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Introducgéo:

A cardiotoxicidade é uma das principais razdes para a descontinuagao de farmacos em
desenvolvimento, seja por inviabilizar sua aprovacgéao clinica ou por levar a retirada do
mercado de medicamentos ja comercializados. Apesar da obrigatoriedade dos ensaios de
seguranga cardiaca, os modelos pré-clinicos atuais apresentam baixa capacidade
preditiva. Ensaios in vitro com monoculturas 2D de linhagens imortalizadas ndo mimetizam
adequadamente o ambiente celular, enquanto modelos animais possuem limitacdes
devido as diferencgas filogenéticas entre espécies, impactando negativamente a validacao
de novos compostos (1, 2).

Diante dos desafios éticos e econémicos no uso de animais para pesquisa, o principio dos
3Rs (Reducao, Refinamento e Reutilizacao) reforgca a necessidade de métodos alternativos.
Nesse contexto, os sistemas microfisioldgicos (SMF) emergem como ferramentas
promissoras ao utilizar células humanas em microambientes controlados, proporcionando
modelos mais fisiologicamente relevantes e aumentando a previsibilidade dos ensaios
toxicologicos (3). Uma das principais vantagens desses sistemas € a capacidade de recriar
0 microambiente tecidual ao incorporar cultivos tridimensionais (3D) que mimetizam a
arquitetura e a unidade funcional dos drgéos. Isso é possivel pelo cultivo de organoides ou
por sistemas baseados em células humanas cultivadas em condigdes finamente
controladas, permitindo uma performance mais fisiolégica e representativa da biologia
humana (4). Para o desenvolvimento desses sistemas, o uso de células-tronco
pluripotentes induzidas humanas (hiPSCs) tornou-se uma estratégia valiosa. Protocolos de
diferenciacdo de hiPSCs tém sido constantemente aprimorados, tanto em culturas
bidimensionais quanto na formacao de organoides (5).

Estado da arte:

Nesse contexto, os sistemas microfisioloégicos cardiacos (SMF) tém emergido como
alternativas promissoras, permitindo a mimetizacdo mais fiel da estrutura e funcao do
coracdo. Esses modelos integram cardiomiocitos derivados de células-tronco
pluripotentes induzidas, fibroblastos e células endoteliais, combinando engenharia de
tecidos e microtecnologias para reproduzir propriedades eletrofisioldgicas, mecanicas e
bioquimicas essenciais do miocardio (6).

Nos ultimos anos, avangos significativos tém sido alcangados na construgdo de SMF
cardiacos, incluindo a incorporagdo de sensores microeletromecénicos, sistemas
microfluidicos e organoides cardiacos para monitoramento em tempo real da
contratilidade e da resposta elétrica do tecido (7). Modelos inovadores, como os heart-on-
a-chip, combinam plataformas microfluidicas e culturas tridimensionais para simular o
microambiente cardiaco sob condigbes controladas, aumentando a relevancia fisiolégica
dos ensaios de toxicidade (8). Estudos recentes demonstram que a integragcdo de
componentes vasculares e o controle preciso do microambiente celular podem modular
significativamente a resposta a farmacos, tornando esses sistemas ferramentas
estratégicas para a triagem pré-clinica e o desenvolvimento de terapias mais seguras (9,
10). Apesar dos avangos, ainda existem desafios na padronizagéo e validacao regulatéria
desses modelos, evidenciando a necessidade de pesquisas continuas para aprimorar sua
aplicabilidade na avaliagcao de cardiotoxicidade. Além da otimizagdo dos modelos, é
fundamental a padronizagdo de protocolos reprodutiveis, economicamente viadveis e



translacionais, permitindo a efetiva transposicdo dos achados laboratoriais para o
desenvolvimento de novos farmacos.

Objetivos:
Estabelecer protocolos otimizados e reprodutiveis para a diferenciagao de células-tronco
pluripotentes induzidas (hiPSC) em células endoteliais cardiacas.

Metodologia:

Cultivo e manutenc¢éo de hiPSC

As células hiPSC serao cultivadas em meio Stemflex (Thermo Fisher) em placas de cultura
pré-tratadas com Geltrex (ThermoFisher). As células serdo mantidas em cultura até
atingirem 80% de confluéncia, com troca de meio a cada 24h e realizagao das passagens
através da dissociacao enzimatica com Accutase (Invitrogen). A analise do controle de
qualidade sera realizada periodicamente para avaliar manutencdo do estado de
pluripoténcia através da imunomarcacéao de OCT4, SSEA4, TRAI-60 e TRAI-81.

Diferenciacdo em células endoteliais cardiacas (hiPSC-EC)

Conforme previamente descrito (11,12) a diferenciacéo de hiPSC-EC sera realizada com o
plagueamento de 2x10* por cm? em placas tratadas com Geltrex no dia -1. Em seguida, no
dia 0, a formacgao de células do mesoderma cardiaco sera induzida com a troca do meio
por BPEL (Bovine Serum Albumin (BSA) Polyvinylalchohol Essential Lipids) suplementado
com 20 ng/mlde BMP4, 20 ng/ml de Activina A humana e 1,5 mM de CHIR99021. No dia 3,
0 meio sera trocado por BPEL suplementado com 50 ng/ml de VEGF e 5 mM de XAV 939
(inibidor da via de Wnt). No 6° dia de diferenciacgao, serd realizado o isolamento das células
CD34 positivas através do Kit Il de selegcao seguindo as recomendagoes do fornecedor
(StemCell Technologies). As células isoladas serdo plagueadas a uma concentragao de 20
x 10%cm? em placa de cultura revestida com fibronectina (1:200) em meio BPEL
suplementado com 50 ng/ml de VEGF, com troca de meio a cada dois dias. No dia 9, as
células serao dissociadas com tripsina 0,25% e selecionadas de acordo com a
porcentagem de expressao positiva de CD31/PECAM-1 determinada através de FACS.

Anélise da expressdo génica por reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-gPCR)
A analise do perfil de expressao génica serd realizada a partir da coleta do RNA total de
células com auxilio do kit PureLink™ RNA Mini Kit (Thermo Fischer) seguindo as
recomendacoes dos fabricantes. As coletas do mRNA das trés linhagens serao realizadas
no momento 0 e ao final da diferenciacdo celular. Apds a quantificacdo do RNA, sera
realizada a sintese do cDNA utilizando o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription
(Thermo Fischer), conforme instrucoes do fabricante.

Apds a obtencdo do cDNA, a expressao relativa dos genes de interesse sera quantificada
por RT-gPCR utilizando Sybr Green PCR Master (ThermoFischer) e CFX96 Real Time System
(Bio-Rad). Os genes avaliados como marcadores de células endoteliais serdo: PECAM1 e
CD31.

Imunofluorescéncia dos marcadores de pluripoténcia em hiPSC e de diferenciacdo em
células endoteliais cardiacas.

Amostras da cultura serdo isoladas e fixadas com formalina 10% durante 20 minutos. Em
seguida, sera realizada a lavagem com PBS e permeabilizacdo com solugdo composta por
PBS/Trition-X 0,3% por 30 minutos e bloqueio com PBS/BSA 3% por 1h. Para avaliar o
padrao de pluripoténcia, serdo utilizados os anticorpos primarios Oct4, TRA1-60, TRA1-81,
SSEA4 por um periodo de 16h a 4°C. De maneira semelhante, a imunomarcacao das
células endoteliais sera realizada com a incubagao com o anti-CD31 (Abcam). Apds esse
intervalo, serao realizadas duas lavagens com PBS 1x e incubagdo com anticorpos




secundarios por 1h. As imagens serdo adquiridas em microscopio de fluorescéncia e
analisadas através do software Fiji (Image)).

Cronograma de atividades:

Treinamento NB2; apresentagdo do projeto;
treinamento em cultivo de células
Cultivo e caracterizagéo de hiPSC

Diferenciagao de hiPSC-EC

Caracterizagao hiPSC-EC

Escrita relatério final
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