das areas celulares (em pm~2) de cardiomidcitos de 10 dias sob efeito da administragdo dos
peptideos 1, 2 e 3 em cultura, em comparagdo ao grupo controle (sem administracdo de qualquer peptideo). As figuras
referem-se, respectivamente, as concentragdes de 1nM, 3.3nM e 10nM dos peptideos na cultura. Os desvios padrdo da média
de cada grupo também foram representados. Ainda, os simbolos * e ** indicam uma diferenca estatisticamente significativa
(p<0.05) entre a média das areas celulares dos cardiomidcitos sob agdo de certo peptideo e a média do grupo controle.
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Figuras 5, 6 e 7: Graficos de barra das areas celulares (em um~2) de cardiomidcitos de 10 dias sob efeito da administracdo dos
peptideos 1, 2 e 3 em cultura, em comparagdo ao grupo controle (sem administracdo de qualquer peptideo). As figuras
referem-se, respectivamente, s concentragdes de 33nM, 100nM e 330nM dos peptideos na cultura. Os desvios padréo da
média de cada grupo também foram representados. Ainda, os simbolos *, ** e *** indicam uma diferenca estatisticamente
significativa (p<0.05) entre a média das areas celulares dos cardiomiécitos sob acdo de certo peptideo e a média do grupo
controle.
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Figura 8: Graficos de barra das areas celulares (em pm/2) de cardiomiécitos de 10 dias sob efeito da administracao dos
peptideos 1, 2 e 3 em cultura, em comparagdo ao grupo controle (sem administracdo de qualquer peptideo), referentes a
concentragdo de 1000nM dos peptideos na cultura. Os desvios padréo da média de cada grupo também foram
representados. Ainda, os simbolos * e ** indicam uma diferenca estatisticamente significativa (p<0.05) entre a média das
areas celulares dos cardiomidcitos sob acdo de certo peptideo e a média do grupo controle.

Figuras 2-8. Graficos de barra das areas celulares (em um?) de
cardiomidcitos de 10 dias sob efeito da administragado dos peptideos 1, 2 e
3 em cultura, em comparagdo ao grupo controle (sem administragédo de
qualquer peptideo), referentes as concentracdes de 1, 3.3, 10, 33, 100, 330
e 1000nM dos peptideos na cultura. Os desvios padrdo da média de cada

* ek

grupo também foram representados. Ainda, os simbolos *, ** e

*** indicam
uma diferenga estatisticamente significativa (p<0.05) entre a média das
areas celulares dos cardiomidcitos sob agéo de certo peptideo e a média

do grupo controle.
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As medidas das areas celulares (em um?)
dos cardiomidcitos sob acdo dos 3 peptideos foram
feitas a partir das imagens presentes na Figura 1,
com o software Imaged, e os dados plotados e
analisados com auxilio do software GraphPad Prism
8. A primeira analise consiste em comparar a média
das areas celulares de cardiomidcitos induzidos a
agdo de cada peptideo com a média do grupo
controle, para confirmagédo de que os peptideos séo
capazes de induzir as células em cultura a
hipertrofia cardiaca. O teste estatistico escolhido foi
a andlise de varidncia unidirecional (one
way-ANOVA), na qual a média de cada grupo foi
comparada, individualmente, com a média do grupo
controle. A segunda consistiu em agrupar e compilar
as medias das éareas celulares de todas as
concentragdes utilizadas na diluigho de cada
peptideo em trés graficos, comparando os efeitos de
tais concentragbdes para cada peptideo, a fim de
observar a presenga de um padrao na agao de cada

peptideo.

Nas Figuras 2-8., temos os resultados da
primeira analise comparativa entre as areas
celulares de cardiomidcitos induzidos a acdo dos
peptideos e o grupo controle. Para todas as
concentragcbes observadas, ao menos um peptideo
teve influéncia significativa sob a area celular dos
cardiomidcitos, isto €, sempre houve ao menos um
grupo que apresentou um aumento estatisticamente
significativo (p<0.05) em relagdo a média do grupo
controle. Surge, entdo, a hipétese de que os 3
peptideos selecionados séo bioativos e sdo capazes
de induzir os cardiomidcitos a hipertrofia. Porém,
teoricamente, o peptideo 2 seria o controle
“negativo” do experimento, uma vez que apresenta a
sequéncia do dominio WAP/WFDC embaralhada e,
assim, nao deveria induzir as células a hipertrofia.
Contrariamente, foi observado que este, sim, é
capaz de induzir a hipertrofia em cultura, o que torna
necessario um aumento no numero amostral e

repeticoes destes experimentos.
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Figuras 9 e 10: Graficos, respectivamente, de barra e das médias com desvio padréo conectadas, com as areas
celulares (em pmA2) de cardiomidcitos de 10 dias de incubagdo em cultura, em resposta a cada concentragao (1nM,
3.3nM, 10nM, 33nM, 100nM, 330nM e 1000nM) do peptideo 1 administrada sobre a cultura. Os desvios padrao da
média de cada grupo também est3o representados.
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Figuras 11 e 12: Gréficos, respectivamente, de barra e das médias com desvio padrao conectadas, com as areas
celulares (em pm”2) de cardiomidcitos de 10 dias de incubagdo em cultura, em resposta a cada concentragao (1nM,
3.3nM, 10nM, 33nM, 100nM, 330nM e 1000nM) do peptideo 2 administrada sobre a cultura. Os desvios padrao da
média de cada grupo também estdo representados.
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Figuras 13 e 14: Gréficos, respectivamente, de barra e das médias com desvio padrao conectadas, com as areas
celulares (em pmA2) de cardiomidcitos de 10 dias de incubag&o em cultura, em resposta a cada concentragao (1nM,
3.3nM, 10nM, 33nM, 100nM, 330nM e 1000nM) do peptideo 3 administrada sobre a cultura. Os desvios padrao da
média de cada grupo também estdo representados.

Figuras 9-14. Graficos, respectivamente, de barra e das médias com
desvio padrdo conectadas, com as areas celulares (em um?) de
cardiomidcitos de 10 dias de incubagdo em cultura, em resposta a cada
concentragdo (1nM, 3.3nM, 10nM, 33nM, 100nM, 330nM e 1000nM) do
peptideo 1 (Figuras 9 e 10), peptideo 2 (Figuras 11 e 12), e peptideo e
(Figuras 13 e 14) administrada sobre a cultura. Os desvios padrdo da

média de cada grupo também estédo representados.

Nas Figuras 9-14, tem-se os graficos de
barra e das médias com desvio padrdo conectadas,
com as médias das areas celulares de
cardiomidcitos induzidos a agdo de cada peptideo,
com todas as concentragdes utilizadas. Pode-se
notar que nenhum peptideo apresentou um padrao
quanto a sua acgao, isso €, nao houve correlagao
direta entre o aumento da concentracdo dos
peptideos em cultura e o aumento da area dos
cardiomiécitos. Os peptideos 1 e 3 tinham
comportamento semelhante, respectivamente, a
uma funcéo de segundo e primeiro grau, mas esses
padroes nao foram observados para 1000 nM.
Novamente, o comportamento do peptideo 2 é

intrigante: além de, aparentemente, apresentar
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bioatividade, sua agdo em cultura ndo segue padrao

algum.
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Figuras 15, 16 e 17. Cardiomidcitos induzidos, respectivamente, a 1, 3.3 e
1000 nM do peptideo 3 em cultura. As setas em preto indicam aqueles que
melhor representam os efeitos sobre o fenétipo das células apds agéo dos

peptideos.

As Figuras 15-17

cardiomidcitos induzidos, respectivamente, a 1, 3.3

apresentam

e 1000 nM do peptideo 3 em cultura. As setas em
preto indicam as células escolhidas para
representar, de maneira generalizada, os efeitos dos
peptideos sobre o fendtipo das células em cultura.
Nota-se que, em sua maioria, as células
assemelham-se a um cardiomidcito padrdo. Porém,
em alguns casos, percebe-se uma aparéncia
relativamente “esticada” das células, e, em outras
ocasides, ha a presenca de um elevado nimero de

ramificagdes nas células.

CONCLUSOES

Em conclusdo, apds a diluicdo dos trés

peptideos em cultura e a analise de sua agao sobre
o fendtipo e area celular dos cardiomidcitos,
suspeita-se que todos os peptideos testados
apresentam bioatividade, uma vez que alteraram a
“aparéncia’/fenétipo das células em cultura, além de
serem capazes de induzir, a depender da

concentragao, a hipertrofia celular. Porém, ha alguns

pontos a serem melhorados até o prazo do relatorio
final do PIBIC e do XXXIll Congresso de Iniciagéo
Cientifica da UNICAMP. O numero amostral dos
experimentos aqui descritos precisa ser maior para
confirmar tal bioatividade, além da obtencido de
imagens aprimoradas para certas concentragdes e
certos peptideos. Ainda, anadlises adicionais de
Western Blotting para averiguar a mudanga nos
niveis de ps20 apdés a hipertrofia celular, de
imunofluorescéncia da proteina ps20 apods
diferentes periodos de inducdo a hipertrofia, e
gRT-PCR de marcadores hipertréficos e do gene
WFDC1. Essas analises adicionais tém o objetivo de
acrescentar a investigacdo do envolvimento e
fungdo de WFDC1/ps20 no desenvolvimento do
sistema  cardiovascular e suas doengas
correlacionadas, e serao finalizadas até o prazo do
relatério final do PIBIC e da realizagdo do XXXIII
Congresso de Iniciagao Cientifica da UNICAMP.
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