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RESUMO

As iPSC séo células sométicas adultas que foram geneticamente reprogramadas
para retornar a um estado pluripotente, semelhante ao das células-tronco
embrionarias. A pluripoténcia € a capacidade da célula de se autorrenovar
indefinidamente e se diferenciar nos tipos celulares dos trés folhetos embrionarios
ectoderma, mesoderma e endoderma. A caracterizacdo da pluripoténcia consiste na
confirmacéo de que uma célula reprogramada atingiu o estado de pluripoténcia. Este
estudo visa utilizar a tecnologia das iPSC como uma alternativa para pacientes com
graves doencas hepaticas crénicas onde o0 Unico tratamento é o transplante. A
realizacdo da caracterizacdo ocorre por meio de varios ensaios de caracterizagao.
Neste estudo utilizou-se o RT-PCR, imunofluorescéncia, citometria de fluxo e
diferenciagao espontanea. Inicialmente as iPSC foram descongeladas, expandidas e
apos alcancarem a confluéncia de 80% as células foram processadas para a
execucdo das analises. O RT-PCR foi realizado para comprovar a auséncia dos
transcritos virias do Sendai SeV, KOS, KLF4 e c-Myc utilizados na reprogramacéo da
populacdo de eritroblastos oriundos das células mononucleares do sangue periférico
isoladas das amostras do Pac 48. Em seguida, foi analisada a expressdo dos
transcritos relacionados a pluripoténcia DMNT3B, DPPA4, KLF4, LIN28, NANOG,
NODAL, OCT3/4, REX1 e SOX2. Confirmando os resultados do RT-PCR, o ensaio de
imunofluorescéncia foi realizado para identificar a expressao de proteinas, foram
usados os marcadores intracelulares OCT3/4, SOX2 e NANOG, e os marcadores de
superficie SSEA4 e TRA1-81. Adicionalmente foi realizada a analise quantitativa por
citometria de fluxo para identificar a expressédo dos marcadores intracelulares OCT3/4,
SOX2, NANOG, e os marcadores de superficie SSEA4 e TRA1-60. Por fim, foi
realizado o ensaio de diferenciacdo espontanea onde foi identificada a expresséo dos
trés folhetos embrionarios utilizando os marcadores HNF4 para endoderma,
Brachyury para mesoderma e Nestina para ectoderma. Concluiu-se com eficiéncia a
caracterizacdo da pluripoténcia da IPSC Pac 48. Foi utilizado um compilado de
técnicas de caracterizacdo neste estudo, possibilitando o desenvolvimento de uma
ferramenta poderosa e fundamentada por achados de outros autores e colaboradores

descritos na literatura.
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ABSTRACT

IPSC are adult somatic cells that have been genetically reprogrammed to revert
to a pluripotent state, similar to that of embryonic stem cells. Pluripotency is the cell's
ability to self-renew indefinitely and differentiate into the cell types of the three
embryonic germ layers: ectoderm, mesoderm, and endoderm. Pluripotency
characterization consists of confirming that a reprogrammed cell has reached the
pluripotent state. This study aims to use iPSC technology as an alternative for patients
with severe chronic liver diseases where the only treatment is transplantation. The
characterization is performed through various characterization assays. In this study,
RT-PCR, immunofluorescence, flow cytometry, and spontaneous differentiation were
used. Initially, the iPSCs were thawed and expanded, and after reaching 80%
confluence, the cells were processed for the analyses. RT-PCR was performed to
confirm the absence of the viral transcripts of Sendai SeV, KOS, KLF4, and c-Myc
used in the reprogramming of the erythroblast population derived from peripheral blood
mononuclear cells isolated from the Pac 48 samples. Subsequently, the expression of
the pluripotency-related transcripts DMNT3B, DPPA4, KLF4, LIN28, NANOG, NODAL,
OCT3/4, REX1, and SOX2 was analyzed. Corroborating the RT-PCR results, the
immunofluorescence assay was performed to identify protein expression, using the
intracellular markers OCT3/4, SOX2, and NANOG, and the surface markers SSEA4
and TRA1-81. Additionally, a quantitative analysis by flow cytometry was performed to
identify the expression of the intracellular markers OCT3/4, SOX2, NANOG, and the
surface markers SSEA4 and TRA1-60. Finally, the spontaneous differentiation assay
was performed, where the expression of the three embryonic germ layers was
identified using the markers HNF4 for endoderm, Brachyury for mesoderm, and Nestin
for ectoderm. The pluripotency characterization of the Pac 48 iPSC was concluded
efficiently. A compilation of characterization techniques was used in this study,
enabling the development of a powerful tool substantiated by the findings of other

authors and collaborators described in the literature.

Keywords: human induced pluripotent stem cells, pluripotency characterization,

tissue bioengineering.
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1 INTRODUCAO

1.1 Figado e doencgas hepaticas

O figado é um 6rgéo fundamental para a manutencdo da homeostase do corpo
humano. Este 6rgdo, que desempenha fungcbes imunologicas e metabdlicas
essenciais para o desenvolvimento do corpo, é predominantemente formado por
células hexagonais conhecidas como hepatdécitos, as quais exibem um dominio apical
e basal repleto de organelas intracelulares (Junqueira e Carneiro, 2023).

Apesar de ser o segundo maior 6rgdo do corpo e possuir uma imensa
capacidade regenerativa, lesdes graves podem comprometer significativamente sua
funcionalidade e habilidade de recuperacdo. Muitos fatores, como 0 consumo
excessivo de bebidas alcodlicas, uso de drogas, o aumento da obesidade, diabetes
tipo 2, infec¢cdes causadas pelos virus da hepatite B e C e fatores genéticos podem
progredir para o quadro de fibrose e afetar este 6rgao (Ginés, et al., 2021).

A fibrose € o primeiro sinal de que a leséo esté se tornando grave, em estagios
iniciais de fibrose leve a moderada, existe a possibilidade de tratamento onde o
processo é constantemente reversivel, ja a cirrose € a fase avancada e grave da
fibrose, neste estagio o tecido cicatricial se espalha e forma nédulos que causam um
dano estrutural e funcional permanente no figado, onde o tecido fibrosado nado
consegue realizar as fungBes normais do 6rgdo como a producdo de proteinas e
desintoxicacao, resultando no blogueio do fluxo sanguineo e causando a hipertenséo
portal (Ginés, et al., 2021).

O carcinoma hepatocelular (CHC) em 80% a 90% dos casos, é decorrente de
complicagOes da cirrose. Os danos causados pela inflamacéo cronica e a tentativa de
regeneracao celular forcada no figado cirrético pode causar erros genéticos
originando mutagdes que as tornam cancerosas (Roehlen, et al., 2020).

Sendo assim, lesdes provocadas por esses fatores podem ser irreversiveis,
sendo, atualmente, o transplante de figado o Unico tratamento definitivo para doencas
cronicas hepaticas avancadas (Roehlen, et al., 2020). No entanto, a quantidade,
disponibilidade e viabilidade sédo reduzidas o que torna alternativas para essa
escassez imprescindiveis (Ginés, et al., 2021). Nesse sentido, a medicina

regenerativa, que é constantemente usada como sindnimo de bioengenharia de
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tecidos ou tecidual em modelos com uso de células-tronco como fonte celular, surge
como uma alternativa promissora para pacientes que convivem com doencas
hepaticas graves que possuem como Unica alternativa o transplante de figado
(Berthiaume, et al., 2011).

1.2 Bioengenharia de tecidos

A bioengenharia de tecidos consiste na substituicdo de células, tecidos ou
orgdos humanos com objetivo de restaurar a funcdo normal de um 6rgéo ou tecido
que foi danificado por diversos fatores, como envelhecimento, estilo de vida e
possiveis deficiéncias congénitas (Dias, et al., 2022).

A bioengenharia de tecidos envolve alguns aspectos, como a juncao de células
e fatores de crescimento, a producdo de biomateriais possibilitando a criacdo de
maquinas de perfusdo de 6érgaos, técnicas de bioimpressao 3D, geracdo de
organoides, o desenvolvimento de moléculas eletivas para fatores de crescimento,
producdo de o6rgdos em um chip por meio de microfluidica para testes de
medicamentos e a criacdo de matriz extracelular como uma estrutura de érgdos
abrangendo técnicas de descelularizacado (Dias, et al., 2022).

Estudos recentes descritos na literatura por Telles-Silva, 2023; Nair, 2023 e
Zhang, 2024 relacionados a fisiologia hepatica, biologia molecular, células-tronco e
matriz extracelular tém evidenciado o desenvolvimento da bioengenharia de tecidos
demonstrando um avango importante nessa area da ciéncia. Os avancos neste setor
proporcionaram o desenvolvimento de técnicas para a geracdo de 6rgaos bioartificiais
com potenciais aplicacdes na medicina regenerativa (Zhang, et al., 2023). Destaca-se
como estratégia da bioengenharia tecidual o estudo de arcaboucos hepaticos
baseados em matriz extracelular que vem sendo amplamente aplicado na medicina
regenerativa, sugerindo que o transplante de arcabouco hepatico pode auxiliar no
restabelecimento da funcdo hepatica, o que representa um grande potencial como

tratamento para pacientes com doenca hepatica (Dias, et al., 2022).
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1.2.1 Utilizagdo da bioengenharia de tecidos na clinica em doencgas
hepaticas

Ao longo dos ultimos 50 anos, o transplante hepatico tornou-se procedimento
padrdao em muitos paises do mundo (Meirelles, et al., 2015). O sucesso terapéutico
evidenciado pelas melhorias substanciais na sobrevida pés-operatoria gerou um
aumento significativo na disposi¢cdo por 6rgdos. Contudo, apesar da introducédo de
transplantes com doadores vivos para mitigar a escassez de 6rgdos de doadores
falecidos, a oferta se mantém criticamente defasada em relacdo a demanda
(Associacéo Brasileira de Transplante de Orgédos — ABTO, 2025). Consequentemente,
a questao do racionamento de figados disponiveis tem apontado de forma lamentavel
a questao da auséncia desses 0rgdos para a realizacdo de transplantes que resultam
na sobrecarga do sistema de salde e na angustia de pacientes que aguardam na fila
(Feng, et al., 2024). O desequilibrio existente entre a elevada procura por transplantes
de figado e o baixo nimero de 6rgaos disponiveis evidencia a necessidade imediata
de estratégias terapéuticas alternativas para pacientes com insuficiéncia hepatica
aguda e crbnica (Tsolalo, et al., 2015).

O transplante de hepatdcitos foi proposto como estratégia alternativa ao
transplante de figado. Desde o primeiro transplante de hepatécitos humanos realizado
por Demetrious e colaboradores (1993), estudos clinicos tém sido conduzidos em
pacientes com doencas hepéticas adquiridas ou hereditarias (Dhawuan, et al., 2006;
Gramignoli, et al., 2015).

Em resumo, o procedimento consiste na infusao de hepatdcitos pela veia porta,
que sobreviveram por tempo consideravelmente necessario para corrigir parcialmente
o distlrbio metabdlico (Ibars, et al., 2016). No entanto, a obtencao desses hepatdcitos
humanos é um processo complexo devido a escassez de fontes adequadas para o
isolamento celular, a infraestrutura necessdaria para realizar esse isolamento, a
conservacao e a fragilidade da manutencéo dos hepatdécitos (Ibars, et al., 2016).

Portanto, essa realidade impde uma limitagcdo significativa em relacédo ao
avancgo da pesquisa e da aplicagéo clinica do transplante celular. Nesse sentido, a
bioengenharia de tecidos surge como uma ferramenta promissora, onde muito se tem

estudado sobre atualizagcbes e estratégias mais apropriadas para auxiliar no
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desenvolvimento de enxertos hepéticos funcionais e de novas terapias para

transplante.

1.2.2 Avanc¢os na bioengenharia de tecidos na clinica em doencgas

hepaticas

De modo geral, terapias alternativas sdo fundamentais e um exemplo disso € a
descelularizacdo por perfusdo ou perfusion decellularization. Inicialmente utilizada
para criar um coracao bioartificial (Taylor, et al., 2020), essa técnica também permitiu
a geracdo de enxertos hepaticos transplantaveis a partir de matriz hepatica
descelularizada (Ott, et al., 2008; Uygun, et al., 2010). O processo de descelurizacao
encontra-se representada na Figura 1.

Resumidamente, a descelularizacdo é um processo que utiliza diversas
metodologias e agentes de descelularizacdo para remover o conteudo celular do
tecido, deixando apenas a matriz extracelular (MEC) e moléculas bioativas (Morawski,
et al., 2025). Nesse sentido, o processo € dividido em duas fases: uma fase nucleica
e uma fase de DNA, cada fase consiste em ciclos de descelularizacdo de 2 horas
aproximadamente, tanto na fase nucleica quanto na de DNA, cada ciclo é seguido por
um intervalo e durante o intervalo, uma biopsia por agulha grossa é retirada do 6rgao
(Morawski, et al., 2025). Na fase nucleica, a bidpsia deve ser avaliada quanto a
presenca de nucleos celulares em espécimes de cortes congelados usando
coloracdes de hematoxilina e eosina (H&E) e na imunocoloracdo com o marcador
nuclear DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) (Morawski, et al., 2025). Os ciclos de
descelularizacdo da fase nucleica devem ser repetidos até que nenhum nucleo ou
fragmento de DNA seja visivel em nenhuma das coloracgfes, essa observacao justifica
a transicao para a fase de DNA, da mesma forma, a avaliagdo quantitativa do DNA e
do comprimento do fragmento de DNA deve seguir cada ciclo na fase de DNA
(Morawski, et al., 2025). Os ciclos de descelularizagdo devem ser repetidos até que
0s critérios para o contetdo de DNA sejam atendidos, deixando no maximo <50 ng de
DNA/mg de peso seco da MEC e nenhum fragmento de DNA com mais de 200 pb de
comprimento sejam encontrados (Morawski, et al., 2025).

Atualmente, as metodologias essenciais utilizadas para descelularizagéo

incluem métodos fisicos, quimicos ou enzimaticos. Em geral, o inicio da
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descelularizacdo comeg¢a com a perfusdo de todo o figado com solucdo salina ou agua
destilada, como demonstrado por Robertson e colaboradores (2018) na producao de
scaffolds ou “arcaboucos” de figado de rato e por Lang e colaboradores (2011) na
producdo de scaffolds ou “arcabougos” de figado de porco. Posteriormente, 0s
detergentes quimicos em varias concentracdes sdo perfundidos para promover a
remocgao celular. Algumas modificagdes sdo observadas em protocolos distintos,
como diferentes tipos de solucbes detergentes, dodecil sulfato de sodio (SDS, do
inglés Sodium Dodecyl Sulfate), Triton X-100, desoxicolato de sddio; duracdo da
perfusdo e vasos usados para realizar a perfusdo das substéncias no processo de
descelularizacao (Dias, et al., 2022).

Os tecidos e orgaos descelularizados fornecem plataformas fisiologicas
adequadas para enxerto e funcionalizacdo das células. Essas abordagens originam
um arcabouco tridimensional que mantém as propriedades bioquimicas, fisico-
quimicas, biolégicas e a integridade estrutural do tecido ou 6rgéo original, preservando
a composicao e a funcdo da MEC (Dias, et al.,2022). A MEC pode fornecer um
microambiente que mimetiza a fisiologia para melhorar as interacdes célula-célula e a
secrecdo de proteinas essenciais e fatores de crescimento preservando os fatores
de proliferacao e diferenciacao celular no reparo e remodelacéo do tecido desejado
(Dias, et al., 2022).

Apoés a descelularizacdo, o enxerto de matriz extracelular pode ser repovoado
com tipos de células especificas do 6rgdo que aderem a microestrutura do tecido,
constituindo a recelularizagdo. Dois fatores-chave determinam a eficiéncia da
recelularizacdo: o método de deposicdo/reinsercéo celular e o tipo de célula (Asadi,
et al., 2021). O método de deposicao pode ser do tipo estatico ou ativo. Na deposicéo
estatica de células, ocorre a injecdo de suspensdes celulares concentradas no
arcabouco, resultando em penetracédo celular, proliferacdo e estabelecimento de
microvasos (Watanabe, et al., 2019; Asadi, et al., 2021). Ja na deposi¢ao ativa envolve
a perfuséo celular por meio da rede vascular nativa do figado, realizada por meio da
canulacao das veias porta e central resultando na proliferagdo e adeséo das células
(Asadi, et al., 2021).

Com os recentes avan¢cos na engenharia de tecidos hepaticos, diferentes

estratégias tém sido estudadas para gerar hepatécitos ou células similares as
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hepéticas in vitro (Dias, et al., 2022). Conforme dito anteriormente, a obtencdo de
hepatécitos humanos priméarios € um processo dificil, sendo o isolamento celular
dificultado pela baixa disponibilidade de fontes, pelas demandas de infraestrutura e
pela rapida perda de funcionalidade ex vivo.

Essa limitagcdo justifica a intensa procura por fontes celulares alternativas e
ilimitadas, que possam ser expandidas mantendo as caracteristicas metabdlicas
necessarias. Nesse contexto, as células-tronco de pluripoténcia induzida (iPSC)
surgem como uma alternativa eficaz, sendo uma das fontes celulares alternativas que
demonstram grande potencial como ferramenta para a geracdo de hepatdécitos
(Bayarsaikhan, et al., 2024).

Figura 1 — Imagem ilustrativa do processo de descelularizacédo e recelularizagdo de 6rgaos. Na
descelularizagdo, um érgéo nativo, neste exemplo, coracédo e figado, é perfundido com detergentes e
enzimas em um biorreator, removendo as células e deixando apenas a matriz extracelular (MEC) com
sua arquitetura vascular intacta. Na recelularizagdo, este arcabouco acelular é repovoado com células
apropriadas (nesse caso, células-tronco pluripotentes, células endoteliais, cardiomiocitos no caso do

coracdo) para reconstituir um 6rgéo bioartificial funcional e vascularizado.
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1.3 Células-tronco de pluripoténcia induzida humanas (iPSC)

1.3.1 Contexto historico e propriedades das iPSC

A descoberta da transferéncia nuclear de células somaticas comprovou que as
células somaticas podem transportar 0 mesmo c6digo genético que o zigoto e que
partes estimuladoras deste cddigo séo suficientes para reprogramar a célula a um
estado inicial de desenvolvimento (Takahashi e Yamanaka, 2006). A descoberta
consistiu em um avango revolucionario na reprogramacao celular. Até entéo,
acreditava-se que a diferenciacéo celular era um processo unidirecional, ou seja, uma
célula somatica especializada nédo poderia regredir a um estado pluripotente, definida
como a capacidade de gerar todos os tipos de células do corpo, exceto a placenta
(Takahashi e Yamanaka, 2006). Takahashi, Yamanaka e sua equipe, ha Universidade
de Kyoto, desafiaram essa teoria com a hipétese de que a introducéo de fatores de
transcricdo especificos, que sdo as proteinas que se ligam ao DNA e regulam a
expressao génica, poderia induzir uma célula somatica a reverter seu estado de
diferenciacéo (Takahashi e Yamanaka, 2006).

A equipe inicialmente testou 24 fatores de transcricdo que eram conhecidos por
serem importantes na manutencao da pluripoténcia de células-tronco embrionarias
(ESC). Os pesquisadores introduziram esses 24 fatores em células de fibroblastos de
camundongo utilizando vetores virais. Em seguida, por meio de um processo de
eliminacdo, Takahashi e Yamanaka descobriram que apenas quatro fatores de
transcricdo eram suficientes e essenciais para a reprogramacao: OCT3/4, SOX2,
KLF4 e c-Myc. A expressao desses quatro fatores induziu os fibroblastos adultos a
regredir a um estado celular com caracteristicas muito semelhantes as células-tronco
embrionarias (Takahashi e Yamanaka, 2006). O impacto desta descoberta resultou
nas células-tronco de pluripoténcia induzida (iPSC) que possuem capacidade de
autorrenovacao, reparo, regeneracao e diferenciacao celular, possuindo propriedade
de pluripoténcia das células-tronco embrionéarias, o que forneceu um mecanismo
molecular para reprogramacao celular (Karagiannis, et al., 2019; Romanazzo, et al.,
2020).

A descoberta das iPSC contornou questdes éticas associadas ao uso de células-
tronco embrionérias, por ndo fazer uso de embrides no desenvolvimento de estudos

e pesquisas. Diante disso, abriu caminho para a medicina regenerativa e de precisao
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permitindo a geracdo de células especificas de pacientes com doencgas genéticas para
estudo e a possibilidade de gerar células de transplante como hepatdcitos, neurbnios
ou cardiomidcitos a partir das proprias células do paciente, eliminando a rejeicao
imunologica (Takahashi e Yamanaka, 2007).

Conforme citado anteriormente, a elaboracgéo inicial das iPSC foi realizada pela
expressdo ectopica de quatro genes especificos: OCT4, KLF4, SOX2 e c-Myc;
conhecidos como fatores de Yamanaka ou fatores OSKM representados na Figura 2
(Takahashi e Yamanaka, 2006). Cada gene possui uma funcao reguladora importante
responsavel pela expressdo da pluripoténcia da iIPSC. OCT4 e SOX2 sao
responsaveis pela regulacdo positiva de genes de células-tronco embrionérias e a
regulacédo negativa de genes de diferenciacdo, c-MYC e KLF4 pela regulacdo positiva
de proliferacdo celular e c-MYC pelo afrouxamento da estrutura da cromatina
(Takahashi e Yamanaka, 2006; Biologia Molecular da Célula, 2017).

Desde entéo, as iPSC vém sendo obtidas de uma ampla gama de tipos celulares,
propondo um mecanismo molecular universal, podendo ser obtidas a partir de células
somaticas adultas, como células mononucleares do sangue periférico (PBMC, do
inglés Peripheral Blood Mononuclear Cell) e fibroblastos (Takahashi e Yamanaka,
2007). Nesse sentido, considerando a abundancia de fontes de iPSC em comparacao
as de outras células-tronco pluripotentes, estudos sobre uso de iPSC para modelar o
desenvolvimento de tecidos, 6rgaos e outros sistemas do corpo tem se ampliado, bem
como atualmente vém sendo utilizadas para modelar doengcas por meio da
reprogramacao de amostras de pacientes.

A possibilidade de reprogramar células soméaticas como as PBMC, utilizando os
fatores de Yamanaka, superou a escassez de células e as barreiras éticas da pesquisa
com células-tronco embrionarias. Por esta razdo, e devido as suas caracteristicas de
pluripoténcia ilimitada e potencial de diferenciacdo, as iPSC humanas fundamentam
novas terapias celulares e a possibilidade de descoberta de farmacos com aplicagéo
clinica. Essa aplicabilidade é relevante em diversos campos, inclusive na hepatologia,
onde a capacidade de gerar hepatécitos especificos do paciente permite ndo apenas
o estudo in vitro da toxicidade de novos medicamentos, mas também o avanco do

transplante celular autélogo.
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Ademais, diversos modelos foram propostos para explicar os eventos que
reprogramam a célula para o estado pluripotente, sendo a estrutura para 0s eventos
moleculares que reprogramam uma célula crucial para o avanco da tecnologia iPSC

(Karagiannis, et al., 2019).

Figura 2 — Imagem ilustrativa dos reguladores de transcricdo OSKM.
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1.3.2 Processo de reprogramacao das iPSC

O comprometimento com o desenvolvimento de métodos de reprogramacéo in
vivo para converter células em um tipo de célula especifica para reparar danos no
corpo representa um novo paradigma nas abordagens para regeneracéo de tecidos.
Sendo assim, desde a primeira geracdo de IPSC por Yamanaka e colaboradores
(2006) muito se tem avancado para desenvolver novos procedimentos que
ampliassem a eficiéncia da reprogramacao, eliminando a necessidade de vetores
virais (Takahashi e Yamanaka, 2007).

Romanazzo e colaboradores (2020) apontaram as técnicas de aplicacdo para

abordagens terapéuticas e reprogramacao para geracdo de iPSC fornecendo uma
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visdo geral dos ensaios clinicos, sendo estas representados na Figura 3 (Romanazzo,
et al., 2020). Dentre eles, estudos recentes indicam citocinas especificas capazes de
manter a pluripoténcia das células-tronco embrionarias, sendo elas inibidores de
bFGF, MEK/ERK e GSK3, e usaram esses compostos para o transplante nuclear de
células somaticas (TNSC, do inglés Somatic Cell Nuclear Transfer), um procedimento
pelo qual o ndcleo de uma célula somética é integrado com um ovoécito maduro
enucleado, com a finalidade de gerar uma célula-tronco embrionaria (Junyung, et al.,
2014; Javier, et al., 2016; Romanazzo, et al., 2020).

Em 2009, Kim e colaboradores, visando métodos de reprogramacao livres de
virus e transgenes, revelaram iPSC humanas pela integracdo de proteinas de
reprogramacdo ancoradas em peptideos de penetracdo celular apresentando
desafios na distribuicdo de proteinas através da membrana celular (Kim, et al., 2009;
Xiao, 2013; Romanazzo, et al., 2020).

Em 2010, Warren e colaboradores avancaram na area ao reprogramar células
utilizando a transfeccdo de mRNA sintético modificado, conhecido como mod-mRNA
descartando a necessidade de transducdao viral (Warren, et al., 2010; Michael, et al.,
2014; Romanazzo, et al., 2020). Hou e colaboradores (2013) encontraram uma
combinagado que foi capaz de originar iPSC pela primeira vez, envolvendo o uso de
proteinas e pequenas moléculas, como Forskolin (FSK), Valproic acid sodium salt
(VPA), CHIR99021 (CHIR), resultando numa nova abordagem para a reprogramacao
pluripotente que elimina a necessidade de fatores virais e biomoléculas sensiveis
(Hou, et al., 2013; Romanazzo, et al., 2020).

Independentemente da estratégia de reprogramacao utilizada, as IPSC
representam uma ferramenta de estudo fundamental devido a sua capacidade de
diferenciacdo em células especializadas que as habilita para aplicacdo na pratica
clinica, desde a modelagem de doencas até o transplante celular em pacientes.

1.3.3 Aplicacéo das células-tronco das iPSC

Conforme discutido, considerando a capacidade de originar quase todos os tipos
de células maduras do corpo humano e se autorrenovar indefinidamente, as iPSC tém
desempenhado um papel central na terapia regenerativa e medicina de precisdo na

tltima década. A plasticidade somatica desperta a possibilidade promissora de
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reprogramar as células de um paciente para reparar qualquer tecido do corpo
(Takahashi & Yamanaka, 2006). O surgimento da tecnologia iPSC obteve grande
impacto em terapias regenerativas e modelagem de doencas (Romanazzo, et al.,
2020).

O estudo de modelos de doencas fundamentadas em iPSC humanas sé&o
consideradas alternativas promissoras devido ao seu suprimento ilimitado de células
fenotipicas clinicamente importantes, sua origem humana, seu potencial de derivacéo
a partir de qualquer individuo, facil acessibilidade e escalabilidade e os avancos
significativos na compreensao da etiologia e progressao de um conjunto diversificado
de doencas, como a doenca de Parkinson, a doenca de Alzheimer e doencas
cardiacas hereditarias (Doss, et al., 2019).

Assim como em estudos fundamentais, o uso de terapia com células-tronco em
pacientes com HIV otimizou a manutencao da laténcia da carga viral e capacidade de
reduzir gradualmente os regimes antirretrovirais (Khalid, et al., 2021). Bem como no
transplante de células derivadas de iPSC em modelos pré-clinicos de Lesdo Medular
Espinhal (LME), foi demonstrada a recuperacao da fungédo motora promovida por meio
da reconstrucdo do trato cortico espinhal, restaurando o0s circuitos neuronais
interrompidos de maneira retransmitida (Martin-Lopez, et al., 2021).

Além disso, as iPSC de células sométicas podem ser utilizadas no estudo da
carcinogénese por meio da super expressao ou silenciamento de oncogenes e genes
supressores de tumores e rastrear as alteracdes e comportamentos celulares durante
o0 inicio e a progressao do cancer (Curry, et al., 2015).

Ademais, a geracdo de iIPSC a partir de células cancerigenas humanas
representa a possibilidade de desenvolver modelos in vitro de carcinogénese para
tipos de cancer como glioblastoma e cancer gastrointestinal, uma vez que, devido a
auséncia de um modelo relevante para estudar a progressao do cancer, a pesquisa
adequada em ambientes clinicos tornou-se limitada (Stricker, et al., 2014).

Ademais, as iPSC destacaram-se positivamente no estudo de novos farmacos e
na descoberta promissora de medicamentos utilizando modelos humanos in vitro de
doencas. Células fenotipicas como cardiomiécitos, células neuronais, hepatocitos,

células B-pancreaticas secretoras de insulina e células progenitoras renais podem ser
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geradas a partir de IPSC derivadas de individuos saudaveis e pacientes, em
guantidade ilimitada para ensaios de alto rendimento (Elitt, et al., 2018).

As analises O6micas em larga escala de iPSC diferenciadas em células
fenotipicas doentes e saudaveis indicam as redes regulatérias prejudicadas pela
doenca e consequentemente afetadas por medicamentos. Desse modo, as IPSC
tornam-se uma ferramenta importante para futuras descobertas na industria

farmacéutica (Shinde, et al., 2016).

Figura 3 — Imagem ilustrativa da aplicacao e das técnicas de reprogramacao da iPSC.
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JUSTIFICATIVA

A doenca hepatica cronica é tratada unicamente por meio de transplante. Em
2023, a lista de espera para transplante teve a inclusdo de 122 pacientes por dia,
marcando um aumento de 6,9 vezes em comparacéo a 2022 (Organ Procurement and
Transplantation Network, 2022). O prognostico negativo associado a insuficiéncia
hepética terminal sugere que qualquer avango capaz de reduzir as listas de espera
por transplantes e solu¢cdes que estendam a expectativa de vida dos pacientes e
otimizem os gastos com saude sejam consideradas. Dessa forma, a dependéncia de
doadores limitados exigiu o desenvolvimento de tratamentos alternativos baseados
em bioengenharia. A recelularizacdo é uma abordagem promissora que visa
solucionar a escassez de 6rgaos. Para isso, os arcaboucos podem ser gerados por
meio da descelularizacéo, sendo estes preenchidos com células hepéaticas especificas
altamente funcionais resultando na recuperacao de funcbes hepaticas importantes.
Nesse sentido, 0 uso de hepatdcitos diferenciados a partir de iPSC com o objetivo de
recelularizar arcaboucos hepéticos acelulares torna-se uma possibilidade. A
utilizacdo das iPSC é descrita na literatura como fonte celular confiavel devido a sua
proliferacdo sustentada por meio da autorrenovacéo e capazes de se diferenciar em
linhagens celulares provenientes das trés camadas germinativas (Yamanaka, 2020).
Para isso, é fundamental que se defina protocolos de caracteriza¢do da pluripoténcia
dessas células obtidas a partir de células somaticas para que estas sejam de fato

caracterizadas como pluripotentes e utilizadas para o devido fim.
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2 OBJETIVO
3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar a pluripoténcia de células-tronco de pluripoténcia induzida
humanas (iPSC) de individuo saudavel.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Cultivar iPSC de individuo saudavel a partir do isolamento de células
mononucleares do sangue periférico.

3.2.2 Avaliar a presenca do vetor viral Sendai por RT-PCR.

3.2.3 Realizar a caracterizacdo da pluripoténcia da iPSC por RT-PCR.

3.2.4 Avaliar a caracterizagao da pluripoténcia da iPSC por citometria de fluxo.

3.2.5 Analisar a caracterizacdo da pluripoténcia da iIPSC por
imunofluorescéncia.

3.2.6 Efetuar a caracterizacdo da pluripoténcia da iPSC por diferenciacao

espontanea.
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3 MATERIAIS E METODOS

O projeto desenvolvido neste estudo visa a pesquisa experimental qualitativa
realizada em laboratdrio com a finalidade de executar experimentos monitorados que
assegurem sua aplicabilidade baseada nos resultados observados. A proposta deste
estudo teve como intuito a selecdo de uma (1) linhagem de iPSC em biobanco, gerada
de doador jovem saudavel, ou seja, o doador ndo representa riscos de transmissao
de doencas, ndo possui doengas cronicas e comorbidades, para caracterizacao da
pluripoténcia dessa célula-tronco oriunda do doador.

O projeto encontra-se aprovado no Comité de Etica em Pesquisa sob nimero
CAEE: 16079319.0.0000.5257.

A etapa de caracterizacdo de pluripoténcia da célula-tronco corresponde ao
passo posterior da geracdo da mesma, tendo esta sido realizada por pesquisadores
do nosso grupo anteriormente a esse projeto. O protocolo da geracdo de IPSC
estabelecido em nosso laboratério se inicia no isolamento de células mononucleares
do sangue periférico e posterior realizacdo da hematopoese de estresse e transducao
viral das células obtidas. A hematopoese de estresse consistiu na reprogramacao de
1 x 108 células mononucleares do sangue periférico. Para o cultivo in vitro das células
mononucleares utilizou-se o volume de 1989,2 pyl do meio StenSpan (StemCell
Technologies, cat. 100-0130) suplementado com 2 pl eritropoietina EPO, 2 ul Stem
Cell Factor SCF (Santa Cruz Biotechnology, cat. SC-286072), 2 ul dexametasona
(Sigma- Aldrich, cat. D4902-100mg), 2 ul interleucina 3 IL3 (R&D Systems, cat. 203-
IL-010), 2 pl acido ascérbico (Sigma- Aldrich, cat. A8960-5g) e 0,8 ul Insulin-like
Growth Factor 1 IGF1 (PeproTech, cat. 100-12), resultando no enriquecimento da
populacdo em eritroblastos. A transducao viral consistiu no processo de adicdo do
virus Sendai a cultura com eritroblastos, que contém os transgenes Klf4-Oct3/4-Sox2,
c-Myc e KIlf4, responsaveis pela expressdo de pluripoténcia das células. Com o
surgimento das primeiras colonias de iPSC apoés a transducéo, realizou-se a selecéo
de um clone e o mesmo foi transferido para uma placa de Petri aderente previamente
tratada com Irradiated Mouse Embryonic Fibroblasts (iIMEF) composta por fibroblastos
embrionarios primarios de camundongos irradiados com raios gama, ou seja, esta
matriz celular auxilia no crescimento das células-tronco pluripotentes e ndo competem

com as iPSC. Essas foram expandidas e necessitaram em média de 10 passagens.
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Em seguida, o clone da iPSC Pac 48 foi transferido para outra placa de Petri aderente
previamente tratada com Geltrex™ (Thermo Scientific, cat. A1413302) e precisou de
7 passagens para posterior realizacdo do RT-PCR a fim de identificar a auséncia de
expressao viral na linhagem de iPSC. Em seguida, as células ausentes de mutacdes
puderam ser cultivadas e expandidas. A caracterizacao da pluripoténcia foi realizada.
Para isso, foi feito o RT-PCR para avaliagdo dos seguintes transcritos: DNMT3B,
DPPA4, KLF4, LIN28, NANOG, NODAL, OCT3/4, REX1, SOX2. Em paralelo, a
presenca de proteinas expressas foi avaliada por imunofluorescéncia (NANOG,
OCT3/4, SOX2, SSEA4 e TRA1-81) e por citometria de fluxo (NANOG, OCT3/4,
SOX2, SSEA-4 e TRA1-60). Por fim, foi realizado o ensaio de diferenciagao
espontanea para a observacdo da expressdo dos trés folhetos embrionarios:
ectoderma, mesoderma e endoderma. As etapas do desenho experimental

encontram-se representadas de forma esquematica na Figura 4.

Figura 4 — Esquema representativo das etapas do desenho experimental. O esquema descreve
0 protocolo de geragdo da iPSC Pac 48. Iniciou-se com a coleta do sangue periférico de paciente
saudavel, seguido da etapa de hematopoese e transducdo viral, posteriormente realizou-se a

caracterizagdo da pluripoténcia por RT-PCR, citometria de fluxo, imunofluorescéncia e diferenciacdo

espontanea.
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Fonte: Fluxograma criado no Biorender por Débora Alves Comune.
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4.1 Linhagem de iPSC do estudo

Conforme mencionado anteriormente, para a realizagdo deste estudo foi
utilizada uma linhagem de iPSC derivada de individuo do sexo masculino jovem e
saudavel, identificado como paciente 48 (Pac 48). Para o desenvolvimento deste
trabalho foi utilizada a linhagem Pac 48 clone 3 (cl3) passagem 10+7 (P10+7). Em
relacdo as passagens, conforme descrito na literatura, apds a selecdo do clone da
linhagem de iPSC oriundo da transducdo viral, 0 mesmo é transferido para uma placa
previamente tratada com IMEF para que ocorra a expansao das células conforme
descrito anteriormente, apés alcancar a confluéncia de 80% as iPSC séo transferidas
novamente para outra placa contendo iIMEF, esse processo se repete por 10 vezes
com o intuito de diluir o virus a niveis indetectaveis, resultando em linhagens de iPSC
livres de vetor. O processo de expanséao e transferéncia (passagens) das iPSC se
repete por mais 7 vezes, nessa etapa a matriz IMEF é substituida pela matriz de
aderéncia Geltrex. No cultivo celular in vitro, a fun¢éo da matriz é mimetizar o ambiente
natural da matriz extracelular e fornecer o substrato necesséario para o crescimento,
adesao e manutencao da identidade celular. Essa linhagem foi gerada no laboratorio
de cultivo celular de células humanas e armazenada no laboratoério de criopreservacao
imersa em tanque de nitrogénio liquido localizados no Centro de Pesquisa em
Medicina de Precisdo — IBCCF/UFRJ.

4.2 Manutencéao e expanséo da iPSC Pac 48

O descongelamento das células consistiu em centrifugar as células, diluidas em
solucédo salina tamponada com fosfato Phosphate Buffered Saline (PBS) 1x (Sigma
Aldrich, cat. P5493-1L), na velocidade de 300 xg por 5 minutos. Posteriormente, as
iPSC foram plaqueadas em uma densidade de 1x10®° em placas de 100mm
previamente tratadas com Geltrex ™, cuja diluicéo foi feita em DMEM-F12 (Gibco, cat.
10565-018). O plaqueamento foi realizado na presenga de 10 uM de Y-27632 di-
hidrocloride (iRock, Tocris Bioscience, cat 1254) diluido no meio StemFlex™ (Gibco,
cat. A3349401). As células foram mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO2 e a
troca de meio efetuada apenas com meio StemFlex™ (Gibco, cat. A3349401)
realizada a cada 24 horas até as células alcancarem uma confluéncia de

aproximadamente 80%. A dissociacdo dessas IPSC para fins de congelamento ou
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passagem foi realizada utilizando Tryple™ Express (Gibco, cat. 12604013). Para o
processo de congelamento, ao se dissociarem, foi acrescentado PBS10X (Sigma
Aldrich, cat. P5493-1L), em seguida, foi feita a contagem das células na camara de
Neubauer e centrifugadas a 300 xg por 5 minutos. Apos a centrifugacédo, o pellet
formado foi ressuspendido em meio de congelamento, sendo constituido de soro fetal
bovino (SFB, Gibco, cat. 126657-029) suplementado com 10% de Dimetilsulfoxido
(DMSO, Sigma Aldrich, cat. D5879-100ML), que é um agente crioprotetor que previne
a lise das células. As células ressuspendidas foram colocadas em criotubos em uma
densidade de 2,0 x108, armazenadas em freezer -80 por 24h e, em seguida,
transferidas para tanques de nitrogénio liquido para serem criopreservadas. Para fins
de passagem, o protocolo coincide com o de congelamento até a etapa de
centrifugacao. O replaqueamento é feito na presenca de 10 uM de iRock diluido no
meio StemFlex™. Essa etapa foi realizada seguindo protocolo descrito por BRASIL et
al., 2020.

4.3 Avaliagdo da presenca do vetor viral Sendai por RT-PCR da iPSC Pac
48

Para identificar a auséncia da expressao do vetor viral Sendai na linhagem de
iIPCS Pac 48 foi realizada a extracdo do RNA originado de um sedimento celular
contendo 2,0x10° células resultantes da expanséo da linhagem Pac 48 cl3 descrita no
topico anterior. Para a realizacdo da extracdo de RNA foi utilizado o RNeasy Plus Kit
(Qiagen, cat. 74134 e 74136). Em seguida, para obtencdo do cDNA foi utilizado o kit
High-Capacity Reverse Transcripition (Applied Biosystems, cat. 4368814), seguindo
as instrucdes do fabricante. A andlise do RT-PCR foi feita a partir do cDNA adquirido
previamente, armazenado a -20 °C. O kit GoTag® DNA Polymerase (Promega, cat.
M3005) foi usado para a analise do RT-PCR. Os genes KLF4, KOS, SEV, c-Myc foram
avaliados, que representam a expressao do vetor viral Sendai. Como controle positivo
da amplificacdo da reacgao foi utilizado GAPDH onde foi avaliada a expressao de
MRNA em virtude desse gene ser essencialmente expresso. A amostra foi submetida
aos ciclos de desnaturacdo, anelamento e extensdo que permitem a replicacdo do
DNA alvo utilizando o termociclador ProFlex PCR System (Applied Biosystems).

Posteriormente, os produtos do PCR foram avaliados usando eletroforese em gel de
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agarose a 2% e os resultados foram observados no fotodocumentador (Odyssey® Fc
Dual-Mode Imaging System, LICOR Biosciences).

4.4 Caracterizagao da pluripoténcia por RT-PCR da iPSC Pac 48

Para a realizagéo da caracterizacao da pluripoténcia por RT-PCR da iPSC Pac
48 foi realizada a extracdo do RNA originado de um sedimento celular contendo
2,0x10° células resultantes da expansao da linhagem Pac 48 cl3 utilizando o RNeasy
Plus Kit (Qiagen, cat. 74134 e 74136). Em seguida, para obtencdo do cDNA foi
utilizado o kit High-Capacity Reverse Transcripition (Applied Biosystems, cat.
4368814), seguindo as instrucdes do fabricante. A analise do RT-PCR foi feita a partir
do cDNA adquirido previamente, armazenado a -20 °C utilizando o kit GoTag® DNA
Polymerase (Promega, cat. M3005), seguindo o protocolo disponibilizado no kit. Os
primers utilizados foram descritos na Tabela 1 para os genes DMNT3B, DPPA4, KLF4,
LIN28, NANOG, NODAL, OCT3/4, SOX-2, REX1, sendo cada um deles um gene
indicador de pluripoténcia quando expressos ha linhagem de iPSC observada.
GAPDH foi usado como controle interno da amplificacdo da reacdo. A amostra foi
submetida aos ciclos de desnaturagdo, anelamento e extensdo que permitem a
replicacdo do DNA alvo utilizando o termociclador ProFlex PCR System (Applied
Biosystems). Posteriormente, os produtos do PCR foram avaliados usando
eletroforese em gel de agarose a 2% e os resultados foram observados no

fotodocumentador (Odyssey® Fc Dual-Mode Imaging System, LICOR Biosciences).

Tabela 1 — Lista dos genes e das sequéncias dos primers utilizados no RT-PCR para a

caracterizacéo da pluripoténcia.
Sequéncia direta senso

Primer . ) Tamanho do produto (pb)
Sequéncia reversa antissenso

DNMT3B TGCTGCTCACAGGGCCCGATACTTC 241
TCCTTTCGAGCTCATGCACCACAAAAC

DPPA4 GGAGCCTGCCCTGGAAAATTC 408
TTTTTCCTGATATTCTATTCCCAT

KLF4 TCTCAAGGCACACCTGCGAA 105
TAGTGCCTGGTCAGTTCATC
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) Sequéncia direta senso
Primer o ) Tamanho do produto (pb)
Sequéncia reversa antissenso

LIN28 CAAAAGGAAAGAGCATGCAGAA 71
ATGATCTAGACCTCCAGAGTTGTAGC

NANOG CAGCCCCGATTCTTCCACCAGTCCC 391
CGGAAGATTCCCAGTCGGGTTCACC

NODAL GGGCAAGAGGCACCGTCGACATCA 234
GGGACTCGGTGGGGCTGGTAACGTTTC

OCT3/4 AGCCTGAGGGCGAAGCAGGA 236
CCCCAGGGTGACCCCCACAT
REX1 CAGATCCTAAACAGCTCGCAGAAT 306

GCGTACGCAAATTAAAGTCCAGA

SOX2 AGCTACAGCATGATGCAGGA 126
GGTCATGGAGTTGTACTGCA

GAPDH ACCATGGGGAAGGTGAAGGT 163
CATGGGTGGAATCATATTGG

Fonte: Débora Alves Comune.

4.5 Caracterizacao da pluripoténcia por imunofluorescéncia daiPSC Pac 48

Para a realizacdo da caracterizacdo por imunofluorescéncia foi fundamental o
uso da HES, uma célula-tronco embrionaria como controle positivo, para este estudo.
Na Tabela 2 estdo descritos os anticorpos intracelulares e de superficie
respectivamente utilizados, sendo eles: NANOG, OCT3/4, SOX2 (Cell Signalling) e
TRA1-81 (BD Biosciences) e SSEA4 (Bio Legend). As células em cultura foram
fixadas com paraformaldeido (PFA) (Sigma, cat. 158127-3000) 4% por 20 minutos em
temperatura ambiente. Na sequéncia, as laminulas foram retiradas da placa e lavadas
em temperatura ambiente 3 vezes com PBS 1x (Sigma-Aldrich, cat. P5493-1L)
durante 10 minutos cada e posteriormente, foi adicionado 80 ul de cloreto de aménio
por 30 minutos para limpeza e conservagao das amostras. A proxima etapa consistiu
na permeabilizagdo e adicdo dos anticorpos intracelulares, com Triton a 0,75%
(Sigma-Aldrich, cat. T9284) por 30 minutos. Apés esse periodo, foi retirado o0 excesso
do Triton com 3 lavagens em temperatura ambiente de PBS 1x por 10 minutos cada

e iniciou-se a etapa do bloqueio, que se resume em colocar uma solugcéo de Bovine
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Serum Albumin (BSA) a 5% (Sigma, cat. A9647-50g) com 0,1% de Triton diluido em
PBS 1x por 1 hora. Os anticorpos de superficie ndo sdo permeabilizados. Finalizado
o bloqueio, a retirada da solucéo foi realizada, vertendo a laminula, em seguida, foram
adicionados anticorpos de superficie e o anticorpo primario de cada laminula em PBS-
BSA 3% na diluicdo 1:100 e incubado na camara escura e Umida a 4°C de forma
overnight.

No dia seguinte, foram realizadas 3 lavagens com PBS 1x por 10 minutos cada.
Os anticorpos secundarios Anti-Rabbit IgG e Alexa Fluor 488 (Invitrogen) foi diluido
em PBS-BSA 3% com 0,1% de Triton na propor¢cdo 1:400, e posteriormente foi
incubado na camara escura e Umida por 2 horas em temperatura ambiente. Para
concluir, foram realizadas mais 3 lavagens com PBS 1x por 10 minutos cada e
adicionado o DAPI (Sigma, cat. D9542-5mg) nas laminulas (cerca de 80 ul em cada),
deixando por 15 minutos. O DAPI é descrito como um marcador de viabilidade celular
que possui afinidade por material genético expresso no nucleo das células, mas sua
utilizacdo se concentra em identificar células que estdo mortas ou com membranas
comprometidas. Em seguida, as laminulas foram lavadas 2 vezes com PBS 1x por 10
minutos, foi realizada uma ultima lavagem com &gua destilada e, para finalizar a
montagem das laminas, as mesmas foram seladas utilizando 10 pl do Fluoroumont™
(Thermo Fisher Scientific). As imagens foram adquiridas em microscopio confocal
LSM 900 (ZEISS), com objetiva de 20x e 40x.

Tabela 2 — Lista de anticorpos primarios e secunddrios utilizados no ensaio de
Imunofluorescéncia para caracterizagao da pluripoténcia das iPSC Pac 48.
Anticorpo Catalogo Marca
Anticorpos primarios intracelulares | NANOG 4903P Cell Signaling
OCT3/4 2840P Cell Signaling
SOX2 3579P Cell Signaling
Anticorpos primarios de superficie TRA1-81 560194 BD Biosciences
SSEA4 330418-BL Bio Legend
Anticorpos secundarios Anti-Rabbit 1gG A32731 Invitrogen
Alexa Fluor 488

Fonte: Débora Alves Comune.
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4.6 Caracterizagdo da pluripoténcia por citometria de fluxo da iPSC Pac 48

Para a caracterizacao por citometria de fluxo, foi utilizado um sedimento celular
contendo 2,0x10° células para realizacédo da citometria. O protocolo foi iniciado pelo
preparo das solucfes fundamentais. Uma solucao de PBS + BSA 0,5% foi preparada
dissolvendo-se 0,25 g de BSA em 50 ml de PBS 1x. A solucéo de PBS + Triton 0,3%
foi preparada misturando-se 0,15 ml de Triton em PBS 1x até completar 50 ml. A
andlise intracelular (OCT3/4, SOX2 e NANOG) das amostras envolveu varias etapas.
A principio, utilizou-se Fixable Viability Stain (FVS, BD cat. 564996), diluida na
proporcao 1:1000 para avaliar a viabilidade das células. Foi adicionado 100 ul de FVS
as células, que permaneceram incubadas por 20 minutos fora do alcance da luz. Ap6s
o periodo de incubacdo, as células foram lavadas com 900 ul de PBS 1x e
centrifugadas a 300 xg por 5 minutos, onde, ao final da centrifugacéo, o sobrenadante
foi descartado. Posteriormente, foi realizada a fixagao das células com 100 pl de PFA
4% (Sigma, cat. 158127-3000) por 20 minutos, em seguida, repetimos a lavagem com
900 pl de PBS 1x e centrifugagéo a 300xg por 5 minutos, desprezando novamente o
sobrenadante. Na etapa de permeabilizacdo das células, utilizou-se 100 yl de PBS +
Triton 0,3%, onde as células ficaram incubadas por 30 minutos.

Depois, as células foram lavadas com 900 pl de PBS 1x e seguidamente
centrifugadas a 300 xg por 5 minutos. A incubacdo com anticorpos para antigenos
intracelulares foi feita a com volumes calculados com antecedéncia. Para OCT3/4, foi
usada uma diluicdo de 1:50, para SOX2, a diluicdo foi de 1:40 e para NANOG, a
diluicdo de 1:10. As células com os anticorpos em PBS + BSA 0,5% permaneceram
incubadas por 1 hora a 4°C, apds esse periodo foram lavadas com 900 ul de PBS 1x,
centrifugadas a 300 xg por 5 minutos e ressuspendidas em 150 yl de PBS + BSA
0,5%.

O protocolo utilizado para a analise de antigenos de superficie foi 0 mesmo
usado para os antigenos intracelulares até a etapa de avaliacédo da viabilidade celular
seguido da lavagem e centrifugacdo, ndo foram realizadas as etapas de fixacédo e
permeabilizacdo. Apos centrifugagdo e descarte do sobrenadante, os anticorpos TRA-
1-60 e SSEA4, ambos numa diluicdo de 1:40, e permaneceram incubados sob as
mesmas condigdes dos antigenos intracelulares, em seguida, lavados com 900 pl de

PBS 1x e centrifugadas a 300 xg por 5 minutos.
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Por fim, as células foram ressuspendidas em 150 ul de PBS + BSA 0,5% antes
da andlise. As amostras foram lidas em Citbmetro de Fluxo BD Accuri C6, e as
analises dos resultados foram realizadas utilizando o programa FlowJo. A lista com

todos os anticorpos descritos pode ser observada na Tabela 3.

Tabela 3 — Lista dos anticorpos de superficie e intracelulares utilizados na citometria de fluxo

para a caracterizacdo da pluripoténcia da iPSC Pac 48.

Anticorpo Fluorocromo Catéalogo Marca
Anticorpos de superficie SSEA4 APC 330418 Biolegend
TRA1-60 Alexa Fluor 647 560850 BD Pharmigen
Anticorpos intracelulares NANOG PerCP-Cy5.5 562259 BD Pharmigen
OCT3/4 Alexa Fluor 488 561628 BD Pharmigen
SOX2 Alexa Fluor 488 560301 BD Pharmigen

Fonte: Débora Alves Comune.

4.7 Caracterizacdo da pluripoténcia da iPSC Pac 48 por ensaio de

diferenciacdo espontanea

Por ser uma célula-tronco pluripotente, as iPSC apresentam capacidade de se
diferenciar nos trés folhetos embrionarios quando induzidas a diferenciacédo
espontanea e nao direcionada. Um fluxograma descrevendo as etapas do protocolo

pode ser observado na Figura 5.
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Figura 5 — Fluxograma do protocolo de diferenciac@o espontanea das iPSC Pac 48. O esquema
descreve as etapas do protocolo de cultivo celular da iPSC Pac 48 no decorrer de 11 dias, incluindo a
formacao de corpos embridides (EB), trocas de meio e a passagem das células em diferentes condicdes

experimentais.
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Fonte: Fluxograma criado no Biorender por Débora Alves Comune.

Para analisar a diferenciacdo espontanea, foram adicionadas laminulas a placa
para posterior realizacao de imunofluorescéncia. O protocolo iniciado em DO consistiu
no plaqueamento de 2x10° células da iPSC Pac 48 em 1 poco de uma placa de 6
pocos ndo aderente e cultivadas em meio de diferenciagdo composto de StemPro™-
34 SFM (Thermo Scientific, cat. 10639011) suplementado com 1% de glutamax (Life
Technologies, cat. 35050061), 1% de Penicilina/Estreptomicina (Thermo Fisher
Scientific, cat. 15140122), 10 pg/ml de &cido ascérbico (Sigma-Aldrich, cat. AB9605G),
150 pg/ml de transferrina (Sigma-Aldrich, cat. T8158-100mg), 450 uM de
monotioglicerol (Sigma-Aldrich, cat. M1753-100ml), 1 ng/ml de BMP4 (Thermo
Scientific, cat. PHC9534), 5 uyM de CHIRe 10 yM de iRock.

Em D1, foi observada a formacé&o de corpos embridides sem troca de meio. Em
D2, apos o cultivo por 48 horas sem agitacao, os corpos embridides foram transferidos
para tubos conicos de 15 ml para decantagédo e o meio foi substituido, trocando-se o
meio de diferenciacdo por meio de manutencao (meio HES), sendo este, livre de iRock
e composto por DMEM/F12 com 20% de KnockOut™ Serum Replacement (KSR)
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(Life Technologies, cat. 10828028)- 1% de penicilina/estreptomicina, 1% de
aminoacidos ndo-essenciais (Sigma-Aldrich, cat. M7145-100ml), 1% de glutamax, 240
MM de piruvato de sédio (Gibco, cat. 11360070-100mM) e 0,1% de b-mercaptoetanol.

Os corpos embrioides decantados foram ressuspendidos em meio HES e
adicionados em 2 pocos de uma nova placa de 6 pocos nédo aderente, onde
permaneceram por mais 48 horas. Em D4, os corpos embri6ides foram transferidos
para placas de 24 pocos (aproximadamente 3 a 4 por poco) pré-tratadas com
Geltrex™ na concentracédo de 1:100. A troca de meio HES foi realizada a cada 48
horas e as células foram preservadas em cultivo até o D11.

Apbés a obtencdo dos corpos embridides (EB) oriundos da diferenciacao
espontanea, realizou-se o ensaio de imunofluorescéncia para a identificacdo das trés
camadas germinativas. Para isso, foi utilizado como controle positivo a linhagem de
célula-tronco embrionaria HES. Em D11, para a realizacdo da lavagem dos EB
aderidos na placa de 24 pocos, foi adicionado 500 yL da solu¢cdo PBS 1x por poco
durante 10 minutos, em seguida, o sobrenadante foi descartado e este processo foi
repetido por 3 vezes. Para fixacdo dos EB, foi adicionado 500 pyL de PFA 4% por poco
durante 30 minutos, apds esse tempo o sobrenadante foi descartado.

Foi adicionado 500 uyL de PBS 1x por po¢o com o objetivo de remover 0 excesso
de PFA 4%, em seguida, o sobrenadante foi descartado e a placa vedada com
parafiime e armazenada no refrigerador em temperatura de 6°C a 8°C. Para a
realizacdo da permeabilizacdo, as laminulas foram transferidas para placa de 24
pocos, foi adicionado 500 pL da solugdo PBS+Triton 0,3% por poco e colocado no
agitador em temperatura ambiente por 10 minutos, logo ap6s o sobrenadante foi
descartado. Esse processo foi repetido por 3 vezes. Em seguida, iniciou-se a etapa
de bloqueio adicionando 500 pL da solu¢cdo PBS+BSA 2% por poco e colocado no
agitador em temperatura ambiente durante 30 minutos.

Apds esse tempo, o sobrenadante foi descartado. A marcacéo dos anticorpos foi
realizada em solugdo PBS+BSA 3% com o0s anticorpos primarios anti-rabbit HNF4,
marcador de endoderma, diluicdo 1:100 (Abcam, cat. AB92378); anti-mouse
NESTINA, marcador de ectoderma, diluicdo 1:150 (Milipore, cat. MAB5326); anti-
rabbit BRACHYURY, marcador de mesoderma, diluicdo 1:100 (Cell Signalling, cat.
12312S).
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Os EB foram incubados com os anticorpos primarios em camara escura e umida
e colocados no refrigerador em temperatura 6°C a 8°C de forma overnight. Apos o
periodo de incubacéo, iniciou-se a etapa de lavagem, foi adicionado 500 yL de PBS
1x por poco e a placa colocada no agitador em temperatura ambiente por 10 minutos,
em seguida, o sobrenadante foi descartado. Esse processo se repetiu por 3 vezes.
Logo apds, foi realizada a marcacao com os anticorpos secundarios: Anti-Rabbit IgG,
Alexa Fluor 594, diluicdo 1:4000 (Invitrogen, cat. A11012); Anti-Mouse 1gG, Alexa
Fluor 488, diluicdo 1:4000 (Invitrogen, cat. A11029). Os EB foram incubados com os
anticorpos secundarios em camara escura e Umida, colocados no refrigerador em
temperatura 6°C a 8°C por 2 horas. Apés o periodo de incubacao repetiu-se a etapa
de lavagem conforme descrita anteriormente. Para concluir, foi adicionado o DAPI nas
laminulas (cerca de 20 pL em cada), deixando por 15 minutos. O DAPI é descrito
como um marcador de viabilidade celular que possui afinidade por material genético
expresso no nucleo das células, mas sua utilizagcao se concentra em identificar células
gue estdo mortas ou com membranas comprometidas. Em seguida, as laminulas
foram lavadas 3 vezes com PBS 1x por 10 minutos, foi realizada uma ultima lavagem
com agua destilada e, para finalizar a montagem das laminas, as mesmas foram
seladas utilizando 10 pl do Fluoroumont™ (Thermo Fisher Scientific). As imagens
foram adquiridas em microscoépio confocal LSM 900 (ZEISS), com objetiva de 20x e

40x. A lista com todos os anticorpos descritos pode ser observada na Tabela 4.

Tabela 4 — Lista dos anticorpos primarios e secundarios que foram usados no ensaio de

imunofluorescéncia da diferenciacdo espontanea.

Anticorpo Catélogo Marca
Anticorpos primarios HNF4 AB92378 Abcam
NESTINA MAB5326 Milipore
BRACHYURY 12312S Cell Signalling
Anticorpos secundarios Anti-Rabbit 1gG A11012 Invitrogen
Anti-Mouse 1gG A11029 Invitrogen
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5 RESULTADOS
5.1 Morfologia da iPSC Pac 48

A IPSC Pac 48 armazenada no biobanco foi descongelada e expandida em
cultura até alcancar quantidade suficiente de células entre 2x108 e 6x108 variando de
acordo com a realizacdo dos experimentos relacionados a caracterizacdo da
pluripoténcia. As imagens representativas que demonstram as caracteristicas
morfologicas, formacdo de colbnias, expansdo e confluéncia adequada da iPSC
podem ser observadas na Figura 6. Foi observado que ao final as células
apresentavam morfologia caracteristica de células-tronco, com col6nias compactas e
bordas definidas, além de expressarem uma alta relacdo nucleo/citoplasma (Figura
6D).

Figura 6 — Fotomicrografias capturadas por microscépio digital de fluorescéncia invertida da
iPSC Pac 48. (A) iPSC Pac 48 em D1 sob objetiva de 4x apés o descongelamento. Podemos observar
a formacao das colbnias da iPSC apresentando morfologia irradiada caracteristica da presenca de
iRock, que é definido como inibidor de apoptose. Barra de escala: 1000 ym. (B) iPSC Pac 48 em D3
sob objetiva de 4x onde observamos a formagéo de coldnias. Barra de escala: 1000 um. (C) iPSC Pac
48 em D5 sob objetiva de 4x em processo de expanséo. Barra de escala: 1000 um. (D) iPSC Pac 48

em D6 sob objetiva de 20x apdés alcangarem a confluéncia de aproximadamente 80%, evidenciando as

caracteristicas morfoldgicas das células-tronco pluripotentes. Barra de escala: 200 um.
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5.2 Avaliagao da presencga do vetor viral Sendai da iPSC Pac 48 por RT-PCR

Para avaliar a presenca dos transcritos virais provenientes da reprogramacao
celular via transducéo viral pelo conjunto de vetores Sendai, foram utilizados primers
especificos para a amplificacédo de SeV, KOS, KLF4 e cMYC, como podemos observar
na Figura 7. Para controle positivo da reacéo foi usado GAPDH onde foi avaliada a

expressdo de mRNA em virtude desse gene ser essencialmente expresso.

Figura 7 — Painel do resultado da avaliacdo da presenca de transcritos virais por RT-PCR. A
iPSC Pac 48 nédo apresentou amplificacéo para os transcritos virais utilizados na reprogramacao celular
SeV, KOS, KLF4 e cMYC. GAPDH foi utilizado como controle positivo da reacéo. A coluna indicada
pelo sinal “-“ representa o controle negativo obtido durante a sintese de cDNA, no qual ndo foi
adicionada a enzima transcriptase reversa, evidenciando que ndo h& contaminagcéo das amostras por

DNA génomico.
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5.3 Caracterizacao da pluripoténcia da iPSC Pac 48 por RTR-PCR

Para analisar a pluripoténcia da iPSC Pac 48 foi utilizado como controle interno
da reacdo o GAPDH. E para amplificar os genes relacionados a pluripoténcia foram
usados os primers especificos DMNT3B, DPPA4, KLF4, LIN28, NANOG, NODAL,
OCT3/4, REX1 e SOX2 conforme representado na Figura 8. Conforme discutido, estes
genes desempenham um papel fundamental na manutencdo da pluripoténcia das
células-tronco, além de serem geralmente transcritos em células-tronco embrionéarias
(Takashi & Yamanaka, 2006). Os produtos amplificados foram avaliados por
eletroforese em gel de agarose, em seguida, foi observada a presenca de bandas
previstas para 0s genes relacionados a pluripoténcia, o que confirma a capacidade de

diferenciagdo em diferentes tipos celulares da iPSC.

Figura 8 — Painel de resultado da caracterizagéo da pluripoténcia da iPSC Pac 48 por RT-PCR.
As imagens das bandas resultantes da expresséo dos transcritos de pluripoténcia. A coluna indicada

11

pelo sinal representa o controle negativo obtido durante a sintese de cDNA, no qual nao foi
adicionada a enzima transcriptase reversa, evidenciando que ndo ha contaminagdo das amostras por

DNA génomico.
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5.4 Caracterizagéo da pluripoténcia da iPSC Pac 48 por imunofluorescéncia

Para avaliar a expressdo de proteinas relacionadas a pluripoténcia por
imunofluorescéncia, foram utilizados os anticorpos intracelulares OCT3/4, NANOG e
SOX2 e os anticorpos de superficie/membrana SSEA4 e TRA1-81 conforme
representado na Figura 9. Esses indicadores representam a capacidade das células-
tronco de manter seu potencial de diferenciagdo em outras linhagens celulares. A
linhagem celular embrionaria HES foi utilizada como controle positivo por ser

conhecidamente uma célula pluripotente.
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Figura 9 — As imagens adquiridas por microscopia confocal sob objetiva de 40x consistem na

avaliagdo da expressdo de proteinas relacionadas a pluripoténcia por imunofluorescéncia. Foi
observada a expressdo das proteinas intracelulares OCT3/4, SOX2, NANOG e das proteinas de
superficie SSEA4 e TRA1-81. Os nucleos foram corados com DAPI (azul). Tanto a iPSC Pac 48 quanto

o controle positivo HES expressaram todas as cinco proteinas investigadas. Barra de escala: 20 um.
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5.5 Caracterizacao da pluripoténcia da iPSC Pac 48 por citometria de fluxo

Para a identificacdo quantitativa das proteinas intracelulares e de superficie
relacionadas a pluripoténcia da iPSC Pac 48, foi realizada a citometria de fluxo. Os
marcadores intracelulares apresentaram a expresséo de 97,5% para OCT3/4, 99,9%
para SOX2 e 99,9% para NANOG, assim como os marcadores de superficie 99,9%
para SSEA4 e 91,6% para TRA1-60, conforme observado na Figura 10. Esse
resultado corrobora a obtencdo de células-tronco pluripotentes.

Figura 10 — Avaliacdo da expressao de proteinas de pluripoténcia por citometria de fluxo. Foi
analisada e quantificada a expressao das proteinas intracelulares OCT3/4 pico em lilas (97,5%); SOX2
pico em azul (99,9%); NANOG pico em verde (99,9%); e das proteinas de superficie SSEA4 pico em
rosa (99,9%); TRA1-60 pico em laranja (91,6%). As células ndo marcadas sao representadas pelo pico

em cinza.
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5.6 Caracterizacdo da pluripoténcia da iPSC Pac 48 por diferenciacao

espontanea

Para finalizar a caracterizagcao da pluripoténcia da iPSC Pac 48 foi realizado o
ensaio de diferenciacdo espontanea para avaliar a capacidade de diferenciacédo das
mesmas nos trés folhetos embrionarios: mesoderma, ectoderma e endoderma.
Observou-se a formacéao e a proliferacéo de corpos embridides nos trés primeiros dias
(D1, D2 e D3) do protocolo de diferenciagéo indicando as altera¢cdes morfologicas
caracteristicas desse processo que resultam na formacdo das trés camadas
germinativas. Apos 11 dias de cultivo (D11), no final do ensaio de diferenciacéo, as
células apresentaram estruturas fusiformes e alongadas caracteristicas de
diferenciacdo em mesoderma, acompanhadas de densificacao celular e variacbes na

conformacao das células caracteristicas de diferenciagdo em ectoderma e endoderma
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gue sao provenientes deste processo conforme representado na Figura 11. Para
validar os resultados da diferenciacdo morfolégica observados no desenvolvimento
deste protocolo, realizou-se a andlise de imunofluorescéncia que indicou a expressao
de proteinas especificas relacionadas a cada linhagem germinativa identificando
marcadores caracteristicos de mesoderma (Brachyury), ectoderma (Nestina) e
endoderma (HNF4) conforme representado na Figura 12.

Figura 11 — Fotomicrografias capturadas por microscépio digital de fluorescéncia invertida
representativas da alteracdo na morfologia da iPSC no decorrer do protocolo de diferenciacéo
espontanea. D1) iPSC Pac 48 apds descongelamento, as células se encontravam aderidas
apresentando morfologia de células pluripotentes (alta razdo nucleo/citoplasma) e observou-se a
formagao dos primeiros corpos embridides (EB) sob objetiva de 10x. Barra de escala: 400 ym. D2) e
D3) IPSC Pac 48, nota-se a proliferacdo de EB ndo aderentes sob objetiva de 10x. Em seguida, as
células foram transferidas para placa de 24 pocos que continham laminulas de vidro. Barra de escala:
400 um. D11) iPSC Pac 48 se encontravam aderidas nas laminulas de vidro e foi observado a existéncia
de células com morfologias variadas sob objetiva de 4x. D11) iPSC Pac 48 sob objetiva de 10x

evidenciando a diferenciagéo caracteristica dos trés folhetos embrionarios.
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Figura 12 — Avaliagdo de diferenciagcdo espontanea da iPSC Pac 48 por imunofluorescéncia.
Imagens adquiridas por microscopia confocal sob objetiva de 40x. Foi identificada a expressdo de
Brachyury (marcador de mesoderma) em verde, HNF4 (marcador de endoderma) em laranja e Nestina
(marcador de ectoderma) em vermelho. O nucleo foi corado com DAPI em azul. A iPSC Pac 48
apresentou todos os marcadores analisados relacionados as trés camadas germinativas evidenciando

a sua caracteristica pluripotente. Barra de escala: 20 um.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo visou estabelecer um protocolo robusto de caracterizacao da
pluripoténcia de IPSC a fim de se obter uma ferramenta que possibilite sua aplicacéo
na bioengenharia de tecidos para colaborar com o desenvolvimento de modelagem de
estudo de doencgas, assim como na triagem de medicamentos e na medicina
regenerativa.

Trabalhos como o de Takahashi e Yamanaka revolucionaram o campo da
pesquisa em medicina de precisdo ao demonstrar que células somaticas podem ser
reprogramadas para um estado pluripotente, permitindo estudar alteracées celulares
especificas como disfun¢cdes mitocondriais, alteracdes na estrutura nuclear e doencas
relacionadas ao envelhecimento (Takahashi e Yamanaka, 2006).

Nesse contexto, a caracterizacdo da pluripoténcia da iPSC surge como uma
ferramenta de extrema relevancia, pois, por sua capacidade de ser pluripotente,
possibilita a diferenciagdo em diversas linhagens celulares permitindo que estas sejam
utilizadas de inumeras formas, como por exemplo, na geracdo de esferdides e
organoides, na recelularizacdo de arcaboucos hepaticos acelulares, no entendimento
dos avancos em tratamentos das neoplasias que buscam resultados como a remissao
da doenca, auxiliando no estudo das degeneragbes provocadas pelo Alzheimer,
Parkinson e HIV e transformando o campo da medicina e da bioengenharia ao permitir
o desenvolvimento de terapias personalizadas, conforme visto anteriormente.

A caracterizacdo da pluripoténcia das iPSC é considerada a etapa critica e
fundamental apés a reprogramacdo de células somaticas. A validacao cientifica e
funcional relacionada a comprovacao da reprogramacdo € descrita como a prova
definitiva de que as células sométicas foram efetivamente reprogramadas para um
estado semelhante ao das células-tronco embrionéarias (Nimonkar, et al., 2023). A sua
relevancia abrange diretamente a seguranca, a validade e o potencial clinico e
aplicabilidade dessas células.

Dessa forma, a caracterizacdo minuciosa garante a identificacdo de colonias de
células geradas quanto ao seu estado de pluripoténcia, possibilitando a capacidade
de autorrenovacdo e de diferenciacdo em qualquer tipo celular derivado dos trés

folhetos germinativos: endoderma, mesoderma e ectoderma (Nimonkar, et al., 2023).
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Nesse sentido, a caracterizacdo de pluripoténcia estad diretamente ligada a
capacidade de crescimento e proliferacdo continua, possibilitando a comprovacao
dos mecanismos de autorrenovacao ativos e necessarios apresentados pelas iPSC
gue garantem um suprimento ilimitado de células para pesquisa e terapia (Pera,
2011).

A seguranga em aplicagfes clinicas de células-tronco exige a prevencdo da
formacéo de teratomas, definidos como tumores. Esses tumores sdo um marcador
de pluripoténcia descontrolada. Nas terapias celulares, o risco surge quando iPSC
nao diferenciadas ou mal caracterizadas sao transplantadas, estimulando a
tumorigénese (Takahashi e Yamanaka, 2006).

Para garantir a fidelidade de uso das iPSC na modelagem in vitro de doencas,
como patologias hepéaticas, cardiacas ou neuroldgicas, € imprescindivel que essas
células apresentem caracteristicas genéticas e um potencial de diferenciacédo
analogos aos das células embrionérias. A caracterizacdo minuciosa € fundamental,
pois assegura que as iPSC portadoras de mutacBes especificas possam ser
diferenciadas eficientemente na linhagem celular comprometida, permitindo o estudo
especifico do fen6tipo da patologia (Madson, et al., 2015).

A comprovacao do estado pluripotente das iPSC exige métodos de caraterizacao
da pluripoténcia que especifique a morfologia, que confirme a expressao génica e sua
capacidade funcional. Para fins de comparacao, foi observado na literatura o trabalho
de Metzler e colaboradores (2020) onde relata-se a morfologia caracteristica das
iPSC derivadas das células mononucleares do sangue periférico (PBMC). ApGs o
descongelamento, seguido da técnica de cultivo celular in vitro, onde ocorre processo
de proliferacdo e expanséo, a cultura observada foi descrita como colénias compactas
com bordas definidas, além de expressar uma alta relacao nucleo/citoplasma, que €
uma caracteristica comum de células-tronco de pluripoténcia induzida humanas
(Metzler, et al., 2020).

Vale ressaltar que nem todas as células-tronco expressam essa morfologia. As
células-tronco mesenquimais, por exemplo, séo classificadas como multipotentes e
apresentam morfologia fibroblastoide, alongada e fusiforme, com nucleo grande e
oval, possuem um citoplasma estendido com duas ou mais projecdes longas que se

fixam a placa de cultura.
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Ap0s alcancarem confluéncia, suas col6nias evidenciam caracteristicas visuais
similares a redemoinhos, que sdo comuns em células estromais, diferentemente do
que é observado nas IPSC (Samsonraj, et. al., 2017). Nesse sentido, quando
observadas no microscépio, notou-se que as coldnias formadas resultantes da
expansdo da iPSC Pac 48 apresentavam as mesmas caracteristicas morfolégicas
conforme descritas na literatura (Figura 6).

Entre os achados de outros autores relacionados a analise virus Sendai por RT-
PCR, podemos destacar o trabalho de Vlahos e colaboradores (2023) que, assim
como descrito no desenvolvimento deste protocolo, também realizou a investigacéo
da expressdo de transcritos virais oriundos do conjunto de vetores virais Sendai,
assim como usado na transducdo da populacdo enriquecida de eritroblastos
resultantes da reprogramacédo das PBMC isoladas do sangue periférico do Pac 48
(doador saudavel). Resumidamente, o Sendai (SeV) é um virus de RNA de fita
simples e sua funcdo na reprogramacao baseia-se em duas caracteristicas principais:
1) o vetor SeV é geneticamente modificado, ou seja, desativado para replicacéo viral
completa e patogenicidade e sua funcdo é carregar os genes dos fatores de
transcricao de pluripoténcia OCT4, SOX2, KLF4 e cMYC, conforme mencionado
anteriormente (Takahashi e Yamanaka, 2006).

O vetor SeV transduz as células somaticas liberando o seu genoma de RNA no
citoplasma, a transcricao e a replicacdo ocorrem no citoplasma da célula hospedeira,
os fatores de transcricdo sdo expressos em niveis elevados forcando a célula
somatica a reativar seu proprio circuito de pluripoténcia que resultam na expressao
endodgena de genes de pluripoténcia originando as iPSC (Takahashi e Yamanaka,
2006; Sarkar, et al.,, 2024. 2) a funcdo mais importante do vetor Sendai para
aplicacdes clinicas é sua caracteristica ndo integrativa. SeV é um virus de RNA que
realiza seu ciclo no citoplasma e néo passa por uma fase de DNA, dessa forma, ele
nao possui a capacidade de inserir seu material genético ou 0s genes dos fatores de
reprogramacgao no genoma do hospedeiro.

ApoOs a célula atingir seu estado de pluripoténcia e comecar o0 processo de
divisdo, o genoma viral e a expressdo dos fatores se tornam progressivamente
imperceptiveis e sdo eliminados da populacdo celular resultando em iPSC ausentes

de DNA viral (Fusaki, et al., 2009; Desprat, et al., 2025). Sendo assim, o resultado do
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RT-PCR confirmou que a iPSC Pac 48 estava livre da expressdo génica dos
transcritos virais derivados do Sendai (Figura 7), apés o isolamento do clone e das
passagens sucessivas provenientes do cultivo celular, conforme descrito no topico 4
de Materiais e Métodos.

Diante disso, buscou-se evidenciar a importancia da identificagéo qualitativa via
RT-PCR da expressao génica dos transcritos responsaveis pela manutencdo da
pluripoténcia caracteristica de células embrionarias e que sdo definidos como fatores
de transcricédo e estdo diretamente relacionados com a capacidade de diferenciacéo
em diversos tipos celulares da iPSC. Um estudo desenvolvido por Kasai-Brunswick e
colaboradores (2018) corroborou o resultado positivo do RT-PCR dos transcritos de
pluripoténcia DMNT3B, DPPA4, KLF4, LIN28, NANOG, NODAL, OCT3/4, REX1 e
SOX2 que identificamos na iPSC Pac 48, linhagem alvo da caracterizacdo da
pluripoténcia e de execucéo deste protocolo (Figura 8).

O gene DMNT3B codifica a DNA metiltransferase, uma enzima essencial para
estabelecer padroes de metilacdo do DNA durante o desenvolvimento e na
manutencao da identidade das células-tronco. Essa metilacao é fundamental para o
silenciamento de longo prazo de genes indesejados e para manter a integridade
gendmica das células pluripotentes (Mesquita et al., 2015).

O DPPAA4 codifica uma proteina nuclear que possui um dominio SAP (do inglés
Scaffold-Attachment Factor) que se liga ao DNA e esta envolvida na modificacdo da
cromatina e na manutencdo do estado epigenético ativo de genes alvo, sua
expressao relaciona-se a células pluripotentes sendo essencial para a embriogénese
e regulacao de vias de sinalizacdo para a ativacao do genoma zigotico (Mesquita, et
al., 2015).

Ja o KLF4 é importante para a inducdo e manutencao do estado de pluripoténcia.
Ele atua promovendo a autorrenovacéo formando um complexo com OCT3/4 e SOX2
ligando-se as mesmas regides gendmicas, e age ativando a transcricdo de NANOG
que previne a diferenciagdo das células-tronco (Takahashi e Yamanaka, 2006).

O gene LIN28 codifica uma proteina de ligacdo ao RNA que possui duas
isoformas, LIN28A e LIN28B, ambas promotoras de pluripoténcia, age inibindo o
microRNAs let-7 e bloqueia seu processamento em microRNAs maduros colaborando

com a manutencdo do estado de pluripoténcia e as caracteristicas de células
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indiferenciadas. O LIN28 também foi identificado como regulador do metabolismo das
células-tronco, mantendo a baixa funcdo mitocondrial associada a pluripoténcia
(Zhang et al., 2016).

O transcrito NODAL é descrito como fator de crescimento (TGF-B) agindo como
um sinalizador no desenvolvimento embriondrio e atuando na manutencdo da
autorrenovacgao das iPSC. Seus substitutos mais comuns, Activina A e TGF-1, sdo
amplamente utilizados em meios de cultura para manter o estado pluripotente. A
interacdo de NODAL com outros fatores de transcricdo promove a expressado de
genes essenciais para a pluripoténcia, como NANOG e OCT4 (Hayes, et al., 2021).

O gene REX1 é regulado pelo transcrito NANOG, tornando-se um dos
responsaveis pela capacidade de autorrenovacao da iPSC. Uma de suas funcdes é
contribuir com a manutencéo do estado indiferenciado da célula-tronco inibindo vias
de sinalizacdo,0 que promovem a diferenciacdo. Também reduz a sua expressao
quando as iPSC comecam a se diferenciar sendo considerado um indicador sensivel
da perda de pluripoténcia (Mesquita, et al., 2015).

A visualizacdo por imunofluorescéncia das proteinas responsaveis pela
manutencdo da pluripoténcia complementou o resultado encontrado no RT-PCR,
avaliando a expresséo proteica dos marcadores intracelulares OCT3/4, SOX2 e
NANOG e os de superficie SSEA4, TRA-1-81. OCT3/4 é responsavel pela expressao
de genes que sdo essenciais para a autorrenovacao e para a manutencao do estado
pluripotente, e age também inibindo a expressdao de genes que induzem a
diferenciacdo. SOX2, que forma um complexo proteico junto a OCT3/4 ativando a
expressdo de genes como NANOG, que sao fundamentais para o estado de
autorrenovacao e expressado da pluripoténcia da célula, e atua colaborando com
OCT3/4 na inibicAo de genes que induzem a diferenciacdo prematura. NANOG,
garante a estabilidade celular contra o0 ambiente externo, sendo sua funcéo a de inibir
a transcricdo de genes que induzem a diferenciagdo em resposta a sinais externos
(Kimura, et al., 2021).

Ja nos marcadores de superficie, 0 SSEA4 é um antigeno glicolipidico de
superficie celular agindo como marcador de pluripoténcia em células humanas e
também marcador de subpopulagdes em células-tronco adultas. A expressao de

SSEAA4 fica ausente quando a célula pluripotente inicia o processo de diferenciacéo,
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com isso, torna-se um indicador importante de iPSC em seu estado indiferenciado
(Nimonkar, et al., 2023). TRA-1-81 € um epitopo, sitio de ligacdo de anticorpo, da
glicoproteina de superficie celular (GPC) expresso por células-tronco humanas
pluripotentes, assim como SSEA4, é um forte marcador de células-tronco
pluripotentes indiferenciadas (Wan, et al., 2023). Portanto, a expressédo desses
marcadores permite a visualizacdo da localizacdo e intensidade das mesmas nas
colonias de iIPSC geradas a partir das PBMC (Kimura, et al., 2021).

As iPSC Pac 48 apresentaram marcacao nuclear e marcacao de superficie para
esses fatores, em um padrdo similar ao das células-tronco embrionarias HES, que
foram utilizadas como controle positivo (Figura 9). Esses resultados confirmam a
caracteristica pluripotente da iPSC em questéo e a capacidade de reproducédo de uma
das técnicas estabelecida neste estudo, assim como os achados encontrados por
Wan e colaboradores (2023), no qual foi realizada a caracterizagao da iPSC derivada
de PBMC de um doador saudavel utilizando a mesma técnica de imunofluorescéncia.

Adicionalmente, a citometria de fluxo foi utilizada para avaliar a expresséo de
marcadores intracelulares que demonstraram marcacdo de 97,5% em OCT3/4,
99,9% em SOX2, 99,9% em NANOG e de marcadores de superficie que
apresentaram 99,9% em SSEA4 e 91,6% em TRA-1-60 de marcacdao relacionados a
pluripoténcia (Figura 10). O marcador TRA1-60 € um epitopo glicosidico associado a
uma proteina de membrana chamada Podocalixina (PODXL). O anticorpo monoclonal
TRA-1-60 reconhece especificamente essa estrutura de glicano composta de acido
sidlico presente na superficie celular. Sua principal funcdo € sinalizar o estado
indiferenciado e plenamente reprogramado das iPSC (Natunen, et al., 2021).

Os resultados confirmaram que as iIPSC Pac 48 expressaram esses fatores,
indicando que as mesmas apresentam caracteristicas pluripotentes. A relevancia
desses resultados esta em correlacdo com a literatura existente, que mostra que a
citometria € uma técnica sensivel, quantitativa e eficaz para avaliagdo do estado
pluripotente, como destacado por Vlahos e colaboradores (2023) e Kasai-Brunswick
e colaboradores (2018), no qual ambos trabalhos utilizaram a citometria de fluxo para
analisar a expressdo de marcadores especificos de células-tronco embrionarias
humanas, destacando o SSEA4 e TRA-1-60 que sao definidos como marcadores

padrdo em andlise de iPSC, especialmente em conjunto com fatores nucleares como
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OCT3/4 e NANOG. As caracteristicas dos genes e marcadores da pluripoténcia
utilizadas neste estudo podem ser observadas na Tabela 5.

Tabela 5 — Lista das caracteristicas dos genes e marcadores da pluripoténcia utilizados neste

estudo.

GENE CARACTERISTICAS

C-Myc | REGULACAO POSITIVA DE PROLIFERACAO CELULAR E AFROUXAMENTO DA
ESTRUTURA DA CROMATINA

DVMNT3B | CODIFICA A DNA  METILTRANSFERASE, ENZIMA RESPONSAVEL PELO
DESENVOLVIMENTO E MANUTENGAO DA IDENTIDADE DAS CELULAS-TRONCO

DPPA4 | CODIFICA UMA PROTEINA NUCLEAR (SAP), SENDO ESSENCIAL PARA EMBRIOGENESE
KLF4 REGULACAO POSITIVA DE PROLIFERACAO CELULAR E PREVINE A DIFERENCIACAO
DAS CELULAS-TRONCO

LIN28 | CODIFICA UMA PROTEINA DE LIGACAO AO RNA INIBINDO LET-7, COLABORA COM A
MANUTENCAO DO ESTADO DE PLURIPOTENCIA E INDIFERENCIAGAO

NANOG | RESPONSAVEL PELA AUTORRENOVACAO E EXPRESSAO DA PLURIPOTENCIA INIBINDO
GENES QUE INDUZEM A DIFERENCIACAO

NODAL | E UM FATOR DE CRESCIMENTO, AGE COMO SINALIZADOR NO DESENVOLVIMENTO
EMBRIONARIO E AUTORRENOVAGAO DAS iPSC

OCT3/4 | REGULAGCAO POSITIVA DE CELULAS-TRONCO EMBRIONARIAS E REGULACAO
NEGATIVA DE GENES DE DIFERENCIACAO

REX1 REGULADO POR NANOG, E RESPONSAVEL PELA CAPACIDADE DE AUTORRENOVACAO
DA iPSC

SOX2 REGULACAO POSITIVA DE CELULAS-TRONCO EMBRIONARIAS E REGULACAO
NEGATIVA DE GENES DE DIFERENCIACAO

TRA1-81 | E UM EPITOPO (SIiTIO DE LIGACAO COM ANTICORPO), SENDO UM MARCADOR DE
EXPRESSAO DA PLURIPOTENCIA

TRA1-60 | E UM EPITOPO GLICOSIDICO, SUA FUNCAO E SINALIZAR O ESTADO INDIFERENCIADO E
PLENAMENTE REPROGRAMADO DA iPSC

SSEA4 | E UM ANTIGENO GLICOLIPIDICO, SENDO UM FORTE MARCADOR DE EXPRESSAO DA
PLURIPOPTENCIA DE CELULAS HUMANAS

Fonte: Débora Alves Comune.

Adicionalmente, realizou-se o ensaio de diferenciacdo espontanea a fim de
confirmar funcionalmente os resultados achados quanto a caracterizacdo da
pluripoténcia da iPSC Pac 48. A principal condi¢cdo in vitro para evidenciar a

diferenciacéo dos trés folhetos € observar que as iPSCs se agregam em suspensao,
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formando estruturas tridimensionais que imitam o estagio inicial de desenvolvimento
embrionério definidos como corpos embribides (EB).

As IPSC quando alcancam sua fase exponencial de cultivo passam pelo
processo de inducao utilizando o meio de diferenciacéo enriquecido com StemPro 34
SFM, glutamax, &cido ascérbico, monotioglicerol, BMP4 e CHIR. Essas citocinas sdo
responsaveis pela formacao dos corpos embridides. Apos a formacao dos EB, as
células necessitam de um meio de manutencdo que possibilite a expansao das
mesmas em monocamadas resultando na expressdo diferenciada do endoderma,
mesoderma e ectoderma (Mesquita, et al., 2015). Nesse sentido, os resultados
obtidos neste trabalho revelaram a presenca da diferenciacéo celular por meio da
morfologia em células de endoderma, mesoderma e ectoderma.

O surgimento de células alongadas e fusiformes semelhantes a fibroblastos é
caracteristica de células do mesoderma. A formacdo de células achatadas, com
formato poligonal e dispostas em camadas planas que se assemelham a epitélios é
caracteristica de diferenciacdo em ectoderma e endoderma (Weatherbee, et al.,
2019). Podemos observar (Figura 11) as caracteristicas morfologicas citadas no D11,
fase final do protocolo de diferenciacdo espontanea, onde as células encontram-se
aderidas em monocamadas nas laminulas da placa de 24 pocos.

A analise por imunofluorescéncia da cultura submetida a diferenciacéo
espontanea indicou a expressdo de proteinas especificas relacionadas a cada
linhagem germinativa identificando marcadores caracteristicos de mesoderma,
ectoderma e endoderma. Diante disso, foi possivel observar a expressdo dos
marcadores Brachyury (mesoderma), HNF4 (endoderma) e Nestina (ectoderma).

A analise molecular do RT-PCR que visa identificar os genes que representam
os trés folhetos embrionarios e que reforcam os resultados descobertos até o
presente momento encontra-se em andamento. Esses dados corroboram com
estudos prévios, como os de Takahashi e Yamanaka (2006), que evidenciaram que
células-tronco pluripotentes induzidas tém capacidade de diferenciagcdo nos trés
folhnetos embrionarios quando mantidas em condi¢cdes apropriadas. Além disso,
destaca-se por similaridade, apesar de ser utilizado na literatura e ndo dispor de
tantas opcdes de caracterizacao, o estudo de Nimonkar e colaboradores (2023) que

fizeram o ensaio de diferenciacdo espontanea para caracterizar as iPSC derivadas
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do PBMC e reprogramadas via transdugéo utilizando o virus Sendai de uma doadora
adulta saudavel (Nimonkar, et al., 2023).

No decorrer do processo de aprimoracdo deste trabalho, buscou-se em
diferentes artigos quais eram as ferramentas de caracterizacéo utilizadas por outros
autores e colaboradores que validassem os resultados produzidos, e foi identificado
que é possivel realizar a caracterizagdo das iPSC utilizando técnicas, marcadores,
anticorpos, citocinas e a pesquisa de transcritos de forma parcial. De acordo com 0s
achados na literatura apresentados anteriormente, percebe-se que foram utilizados
um compilado de técnicas para realizar a caracterizacdo da pluripoténcia da iPSC
Pac 48.

Vale pontuar que alguns dos artigos pesquisados e usados como base para o
desenvolvimento deste protocolo de caracterizacdo nao utilizaram todas as técnicas
que realizamos no presente estudo. Foi reproduzido neste estudo diversas técnicas
aplicadas por outros autores e colaboradores que fundamentam este trabalho. Com
intuito de desenvolver e estabelecer um protocolo robusto, buscou-se na literatura
tecnologias abrangentes que resultassem na validade da caracterizacdo da
pluripoténcia das iPSC.

Nesse sentido, a linhagem de iPSC poderé ser utilizada como controle saudavel
para diversos modelos de doencas in vitro e consequentemente para o estudo de
seus mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes. A tecnologia das iPSC transformou a
pesquisa in vitro. As células iPSC humanas apresentaram morfologia, proliferacéo,
antigenos de superficie, expressdo génica, estado epigenético de genes especificos
de células pluripotentes e atividade da telomerase semelhantes as células-tronco
embrionarias humanas. Portanto, surgiu como alternativa ao uso de células-tronco
embrionéarias (ESC) devido as controvérsias éticas que dificultam as aplicacbes das
células ESC humanas (Takahashi & Yamanaka, 2006). Sendo assim, o presente
estudo possibilitou o desenvolvimento de uma ferramenta importante que buscou
contribuir de forma alternativa a futuras aplicacbes na bioengenharia de tecidos e

medicina regenerativa.
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho demonstram éxito na caracterizagcdo da
pluripoténcia das iPSC de individuo saudéavel utilizando integralmente as técnicas
descritas na literatura por outros autores e colaboradores que fundamentam este
estudo. Foi possivel cultivar as iPSC de individuo saudavel a partir do isolamento das
células mononucleares do sangue periférico, avaliar a presenca do vetor viral Sendai
por RT-PCR, realizar a caracterizagao da pluripoténcia da iPSC por RT-PCR, avaliar
a caracterizacao da pluripoténcia por citometria de fluxo, analisar a caracterizacdo da
pluripoténcia da iPSC por imunofluorescéncia e efetuar a caracterizacdo da
pluripoténcia por diferenciagdo espontdnea. A exceléncia na identificagdo da
expressdo de marcadores como fatores de transcri¢cao e proteinas intracelulares e de
superficie de forma qualitativa e quantitativa, reflete o potencial da aplicacdo dessa
tecnologia como alternativa inovadora para a bioengenharia de tecidos, auxiliando no
estudo de modelagem de doencgas, na pesquisa de novos farmacos e a medicina

regenerativa.
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