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Objetivos

Gerar células humanas produtoras de insulina
(IPC) a partir de células-tronco pluripotentes
induzidas humanas (iPSC), previamente
estabelecidas e caracterizadas pelo nosso
grupo. Para isso, foi realizado o subcultivo, a
manutengdo e o controle de qualidade da
cultura celular, reproduzindo o protocolo de
geracdo de IPC disponivel na literatura
(Hogrebe et al., 2021). A caracterizagdo da
diferenciagdo foi conduzida por citometria de
fluxo e imunofluorescéncia, com énfase na
expressao dos fatores de transcricdo NKX6-1 e
PDX1, marcadores moleculares de identidade
pancreatica. Este projeto busca contribuir para
a validagao das etapas criticas do protocolo de
geracao de IPC a partir de iPSC, com énfase
na caracterizagdo dos precursores endocrinos.

Métodos e Procedimentos

As células iPSC foram cultivadas em meio
mTeSR1 sobre placa revestida com Matrigel e
submetidas a um protocolo de diferenciagéo
em seis etapas, interrompido ao final do
estagio de progenitores pancreaticos |l
(PDX1+/NKX6-1+). As células foram
dissociadas com a enzima Acutase, fixadas em
PFA 4% e armazenadas em PBS. Apoés
permeabilizacao (Triton X-100, 0,1%) e
bloqueio (soro equino 5%), foram incu-

badas com anticorpos  anti-PDX1 e
anti-NKX6-1, seguidos de anticorpo secundario
conjugado a GFP. As amostras foram
analisadas através de citometria de fluxo (BD
Accuri™ C6, 100.000 eventos, 488 nm), com
exclusdo de debris e doublets. Paralelamente,
realizou-se imunofluorescéncia, utilizando-se
0s mesmos anticorpos e corante nuclear DAPI.
As imagens foram obtidas sob microscépio de
fluorescéncia (aumentos de 20X e 40X) com
filtros para GFP e DAPI.

Resultados

O ensaio quantitativo de citometria de fluxo
demonstrou expressao positiva de PDX1 em
99,3% dos eventos e de NKX6-1 em 44,4%,
sem detecgao na amostra controle (Figura 1A).
Além disso, foi utilizado o parametro SSC (do
inglés, side scatter) que relaciona a disperséo
lateral da luz incidida com a complexidade
interna das particulas analisadas. Observou-se
que as células positivas para NKX6-1
apresentaram SSC médio 1,44 vezes superior
a média geral, sugerindo aumento de
complexidade  morfolégica, com analise
realizada pelo software BD Accuri C6. Esses
achados corroboram os resultados de
imunofluorescéncia, nos quais a presenca do
fluoréforo GFP foi qualitativamente evidenciada
nas células analisadas (Figura 1B).
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Figura 1: A) Dot plots mostrando a intensidade de
fluorescéncia e a porcentagem de eventos positivos para
GFP (anticorpo secundario), com controles PDX1 e NKX6.1
indicados pelas linhas tracejadas vermelhas. B) Imagens
de imunofluorescéncia ao final do 4° estagio de
diferenciagcdo, com marcagao nuclear (DAPI), auséncia de
anticorpo primario e detecgdo de PDX1 ou NKX6.1 com
anticorpo secundario conjugado a GFP. Microscopia 6ptica,
20X (barra de escala = 200 pym).
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Conclusoes

Os resultados indicam que o protocolo foi
eficaz na geracdo de  progenitores
pancreaticos, embora a eficiéncia para NKX6-1
possa ser otimizada. Como préximos passos,
propde-se investigar modificagbes epigenéticas
(como mBA e m5C) e avaliar seu papel na
diferenciagdo celular, além de completar os
estagios finais para obtengdo de IPC
funcionais, incluindo ensaios de secrecdo de
insulina estimulada por glicose (GSIS). Este
trabalho visa contribuir para aumentar a
compreensao sobre os mecanismos celulares
envolvidos na diferenciagdo celular e,
idealmente, aumentar a eficiéncia dos
protocolos de reprogramagédo de iPSC ja
consolidados.
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