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Introdução: 
A cardiotoxicidade é uma das principais razões para a descontinuação de fármacos em 
desenvolvimento, seja por inviabilizar sua aprovação clínica ou por levar à retirada do 
mercado de medicamentos já comercializados. Apesar da obrigatoriedade dos ensaios de 
segurança cardíaca, os modelos pré-clínicos atuais apresentam baixa capacidade 
preditiva. Ensaios in vitro com monoculturas 2D de linhagens imortalizadas não mimetizam 
adequadamente o ambiente celular, enquanto modelos animais possuem limitações 
devido às diferenças filogenéticas entre espécies, impactando negativamente a validação 
de novos compostos (1, 2). 
Diante dos desafios éticos e econômicos no uso de animais para pesquisa, o princípio dos 
3Rs (Redução, Refinamento e Reutilização) reforça a necessidade de métodos alternativos. 
Nesse contexto, os sistemas microfisiológicos (SMF) emergem como ferramentas 
promissoras ao utilizar células humanas em microambientes controlados, proporcionando 
modelos mais fisiologicamente relevantes e aumentando a previsibilidade dos ensaios 
toxicológicos (3). Uma das principais vantagens desses sistemas é a capacidade de recriar 
o microambiente tecidual ao incorporar cultivos tridimensionais (3D) que mimetizam a 
arquitetura e a unidade funcional dos órgãos. Isso é possível pelo cultivo de organoides ou 
por sistemas baseados em células humanas cultivadas em condições finamente 
controladas, permitindo uma performance mais fisiológica 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 
diferenciação de hiPSCs têm sido constantemente aprimorados, tanto em culturas 
bidimensionais quanto na formação de organoides (5). 
 
Estado da arte: 
Nesse contexto, os sistemas microfisiológicos cardíacos (SMF) têm emergido como 
alternativas promissoras, permitindo a mimetização mais fiel da estrutura e função do 
coração. Esses modelos integram cardiomiócitos derivados de células-tronco 
pluripotentes induzidas, fibroblastos e células endoteliais, combinando engenharia de 
tecidos e microtecnologias para reproduzir propriedades eletrofisiológicas, mecânicas e 
bioquímicas essenciais do miocárdio (6). 
Nos últimos anos, avanços significativos têm sido alcançados na construção de SMF 
cardíacos, incluindo a incorporação de sensores microeletromecânicos, sistemas 
microfluídicos e organoides cardíacos para monitoramento em tempo real da 
contratilidade e da resposta elétrica do tecido (7). Modelos inovadores, como os heart-on-
a-chip, combinam plataformas microfluídicas e culturas tridimensionais para simular o 
microambiente cardíaco sob condições controladas, aumentando a relevância fisiológica 
dos ensaios de toxicidade (8). Estudos recentes demonstram que a integração de 
componentes vasculares e o controle preciso do microambiente celular podem modular 
significativamente a resposta a fármacos, tornando esses sistemas ferramentas 
estratégicas para a triagem pré-clínica e o desenvolvimento de terapias mais seguras (9, 
10). Apesar dos avanços, ainda existem desafios na padronização e validação regulatória 
desses modelos, evidenciando a necessidade de pesquisas contínuas para aprimorar sua 
aplicabilidade na avaliação de cardiotoxicidade. Além da otimização dos modelos, é 
fundamental a padronização de protocolos reprodutíveis, economicamente viáveis e 



translacionais, permitindo a efetiva transposição dos achados laboratoriais para o 
desenvolvimento de novos fármacos. 
 
Objetivos: 
Estabelecer protocolos otimizados e reprodutíveis para a diferenciação de células-tronco 
pluripotentes induzidas (hiPSC) em células endoteliais cardíacas. 
 
Metodologia: 
Cultivo e manutenção de hiPSC 
As células hiPSC serão cultivadas em meio Stemflex (Thermo Fisher) em placas de cultura 
pré-tratadas com Geltrex (ThermoFisher). As células serão mantidas em cultura até 
atingirem 80% de confluência, com troca de meio a cada 24h e realização das passagens 
através da dissociação enzimática com Accutase (Invitrogen). A análise do controle de 
qualidade será realizada periodicamente para avaliar manutenção do estado de 
pluripotência através da imunomarcação de OCT4, SSEA4, TRAI-60 e TRAI-81. 
 
Diferenciação em células endoteliais cardíacas (hiPSC-EC)  
Conforme previamente descrito (11,12) a diferenciação de hiPSC-EC será realizada com o 
plaqueamento de 2x104 por cm2 em placas tratadas com Geltrex no dia -1. Em seguida, no 
dia 0, a formação de células do mesoderma cardíaco será induzida com a troca do meio 
por BPEL (Bovine Serum Albumin (BSA) Polyvinylalchohol Essential Lipids) suplementado 
com 20 ng/ml de BMP4, 20 ng/ml de Activina A humana e 1,5 mM de CHIR99021. No dia 3, 
o meio será trocado por BPEL suplementado com 50 ng/ml de VEGF e 5 mM de XAV 939 
(inibidor da via de Wnt). No 6º dia de diferenciação, será realizado o isolamento das células 
CD34 positivas através do Kit II de seleção seguindo as recomendações do fornecedor 
(StemCell Technologies). As células isoladas serão plaqueadas a uma concentração de 20 
x 103/cm2 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 serão dissociadas com tripsina 0,25% e selecionadas de acordo com a 
porcentagem de expressão positiva de CD31/PECAM-1 determinada através de FACS. 
 
Análise da expressão gênica por reação em cadeia da polimerase em tempo real (RT-qPCR) 
A análise do perfil de expressão gênica será realizada a partir da coleta do RNA total de 
células com auxílio do kit PureLink™ RNA Mini Kit (Thermo Fischer) seguindo as 
recomendações dos fabricantes. As coletas do mRNA das três linhagens serão realizadas 
no momento 0 e ao final da diferenciação celular. Após a quantificação do RNA, será 
realizada a síntese do cDNA utilizando o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription 
(Thermo Fischer), conforme instruções do fabricante. 
Após a obtenção do cDNA, a expressão relativa dos genes de interesse será quantificada 
por RT-qPCR utilizando Sybr Green PCR Master (ThermoFischer) e CFX96 Real Time System 
(Bio-Rad). Os genes avaliados como marcadores de células endoteliais serão: PECAM1 e 
CD31. 
 
Imunofluorescência dos marcadores de pluripotência em hiPSC e de diferenciação em 
células endoteliais cardíacas. 
Amostras da cultura serão isoladas e fixadas com formalina 10% durante 20 minutos. Em 
seguida, será realizada a lavagem com PBS e permeabilização com solução composta por 
PBS/Trition-X 0,3% por 30 minutos e bloqueio com PBS/BSA 3% por 1h. Para avaliar o 
padrão de pluripotência, serão utilizados os anticorpos primários Oct4, TRA1-60, TRA1-81, 
SSEA4 por um período de 16h a 4ºC. De maneira semelhante, a imunomarcação das 
células endoteliais será realizada com a incubação com o anti-CD31 (Abcam). Após esse 
intervalo, serão realizadas duas lavagens com PBS 1x e incubação com anticorpos 



secundários por 1h. As imagens serão adquiridas em microscópio de fluorescência e 
analisadas através do software Fiji (ImageJ). 
 
Cronograma de atividades: 

 Mês 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Treinamento NB2; apresentação do projeto; 
treinamento em cultivo de células 

            

Cultivo e caracterização de hiPSC 
 

            

Diferenciação de hiPSC-EC 
 

            

Caracterização hiPSC-EC 
 

            

Escrita relatório final 
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