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INTRODUCAO

O gene WFDC1 codifica a proteina ps20, uma proteina de matriz extracelular pertencente a familia Whey Acidic Protein
(WAP). Os membros dessa familia compartilham o dominio WAP Four-Disulfide Core (WFDC), altamente conservado entre
dessas funges gerais, WFDC1 também tem sido implicado na regulagao de processos celulares fundamentais, como migragao,

adesao e proliferacdo (RESSLER & ROWLEY, 2011), sugerindo um papel mais amplo na dinamica e organizagéo dos tecidos.

Com base nessas propriedades, o gene tem sido considerado um possivel regulador de processos do desenvolvimento
embrionario. Sua expressao foi observada em tecidos como o sistema nervoso e o olho durante o desenvolvimento e a vida
adulta em mamiferos (JENSEN et al., 2019; ABBASI et al., 2009). No entanto, camundongos nocaute ndo apresentam
alteracdes fenotipicas evidentes (RESSLER et al., 2014). Por outro lado, bovinos com mutagbes em WFDC1 exibem defeitos
oculares (ABASI et al., 2009), sugerindo fun¢des contexto-dependentes. Para investigar esse cenario, recentemente nosso
grupo de pesquisa analisou a expressdo de WFDC1 em embrides de galinha e camundongo, identificando dominios de
expressao conservados, como o olho, e regifes de expressdo especificas, como o atrio cardiaco de embrides de galinha
(METZKER-PINTO et al., 2025).

Em especial, esse padrdo especifico de expressdo no cora¢do ganha relevancia a luz de estudos que associam
WFDC1 a condi¢des cardiovasculares. Em modelo murino com hipertrofia cardiaca, sua expresséo esta significativamente
aumentada, e em casos de faléncia cardiaca, o gene esta entre os mais expressos no tecido comprometido (DWYER et al.,
2008; LU et al., 2012). Nesse contexto, compreender as fungdes e padrdo fisiolégico de expressdo do gene estabelecidos

durante o desenvolvimento embrionario pode auxiliar no entendimento de seu papel no contexto patolégico.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi caracterizar a expressdo espacial e temporal de WFDC1 durante o
desenvolvimento cardiaco em embries de galinha, como um primeiro passo para entender como seus padrdes fisioldgicos de

expressao podem se relacionar aos mecanismos envolvidos em patologias cardiacas.
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METODOLOGIA

a. COLETA DOS CORACOES
Embrides de galinha nos estadios E05, E06, EO7, EO8 e E10 foram retirados do ovo e tiveram o coracdo removido. A
escolha dos estadios foi baseada a partir da identificacdo do inicio da detec¢do de WFDC1 em ensaios anteriores, com 5.5 dias

de desenvolvimento. Para a remocéo do excesso de sangue, os coragdes foram lavados com heparina morna (50 mg/ml).

b. PCR SEMI-QUANTITATIVA
A extracdo de RNA total foi realizada com o protocolo empregando TRIzol e cloroférmio. A sintese de cDNA de cada
fase do desenvolvimento utilizou o kit “High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit”. Para a PCR, foram usados primers

especificos para o WFDC1 e a beta-actina, sendo esta Ultima o controle experimental por ser um gene constitutivamente

expresso. Durante a amplificagéo, foram retiradas aliquotas no final do 15°, 20°, 25° e 30° ciclo da PCR. Essas aliquotas foram
analisadas por eletroforese em gel de agarose para o acompanhamento da amplificacdo e analise de abundancia relativa do

gene em comparacao ao controle.

c. HIBRIDIZACAO IN SITU WHOLE-MOUNT
A hibridizag&o in situ foi realizada com sonda antissenso para WFDC1, sintetizada a partir do cDNA de galinha,

conforme protocolo de Alvares et al. (2009). As amostras foram imageadas em estereomicroscopio.

d. IMUNOFLUORESCENCIA
Os cortes parafinados de corages em desenvolvimento (E07, EO8 e E10) foram processados para imunofluorescéncia

com recuperacao do antigeno em citrato de sodio. As laminas foram incubadas com anticorpos primarios anti-WFDC1 e anti-
pan-caderina, seguidos de anticorpos secundarios fluorescentes e DAPI para marcag¢do nuclear. Os controles negativos
receberam apenas PBS. As |laminas foram montadas com Vectashield e analisadas em microscoépio confocal de fluorescéncia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da andlise por PCR, foi possivel visualizar, de forma semi-quantitativa, a abundancia relativa de WFDC1
durante o desenvolvimento cardiaco em embrides de galinha. A detec¢cdo do gene a partir do 25° ciclo, em contraste com a
beta-actina, ja visivel no 20° ciclo, sugere que WFDC1 apresenta uma expressao substancialmente menor, compativel com um
gene expresso em subpopulagées celulares especificas. Além disso, a presen¢a de WFDC1 em todos os estadios embrionarios

analisados indica uma expresséo continua ao longo do desenvolvimento.
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Figura 1. (A) Resultados da PCR semi quantitativa para a beta-actina. (B) Resultados da PCR semi-quantitativa para o gene WFDC1. Acima
estéo indicados o marcador de peso molecular ("L") e os dias de desenvolvimento cardiaco aos quais se referem as amostras: E5 - 5 dias; E6
- 6 dias; E7 - 7 dias; E8 - 8 dias; E10 - 10 dias. Na barra superior, estéo indicados os ciclos da PCR em que cada conjunto de amostras foi
coletado.
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Como forma de complementar a andlise e compreender melhor a distribuicdo espacial dessa expressao, utilizamos a
técnica de hibridizacao in situ, que revelou padrdes distintos de marcagéo conforme o estadio analisado. No embrido de 5 dias,
a expressao foi mais evidente no atrio e na regido de saida dos grandes vasos, enquanto aos 6 dias o sinal se concentrou
principalmente no ventriculo. Esse padréo refor¢a a ideia de que a expressao de WFDCL1 é regulada espacial e temporalmente,

sugerindo uma possivel atuagdo do gene na morfogénese especifica dessas estruturas cardiacas.

5 dias 6 dias

Figura 2. Expressao de WFDC1 em corag8es de embriGes de galinha nos estadios de 5 e 6 dias de desenvolvimento, analisada por hibridizagéo
in situ. Os estadios embrionarios estéo indicados na barra superior. Seta branca: marcacéo na regiéo de saida dos grandes vasos. Cabeca de
seta: regido com maior intensidade de expressao em cada estagio (atrio aos 5 dias e ventriculo aos 6 dias).

Nos estadios mais avancados (7 a 10 dias), a hibridizagdo in situ mostrou-se limitada devido a dificuldade de
penetracdo da sonda em tecidos mais densos. Para contornar essa limitacdo, empregamos imunofluorescéncia em cortes
histolégicos, que permitiu detectar indiretamente a expressao génica por meio da andlise da distribuicdo da proteina ps20. Do
7° ao 10° dia de desenvolvimento, observamos marcacao no epicardio de atrios e ventriculos, bem como ao redor das trabéculas
ventriculares, possivelmente no endocardio. Além disso, notamos marcag¢des pontuais ao longo do miocéardio ventricular, que

se tornam progressivamente mais intensas ao longo dos dias.

DAPI

—— Pan-caderina =——

ps20

Merge

DAPI

— Pan-caderina —

ps20 Merge

XXXIIl Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNICAMP — 2025 3



— Pan-caderina —

DAPI

ps20

Merge

C)

DAPI

— Pan-caderina — —— ps20

D)

Figura 3. Detecgao da proteina ps20 por imunofluorescéncia em coragdes de embrides de galinha com 7, 8 e 10 dias de desenvolvimento. (A)
Controle negativo com coragéo de 7 dias ndo submetido a incubagao com anticorpo primario. (B—D) Coracdes de 7 (B), 8 (C) e 10 (D) dias de
desenvolvimento. A esquerda, esquemas representando o corte histolégico com indicagio das cAmaras cardiacas (AD: atrio direito; AE: atrio
esquerdo; VD: ventriculo direito; VE: ventriculo esquerdo). As regides numeradas (I-Ill) correspondem as areas de onde foram obtidas as
imagens mostradas a direita. As imagens de imunofluorescéncia estéo organizadas conforme a numeragdo dos esquemas e apresentam 0s
canais de DAPI (em azul, marcador nuclear), pan-caderina (em verde, marcador de membrana), ps20 (em vermelho) e a imagem composta
(merge). Cabega de seta: marcacéo no epicardio; Seta curta: pontuagdes no miocardio ventricular; Seta longa: marcagéo no endocardio.

Cabe destacar que as regides marcadas na imunofluorescéncia sdo areas de intensa proliferacéo e diferenciacéo
celular durante a formacdo do coragdo. Assim, a presenga da ps20 nesses compartimentos, somada aos seus papeéis
previamente descritos na regulacao da proliferacéo celular (RESSLER & ROWLEY, 2011), levanta a hipdtese de que o gene
possa atuar em vias de sinalizacdo que modulam o equilibrio entre proliferagdo e diferenciacéo celular durante a morfogénese

cardiaca.

Adicionalmente, a marcacédo observada no epicardio € especialmente relevante, considerando que essa camada
origina células que, por meio de transi¢cdes epitélio-mesenquimais (EMT), contribuem para a formagdo do miocéardio e das
artérias coronarias. Assim, a identificagdo de ps20 no epicardio e no miocardio sugere a participacéo do gene em vias envolvidas
nesse processo, o que é reforcado por estudos que apontam seu envolvimento na regulacdo da adesdo e migragdo celular
(RESSLER & ROWLEY, 2011), eventos diretamente associados a EMT.

Embora os dados apresentados ainda ndo permitam conclus@es definitivas sobre o papel funcional de WFDC1, eles
indicam sua possivel participagdo em processos relacionados a organizacdo e remodelamento do tecido cardiaco em
desenvolvimento, coerentes com o envolvimento do gene em doencas cardiacas associadas a alteragdes morfologicas e

funcionais do coracdo (DWYER et al., 2008; LU et al., 2012).
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CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

O gene WFDCL1 é expresso de forma continua no coragéo de embrides de galinha, com sitios de expressao especificos
gue sugerem uma atuagdo na formacgéao e organizacao dos tecidos cardiacos em desenvolvimento. Em conjunto, nossos dados
indicam que o gene pode estar envolvido na modulacéo de vias de sinalizagdo associadas a adeséo, proliferacdo e migracao
celular. Apesar disso, novos estudos sdo necessarios para elucidar seus mecanismos de agdo e confirmar seu papel funcional
durante a morfogénese cardiaca. Como préximos passos, pretendemos realizar ensaios quantitativos de expressao génica para
caracterizar com maior precisdo a modulacdo de WFDC1 ao longo do desenvolvimento embrionério. Além disso, planejamos
utilizar abordagens funcionais, como a superexpressao génica, que ja conta com protocolo bem estabelecido no laboratério,

para investigar os efeitos da modulagdo de WFDC1 na formagéo cardiaca.
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