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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 
manutenção e o controle de qualidade da 
cultura celular, reproduzindo o protocolo de 
geração de IPC disponível na literatura 
(Hogrebe et al., 2021). A caracterização da 
diferenciação foi conduzida por citometria de 
fluxo e imunofluorescência, com ênfase na 
expressão dos fatores de transcrição NKX6-1 e 
PDX1, marcadores moleculares de identidade 
pancreática. Este projeto busca contribuir para 
a validação das etapas críticas do protocolo de 
geração de IPC a partir de iPSC, com ênfase 
na caracterização dos precursores endócrinos. 

 

Métodos e Procedimentos 
As células iPSC foram cultivadas em meio 
mTeSR1 sobre placa revestida com Matrigel e 
submetidas a um protocolo de diferenciação 
em seis etapas, interrompido ao final do 
estágio de progenitores pancreáticos II 
(PDX1+/NKX6-1+). As células foram 
dissociadas com a enzima Acutase, fixadas em 
PFA 4% e armazenadas em PBS. Após 
permeabilização (Triton X-100, 0,1%) e 
bloqueio (soro equino 5%), foram incu- 

 

badas com anticorpos anti-PDX1 e 
anti-NKX6-1, seguidos de anticorpo secundário 
conjugado à GFP. As amostras foram 
analisadas através de citometria de fluxo (BD 
Accuri™ C6, 100.000 eventos, 488 nm), com 
exclusão de debris e doublets. Paralelamente, 
realizou-se imunofluorescência, utilizando-se 
os mesmos anticorpos e corante nuclear DAPI. 
As imagens foram obtidas sob microscópio de 
fluorescência (aumentos de 20X e 40X) com 
filtros para GFP e DAPI. 

 

Resultados 
O ensaio quantitativo de citometria de fluxo 
demonstrou expressão positiva de PDX1 em 
99,3% dos eventos e de NKX6-1 em 44,4%, 
sem detecção na amostra controle (Figura 1A).   
Além disso, foi utilizado o parâmetro SSC (do 
inglês, side scatter) que relaciona a dispersão 
lateral da luz incidida com a complexidade 
interna das partículas analisadas. Observou-se 
que as células positivas para NKX6-1 
apresentaram SSC médio 1,44 vezes superior 
à média geral, sugerindo aumento de 
complexidade morfológica, com análise 
realizada pelo software BD Accuri C6. Esses 
achados corroboram os resultados de 
imunofluorescência, nos quais a presença do 
fluoróforo GFP foi qualitativamente evidenciada 
nas células analisadas (Figura 1B). 

 



 

 

 
Figura 1: A) Dot plots mostrando a intensidade de 
fluorescência e a porcentagem de eventos positivos para 
GFP (anticorpo secundário), com controles PDX1 e NKX6.1 
indicados pelas linhas tracejadas vermelhas. B) Imagens 
de imunofluorescência ao final do 4º estágio de 
diferenciação, com marcação nuclear (DAPI), ausência de 
anticorpo primário e detecção de PDX1 ou NKX6.1 com 
anticorpo secundário conjugado a GFP. Microscopia óptica, 
20X (barra de escala = 200 μm). 
 

Conclusões 
Os resultados indicam que o protocolo foi 
eficaz na geração de progenitores 
pancreáticos, embora a eficiência para NKX6-1 
possa ser otimizada. Como próximos passos, 
propõe-se investigar modificações epigenéticas 
(como m6A e m5C) e avaliar seu papel na 
diferenciação celular, além de completar os 
estágios finais para obtenção de IPC 
funcionais, incluindo ensaios de secreção de 
insulina estimulada por glicose (GSIS). Este 
trabalho visa contribuir para aumentar a 
compreensão sobre os mecanismos celulares 
envolvidos na diferenciação celular e, 
idealmente, aumentar a eficiência dos 
protocolos de reprogramação de iPSC já 
consolidados.  
Os autores declaram não haver conflito de 
interesses. Autor LPS realizou o cultivo celular, 
os ensaios, coleta e análise dos dados. MCM 
participou da concepção e planejamento do 
estudo e ofereceu suporte para os ensaios, 
participou da redação e revisão final do 
resumo. IBBS participou da concepção e do 
planejamento do estudo e ofereceu suporte 
para os ensaios. MCS participou da concepção 

e planejamento do estudo e da revisão final do 
resumo. Todos os autores aprovaram a versão 
final do resumo. 
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