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RESUMO  

A geração de hiPSCs contendo alelos repórteres é uma estratégia inovadora e altamente 

vantajosa para o estudo aprofundado dos processos de diferenciação celular. Este trabalho teve 

como objetivo, em um primeiro momento, revisar a literatura científica sobre o tema e, em 

seguida, expandir esse conhecimento por meio da geração de linhagens de hiPSCs 

geneticamente modificadas pelo sistema CRISPR/Cas9, visando à expressão de proteínas 

fluorescentes associadas aos fatores de transcrição SOX17 e PRDM1, marcadores fundamentais 

do desenvolvimento de células germinativas primordiais (PGCs). Essa abordagem foi 

concebida para aprimorar o monitoramento de protocolos de indução à diferenciação em PGCs 

humanas, contribuindo para o desenvolvimento de modelos in vitro da oogênese. Inicialmente, 

realizamos uma caracterização detalhada das hiPSCs utilizadas. Essas células apresentaram 

morfologia típica, confirmada por microscopia de luz e eletrônica de transmissão, além de 

expressarem marcadores-chave de pluripotência, detectados por imunofluorescência. O 

cariótipo das células foi analisado, evidenciando estabilidade genômica com um padrão normal 

(46, XX). Ensaios de viabilidade celular determinaram as concentrações mínimas letais dos 

antibióticos seletivos blasticidina e puromicina, fixadas em 1,6 µg/mL e 0,8 µg/mL, 

respectivamente, parâmetros essenciais para garantir uma seleção eficiente das células pós-

modificação. A síntese dos DNAs doadores foi otimizada por meio da técnica de inner-outer 

Overlapping PCR, que emprega pares de primers sobrepostos, cobrindo regiões internas e 

externas do amplicon. Essa abordagem demonstrou maior eficiência e precisão em comparação 

ao uso de primers convencionais longos. Ensaios de transfecção utilizando Cas9-GFP 

indicaram que aproximadamente 26% das hiPSCs internalizaram os complexos de edição 

gênica uma hora após a exposição, fornecendo uma base sólida para a integração dirigida de 

SOX17-RFP e PRDM1-RFP. Além disso, padronizamos um protocolo para a indução ao 

endoderma definitivo, com o objetivo de promover a expressão dos marcadores SOX17 e 

PRDM1. A validação dessa indução foi realizada por imunofluorescência e qPCR, 

demonstrando que o meio empregado permite uma ativação rápida e precisa dos marcadores de 

interesse. Essa estratégia se apresenta como uma alternativa prática e eficiente aos métodos 

tradicionais de indução a PGCs, que demandam maior tempo e recursos. Paralelamente, 

investigamos os efeitos do tratamento com ácido valproico (VPA) e AZD 7648 na viabilidade, 

proliferação e eficiência do reparo dirigido por homologia (HDR) em células knock-in. Os 

resultados indicaram que os fármacos melhoram a viabilidade celular, embora não 

necessariamente aumentem a taxa de proliferação. Além disso, os tratamentos favoreceram a 

obtenção de células knock-in para os marcadores de interesse. Como principal resultado, 

estabelecemos duas linhagens de hiPSCs com alelos repórteres fluorescentes: SOX17-RFP-

Blast e PRDM1-GFP-Puro. A confirmação da modificação genética foi realizada por indução 

ao endoderma definitivo, seguida de análise em microscópio de fluorescência e reações de PCR 

juncional para detecção dos insertos nas extremidades 5’ e 3’ dos respectivos genes. Os avanços 

obtidos neste estudo destacam a importância da integração entre caracterizações detalhadas, 

técnicas moleculares otimizadas e protocolos bem definidos. A geração de linhagens de hiPSCs 

com alelos repórteres fluorescentes representa um avanço significativo para o estudo dos 

mecanismos moleculares que regem a oogênese humana. Além de aprofundar nosso 

entendimento sobre os estágios iniciais do desenvolvimento germinativo, essas linhagens 

oferecem uma plataforma promissora para futuras aplicações em pesquisa biomédica. 

Palavras-chave: hiPSCs; SOX17; PRDM1; Reprodução Humana; CRISPR/Cas9.  

 



 
 

ABSTRACT 

The generation of hiPSCs containing reporter alleles is an innovative and highly advantageous 

strategy for the in-depth study of cellular differentiation processes. This study initially aimed 

to review the scientific literature on the subject and subsequently expand this knowledge 

through the generation of genetically modified hiPSC lines using the CRISPR/Cas9 system, 

targeting the expression of fluorescent proteins associated with the transcription factors SOX17 

and PRDM1, key markers of primordial germ cell (PGC) development. This approach was 

designed to enhance the monitoring of differentiation induction protocols in human PGCs, 

contributing to the development of in vitro models of oogenesis. Initially, we conducted a 

detailed characterization of the hiPSCs used. These cells exhibited typical morphology, 

confirmed by light and transmission electron microscopy, and expressed key pluripotency 

markers, detected by immunofluorescence. The karyotype analysis demonstrated genomic 

stability with a normal pattern (46, XX). Cell viability assays determined the minimum lethal 

concentrations of the selective antibiotics blasticidin and puromycin, set at 1.6 µg/mL and 0.8 

µg/mL, respectively, which are essential parameters for ensuring efficient post-modification 

cell selection. The synthesis of donor DNAs was optimized using the inner-outer overlapping 

PCR technique, which employs pairs of overlapping primers covering internal and external 

regions of the amplicon. This approach demonstrated greater efficiency and precision compared 

to the use of long conventional primers. Transfection assays using Cas9-GFP indicated that 

approximately 26% of hiPSCs internalized the gene-editing complexes one hour after exposure, 

providing a solid foundation for the targeted integration of SOX17-RFP and PRDM1-RFP. 

Additionally, we standardized a protocol for definitive endoderm induction, aiming to promote 

the expression of SOX17 and PRDM1 markers. The validation of this induction was performed 

through immunofluorescence and qPCR, demonstrating that the employed medium enables 

rapid and precise activation of the target markers. This strategy presents itself as a practical and 

efficient alternative to traditional PGC induction methods, which require more time and 

resources. In parallel, we investigated the effects of valproic acid (VPA) and AZD 7648 

treatment on viability, proliferation, and homology-directed repair (HDR) efficiency in knock-

in cells. The results indicated that these drugs improve cell viability, although they do not 

necessarily increase proliferation rates. Moreover, the treatments facilitated the successful 

generation of knock-in cells for the target markers. As a key outcome, we established two hiPSC 

lines with fluorescent reporter alleles: SOX17-RFP-Blast and PRDM1-GFP-Puro. The genetic 

modification was confirmed by definitive endoderm induction, followed by fluorescence 

microscopy analysis and junctional PCR reactions to detect the insertions at the 5' and 3' ends 

of the respective genes. The advancements achieved in this study highlight the importance of 

integrating detailed characterizations, optimized molecular techniques, and well-defined 

protocols. The generation of hiPSC lines with fluorescent reporter alleles represents a 

significant step forward in studying the molecular mechanisms governing human oogenesis. In 

addition to deepening our understanding of the early stages of germ cell development, these 

lines provide a promising platform for future biomedical research applications. 

Keywords: hiPSCs; SOX17; PRDM1; Human Reproduction; CRISPR/Cas9. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

As células-tronco de pluripotência induzida (iPSCs, do inglês induced pluripotent stem 

cells) são uma das maiores inovações da biologia moderna. Descritas por Shinya Yamanaka em 

2006 (Takahashi & Yamanaka, 2006), as iPSCs são geradas pela reprogramação de células 

somáticas adultas para um estado pluripotente, utilizando fatores de transcrição específicos. 

Equiparáveis às células-tronco embrionárias, possuem a capacidade de se diferenciar em 

qualquer tipo celular humano, sendo uma fonte valiosa para estudos biológicos e aplicações 

terapêuticas (Takahashi & Yamanaka, 2016). Uma das principais vantagens das iPSCs é sua 

capacidade de contornar questões éticas associadas à obtenção de células-tronco embrionárias, 

ao mesmo tempo em que oferecem uma abordagem personalizada para o estudo e tratamento 

de doenças. Por serem derivadas de células do próprio indivíduo, permitem a modelagem 

precisa de condições genéticas e o desenvolvimento de terapias compatíveis com o paciente 

(Doss & Sachinidis, 2019).   

Em biologia do desenvolvimento, essas células são modelos importantes para estudar 

os processos de diferenciação e formação de tecidos (Cerneckis et al., 2024), sobretudo em 

função das dificuldades éticas e metodológicas de estudar estes processos em embriões 

humanos. Essas células também têm sido utilizadas na investigação de mecanismos de doenças 

genéticas, como distúrbios neurodegenerativos e metabólicos, fornecendo compreensões que 

dificilmente seriam alcançadas com modelos animais (Imaizumi & Okano, 2014).  Na medicina 

regenerativa, as iPSCs humanas (hiPSCs) apresentam grande potencial para reparar tecidos 

danificados, com avanços promissores em terapias para opacidade corneal, degeneração 

macular, lesões na medula espinhal e doenças cardíacas (Soma et al., 2024; Inoue et al., 2023; 

Turhan et al., 2021). Além disso, revolucionaram a triagem de drogas, permitindo testes 

personalizados em células derivadas de pacientes, acelerando o desenvolvimento de 

medicamentos mais eficazes e seguros (Tricot et al., 2022). A exemplo, foi desenvolvida uma 

plataforma de triagem baseada em hiPSCs, utilizando superdoadores homozigotos para 

antígeno leucocitário humano (HLA), para avaliação em larga escala de toxicidade em 

cardiomiócitos e neurônios, representando milhões de indivíduos globalmente (Huang et al., 

2024).  Isto posto, é notório e indiscutível que as hiPSCs desempenham um papel essencial na 

ciência moderna, tanto no avanço de novas terapias quanto na elucidação dos mecanismos 

biológicos. 
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Neste contexto, aplicações biotecnológicas avançadas, como as metodologias de 

edição gênica, emergem como ferramentas valiosas para oportunizar o estudo de modo 

aprofundado das dinâmicas celulares e moleculares envolvidas nos processos de diferenciação. 

Alelos repórteres, por exemplo, desempenham uma importante função na monitorização da 

diferenciação de hiPSCs em tipos celulares específicos, permitindo a identificação precisa e a 

análise dinâmica dos estágios de desenvolvimento. Esses sistemas repórteres, frequentemente 

associados a genes como GFP (proteína verde fluorescente) ou RFP (proteína vermelha 

fluorescente), têm facilitado o estudo de diversos processos celulares, uma vez que possibilitam 

a observação da expressão genotípica com alta sensibilidade, em tempo real e de maneira não 

invasiva. A inserção desses alelos é comumente realizada por meio de tecnologias de edição 

gênica, com o sistema CRISPR/Cas9 sendo a abordagem mais amplamente utilizada e eficiente, 

permitindo a edição precisa e direcionada de sequências genéticas (Puspita et al., 2024). 

A dissertação apresentada, portanto, se dedicou a uma revisão aprofundada das 

metodologias envolvidas na geração de linhagens de hiPSCs com alelos repórteres, abordando 

as mais recentes tecnologias de edição gênica e suas aplicações na modelagem de processos 

biológicos e doenças. Essa revisão resultou em um artigo publicado no periódico International 

Journal of Molecular Sciences (Fator de Impacto = 4.9), que explora as diversas abordagens 

para a inserção gênica, com ênfase na utilização da tecnologia CRISPR/Cas9, e discute seus 

impactos em estudos de diferenciação celular e doenças humanas. O artigo está apresentado no 

Capítulo 1 da dissertação, oferecendo uma visão abrangente das metodologias atuais e seus 

desafios, além das perspectivas futuras. No Capítulo 2, a dissertação amplia seu escopo ao 

descrever os processos associados ao estabelecimento de duas linhagens de hiPSCs, ambas 

contendo repórteres fluorescentes, que serão futuramente utilizadas para o estudo da 

especificação de células da linhagem germinativa primordial (PGCs).  

Esforços para a criação dessas linhagens de iPSCs representam marcos importante, 

pois viabilizam e favorecem o acompanhamento detalhado da diferenciação germinativa in 

vitro, oferecendo uma ferramenta valiosa para entender os mecanismos biológicos que regem a 

gametogênese humana em seus estágios mais primordiais, ainda tão pouco compreendidos. 

Nesse contexto, esta dissertação vai além de uma revisão das bases técnicas e científicas 

envolvidas na geração de hiPSCs com alelos repórteres, e traz uma contribuição significativa 

ao implementar etapas para a criação de novas linhagens celulares que podem enriquecer o 

conhecimento da biologia reprodutiva humana e impulsionar o progresso da medicina 

reprodutiva no tratamento da infertilidade. 
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OBJETIVOS  

• Objetivo Geral 

Explorar e aplicar tecnologias de edição gênica para a geração de linhagens de células-

tronco pluripotentes induzidas humanas (hiPSCs) carreando alelos repórteres, visando 

aprimorar ferramentas para estudos de desenvolvimento humano, com ênfase na reconstrução 

da oogênese in vitro. 

• Objetivos Específicos 

A. Capítulo 1 – Reporter Alleles in hiPSCs: Visual Cues on Development and Disease 

• Apresentar as tecnologias de edição gênica disponíveis, com destaque para o 

CRISPR/Cas9, e suas aplicações na geração de alelos repórteres em hiPSCs; 

• Avaliar a eficácia das metodologias de inserção de genes repórteres em loci genômicos 

específicos, considerando a precisão e a funcionalidade dos sistemas desenvolvidos; 

• Revisar os avanços obtidos no uso de alelos repórteres em estudos sobre processos de 

desenvolvimento, modelagem de doenças genéticas e triagem terapêutica; 

• Discutir os desafios enfrentados na implementação e no uso de alelos repórteres em 

hiPSCs, propondo perspectivas para o aprimoramento dessas abordagens; 

• Demonstrar a relevância dos alelos repórteres em hiPSCs para a pesquisa translacional, 

destacando seu impacto na compreensão de mecanismos celulares, no desenvolvimento de 

modelos de doenças e na avaliação da eficácia de terapias. 

B. Capítulo 2 – Geração de linhagens de hiPSC SOX17-RFP e PRDM1-GFP por meio 

da tecnologia CRISPR/Cas9 

• Caracterizar as hiPSCs mantidas no Laboratório de Biologia Celular da UFMG, com 

enfoque em sua morfologia, ultraestrutura, perfil fenotípico, resposta à administração de 

diferentes fármacos e susceptibilidade à transfecção e edição gênica.  

• Padronizar protocolos de edição gênica utilizando a tecnologia CRISPR/Cas9 para 

introdução de repórteres fluorescentes dirigidos pelos genes SOX17 e PRDM1 em hiPSCs. 

• Investigar e validar as hiPSCs geradas quanto à expressão correta dos genes repórteres em 

diferentes condições de cultivo e diferenciação. 

• Avaliar a aplicabilidade e funcionalidade dos alelos repórteres introduzidos nas hiPSCs em 

ensaios relacionados à diferenciação e função de células germinativas primordiais 

humanas. 
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CAPÍTULO 1 

Reporter Alleles in hiPSCs: Visual Cues on Development and Disease 
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CAPÍTULO 2 

Geração de linhagens de hiPSC SOX17-RFP e PRDM1-GFP por meio da 

tecnologia CRISPR/Cas9 
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1.  INTRODUÇÃO E BREVE REVISÃO DE LITERATURA 

O emprego de células-tronco em pesquisas relacionadas à reprodução humana avança 

de maneira consistente ao longo dos anos. Existem diversos estudos que procuram encontrar 

alternativas para geração de gametas e células de suporte aos gametas in vitro, visando auxiliar, 

sobretudo, pacientes que enfrentam problemas de fertilidade. Em modelos murinos, há uma 

miríade de estudos que fornecem protocolos eficientes para a geração de gametas funcionais a 

partir de células-tronco embrionárias (ESCs, do inglês embryonic stem cells) ou células-tronco 

de pluripotência induzida (iPSCs,) (Zhang et al., 2020), havendo, inclusive, confirmação da 

produção de proles viáveis e férteis obtidas a partir da fertilização destes gametas gerados in 

vitro (Li Z. et al., 2018). Por consequência, diversos grupos de pesquisa procuram estabelecer 

estratégias semelhantes para gerar gametas humanos em laboratório.  

Embora já existam relatos da geração de células humanas semelhantes às células da 

linhagem germinativa, tanto para indivíduos do sexo feminino quanto masculino (Saitou, 2021), 

ainda existem limitações que residem, sobretudo, no estabelecimento de células comprometidas 

com a divisão meiótica (Yamashiro et al., 2018). Esse comprometimento se dá, em especial, 

pela associação das células da linhagem germinativa com as células somáticas das gônadas 

(Piprek et al., 2016). Em indivíduos do sexo masculino, as células de Sertoli fornecem o suporte 

estrutural e metabólico para o comprometimento e a diferenciação de gonócitos em 

espermatogônias e a subsequente especialização em espermatozoides (O’Donnell et al., 2022). 

Nos indivíduos do sexo feminino, as células da granulosa estabelecem contato mútuo e direto 

com as oogônias a fim de coordenar o desenvolvimento e a capacitação do gameta para a meiose 

e a subsequente especialização em oócitos ao longo da gametogênese feminina (Coxir et al., 

2023).  

Yamashiro et al., 2018 reportaram a geração, em cultura, de células semelhantes às 

células germinativas primordiais humanas (hPGCLCs, do inglês human primordial germ cells 

like-cells) a partir de hiPSCs derivadas da linhagem hematopoiética: induziram inicialmente a 

formação de células incipientes semelhantes a mesoderma (iMeLCs, do inglês incipient 

mesoderm like-cells) e, posteriormente, promoveram a diferenciação de iMeLCs em hPGCLCs 

por meio da formação de esferoides, em um sistema de cultura tridimensional. Essas células 

foram co-cultivadas, em sequência, com células da granulosa obtidas de ovários de embriões 

de camundongos, em um protocolo com baixa eficiência de geração de células comprometidas 

com a meiose – presumíveis oócitos primários – conforme os próprios autores reportam neste 
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e em estudo subsequente (Yamashiro et al., 2020). Hipotetiza-se que essa limitação reside, 

sobretudo, na falta de compatibilidade entre células da granulosa murinas e as células 

semelhantes às células germinativas primordiais humanas geradas. Além disso, esta é uma 

alternativa controversa para a geração de um futuro tratamento aplicado, uma vez que cultivos 

xenogênicos não se concretizam como padrão-ouro para terapias celulares voltadas à medicina 

humana.  

Uma etapa essencial para facilitar e aprimorar protocolos de geração de hPGCLCs é o 

uso de linhagens carreando alelos repórteres em genes chaves das vias de diferenciação, 

permitindo a detecção rápida e precisa de células de interesse. O gene SOX17, localizado no 

cromossomo 8 humano, codifica uma proteína essencial para a especificação e manutenção de 

células germinativas primordiais humanas (PGCs), em associação à proteína PRDM1 (Luo et 

al., 2023; Kojima et al., 2021; Irie et al., 2015). SOX17 é crucial para a ativação da expressão 

de PRDM1 e atua em conjunto com TFAP2C para prevenir a diferenciação em linhagens 

mesodérmicas e neurais (Gkountela et al., 2015). Durante a especificação de PGCs humanas, 

SOX17 promove a expressão de genes endodérmicos enquanto reprime genes somáticos, 

garantindo a adoção do destino germinativo (Jostes et al., 2020; Nettersheim et al., 2016). Essa 

interação é caracterizada por uma relação exclusiva com SOX2, que precisa ser reprimido para 

a diferenciação eficiente de PGCs (Yao et al., 2022). A dinâmica entre SOX17 e PRDM1 

participa também da transição de células-tronco pluripotentes para endoderma definitivo, além 

da indução da especificação de PGCs (Irie et al., 2024; Landshammer et al., 2023; Tang et al., 

2022).  

Dada a relevância dessas interações, propomos o desenvolvimento de linhagens com 

repórteres fluorescentes para SOX17 e PRDM1, visando monitorar em tempo real a 

diferenciação e comportamento de hPGCLCs. Essas ferramentas possibilitarão análises 

detalhadas de interações celulares, comportamento dinâmico e padrões de expressão em 

diferentes condições experimentais, promovendo o refinamento de protocolos para a geração 

de gametas humanos in vitro. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS  

2.1. Células empregadas no projeto  

A linhagem de hiPSCs (hiPSC71 46, XX) foi cedida pelo LaNCE-USP, e foi derivada 

de eritroblastos. A indução à pluripotência foi desempenhada por meio do uso de vetores 

epissomais contendo os genes OCT4, SOX2, KLF4, cMYC e LIN28, além do adjuvante SV40-

T, que foram nucleoporados aos eritroblastos seguindo procedimentos padronizados pela equipe 

do LaNCE-USP. Todo o procedimento de caracterização foi conduzido por profissionais do 

LaNCE-USP, assim como todas as diretrizes éticas foram tramitadas no âmbito da USP.  

2.2. Cultivo de hiPSCs 

O cultivo de hiPSCs segue protocolos rigorosos para assegurar a viabilidade celular e 

a manutenção da pluripotência. Nossa abordagem incorpora adaptações de técnicas 

estabelecidas, permitindo a realização de experimentos consistentes e reproduzíveis. Todos os 

procedimentos de cultivo das hiPSCs são feitos utilizando o meio E8® (Gibco) suplementado 

com 10% de meio mTeSR® (StemCell Technologies). A este meio damos o nome de meio E8 

completo. Esta formulação foi sugerida pelos pesquisadores do LaNCE-USP, assim como todos 

os demais procedimentos de cultivo relatados nos próximos tópicos.   

Os volumes utilizados para o cultivo em diferentes formatos de placas variam 

conforme o número de poços. Em placas de 6 poços, utiliza-se 1 mL por poço; em placas de 12 

poços, 500 µL por poço; em placas de 24 poços, 500 µL por poço; em placas de 48 poços, 200 

µL por poço; e em placas de 96 poços, 100 µL por poço. Na maioria dos experimentos, 

utilizamos placas de 35 × 10 mm suportadas por uma placa de petri de 100 × 20 mm. Essa 

configuração reduz a manipulação direta das placas onde as hiPSCs são cultivadas, 

minimizando riscos de contaminação. As placas de cultivo são tratadas previamente com 

Geltrex 1% (Gibco) diluído em meio E8 base ou DMEM-F12 (Gibco). A solução é distribuída 

nas placas e incubada por pelo menos 1 hora em incubadora a 37 °C 5% CO2. 

O suplemento RevitaCell™ 100X (Gibco) é utilizado para melhorar a viabilidade das 

hiPSCs, sendo especialmente eficaz em passagens, centrifugações diversas e na recuperação 

pós-descongelamento. Ele contém um inibidor seletivo da via Rho-cinase e moléculas 

antioxidantes que minimizam o estresse celular e melhoram a adesão das células às placas, 

inibindo, por consequência, a apoptose. Este suplemento é composto por materiais 

quimicamente definidos e livres de origem animal, garantindo consistência e segurança no 
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cultivo feeder-free. Basicamente, utilizamos 10 µL de RevitaCell a cada mL de meio E8 

completo, guardando as proporções para diferentes volumes empregados em experimentos.  

Para descongelar as hiPSCs, o criotubo é retirado do nitrogênio líquido e mantido em 

temperatura ambiente até iniciar o descongelamento. Adiciona-se 1 mL de meio E8 completo 

suplementado com RevitaCell, utilizando uma pipeta sorológica. O conteúdo do criotubo é 

suavemente transferido para 2 mL adicionais de meio E8 completo + RevitaCell em um tubo 

cônico de 15 mL. O criotubo é lavado com 1 mL extra de meio E8 completo + RevitaCell, e o 

conteúdo é adicionado ao mesmo tubo. A suspensão é centrifugada a 200 * g por 4 minutos. O 

sobrenadante é descartado e o pellet é ressuspenso em 1 mL de meio E8 completo + RevitaCell. 

As células são plaqueadas e incubadas a 37 °C 5% CO2. 

O meio E8 completo é renovado diariamente. As trocas de meio consistem na remoção 

do meio metabolizado, lavagem com PBS 1X aquecido a 37 °C e subsequente remoção do 

conteúdo da placa. Em seguida, o meio E8 completo fresco é adicionado ao poço.  

Para a passagem das células, utilizamos três metodologias distintas, escolhidas 

conforme a finalidade do experimento. Durante os períodos de expansão das hiPSCs, adotamos 

o método com Versene 0.5X (Gibco) (EDTA 0,24 mM em PBS 1X). Esse procedimento é ideal 

para preservar pequenos grupos de células, garantindo a comunicação célula-célula, crucial para 

a manutenção da pluripotência e da viabilidade celular. Para este propósito, remove-se o meio 

metabolizado e lava-se com PBS 1X aquecido. Adiciona-se 1 mL de Versene 0.5X, seguido de 

incubação a 37 °C 5% CO2 por 3 minutos. O Versene é removido, e o meio E8 completo é 

adicionado em volume dobrado por gotejamento. As colônias são raspadas suavemente com 

pipeta sorológica de 5 mL e transferidas para uma nova placa. Adiciona-se RevitaCell aos poços 

após o procedimento. 

A passagem com StemPro® Accutase (Gibco) é feita com o intuito de obter suspensões 

de células individualizadas, o que é essencial para procedimento como contagem de células 

para plaqueamento. Para isso, remove-se o meio metabolizado, lava-se com PBS 1X e adiciona-

se 500 µL de Accutase, incubando por 6 minutos a 37 °C 5% CO2. A Accutase é inativada com 

o dobro do volume de meio E8 completo. A suspensão é então transferida para um tubo cônico 

de 15 mL. Neste momento, adicionamos RevitaCell à suspensão antes da centrifugação, visando 

a sobrevida destas células. A suspensão é centrifugada a 200 * g, por 4 minutos e o pellet é 

ressuspenso em 1 mL de meio E8 completo. As células são homogeneizadas suavemente, 

contadas, plaqueadas e suplementadas com RevitaCell. 
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A passagem com ReLeSR® (StemCell Technologies) visa a passagem seletiva de 

células de fato pluripotentes, sobretudo quando se nota a presença de áreas de diferenciação 

espontânea nas placas, fato comumente relatado em cultivos de hiPSCs, porém raro em nosso 

laboratório. Para isso, remove-se o meio metabolizado, lava-se com PBS 1X e adiciona-se 1 

mL de ReLeSR. Incuba-se por 1 minuto à temperatura ambiente. O ReLeSR é removido e a 

placa é mantida assim por 8 minutos. Adiciona-se meio E8 completo por gotejamento, agitam-

se as placas e as colônias que se soltam neste processo são coletadas e transferidas para novas 

placas. Após este procedimento, é feita a suplementação com RevitaCell. 

Para criopreservar as hiPSCs, procedemos de forma semelhante a passagem com 

Versene. Remove-se o meio metabolizado, lava-se com PBS 1X e adiciona-se 1 mL de Versene 

e as placas são incubadas por 3 minutos a 37 °C. O Versene é descartado, e o meio E8 completo 

é adicionado para soltar as colônias. As células são raspadas, transferidas para um tubo cônico 

de 15 mL e centrifugadas a 200 * g por 4 minutos. O pellet é então ressuspenso em meio de 

congelamento composto por 90% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco) e 10% de dimetilsulfóxido 

(DMSO) (Sigma) resfriado. Alíquotas de 1 mL são transferidas para criotubos, que são 

colocados em recipiente Mr. Frosty (Nalgene) e mantidos a -80 °C por 48 horas. Posteriormente, 

os criotubos são transferidos para nitrogênio líquido. 

2.3. Microscopia Eletrônica de Transmissão 

A análise da ultraestrutura das hiPSCs foi realizada utilizando microscopia eletrônica 

de transmissão, seguindo orientações do Centro de Microscopia da UFMG. As células foram 

cultivadas conforme as condições descritas na seção 2.2, e se encontravam em passagem #24. 

No dia da fixação, o meio utilizado para lavar as células foi previamente aquecido a 37 °C em 

incubadora de CO2 para garantir um tamponamento adequado. Para a fixação primária, as 

células, ainda aderidas à superfície de cultivo, foram tratadas com fixador de Karnovsky 

modificado, composto por 2% de paraformaldeído e 2,5% de glutaraldeído em tampão fosfato, 

por 45 minutos em temperatura ambiente. Após esse período, o fixador foi removido e as 

hiPSCs armazenadas em tampão fosfato a 4 °C até a próxima etapa. A fixação secundária foi 

realizada diretamente nas placas de cultivo, utilizando tetróxido de ósmio (OsO4) a 2% por 2 

horas em temperatura ambiente. Em seguida, as células foram raspadas das placas de cultura 

com uma espátula estéril, transferidas para microtubos e centrifugadas até a formação de um 

pellet. 
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O contraste inicial foi realizado no pellet celular com acetato de uranila a 2% em uma 

solução aquosa contendo 13,3% de sacarose. As amostras permaneceram nessa solução a 4 °C 

durante a noite, garantindo um contraste eficiente. Após o contraste, as amostras foram lavadas 

e desidratadas gradualmente com etanol em concentrações de 70%, 80%, 90%, 95% e 100%, 

com imersões de 10 minutos em cada concentração. A desidratação foi finalizada com 

tratamento de 20 minutos com acetona pura para remover a água residual. O pellet desidratado 

foi embebido em resina de baixa viscosidade Spurr® (EMS), processo realizado em várias 

etapas para assegurar a infiltração uniforme ao material celular. As amostras foram 

polimerizadas em estufa a 60 °C por 24 horas, formando blocos rígidos prontos para corte. 

Os blocos de resina foram submetidos à semifinagem para identificar as áreas de 

interesse, e cortes ultrafinos de 70 nm de espessura foram obtidos utilizando um ultramicrótomo 

Leica EM UC7. Os cortes foram colocados em grades de cobre e contrastados com citrato de 

chumbo a 0,02 M para proporcionar maior definição estrutural. As amostras contrastadas foram 

analisadas em microscópio eletrônico de transmissão Tecnai G2-12 (Thermo Fisher Scientific), 

e as imagens foram capturadas para avaliação detalhada da ultraestrutura das hiPSCs utilizadas.  

2.4. Imunofluorescência para o painel de pluripotência 

Para a caracterização fenotípica das hiPSCs utilizadas neste estudo, essas foram 

submetidas à marcação de proteínas reconhecidas como marcadores-chave de pluripotência. As 

hiPSCs, em passagem #25, foram cultivadas em placas de 48 poços em condições padrões e, 

posteriormente, submetidas a protocolo de imunofluorescência utilizando-se o Embryonic Stem 

Cell Marker Panel (Abcam). Inicialmente, o meio de cultura foi removido, e as células foram 

lavadas com PBS 1X. Em seguida, as células foram fixadas com solução de paraformaldeído 

(PFA) a 4% em PBS 1X por 20 minutos à temperatura ambiente. Após a fixação, o PFA foi 

removido, e as células foram lavadas três vezes com PBS 1X, com intervalos de 5 minutos.  

Para a permeabilização, foi utilizada uma solução de Triton X-100 (Sigma) a 0,3% (30 

µL de Triton X-100 diluídos em 10 mL de PBS 1X), incubando as células por 30 minutos à 

temperatura ambiente. A solução de permeabilização foi removida, seguida de três lavagens 

com PBS 1X por 5 minutos cada. O bloqueio antigênico foi realizado com PBS 1X contendo 

Tween 20 (Sigma) a 0,1% suplementado com 1% de albumina de soro bovino (BSA) (Sigma). 

As células foram incubadas nessa solução por 1 hora à temperatura ambiente. Após o bloqueio, 

a solução foi removida, e as células foram lavadas três vezes com PBS 1X por 5 minutos. 
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A marcação com os anticorpos primários anti-OCT4 (rabbit IgG, 1:500), anti-NANOG 

(rabbit IgG, 1:500), anti-TRA-1-60 (mouse IgM, 1:250), anti-SOX2 (rabbit IgG, 1:250), anti-

SSEA4 (mouse IgG, 1:100) foi realizada em cada um dos poços selecionados para o 

experimento. Nos poços controles, foi adicionada apenas a solução de bloqueio, sem o anticorpo 

primário, para controle por omissão. As diluições dos anticorpos foram realizadas conforme 

padronizações prévias em nosso laboratório. As células foram incubadas overnight a 4 °C. No 

dia seguinte, o anticorpo primário foi removido, e as células foram lavadas três vezes com PBS 

1X por 5 minutos. 

Em seguida, foi realizada a marcação com anticorpos secundários específicos às 

origens de cada anticorpo primário, utilizando uma diluição de 1:375 em solução de bloqueio. 

As células foram incubadas com o anticorpo secundário por 2 horas à temperatura ambiente. 

Foram utilizados os anticorpos Alexa Fluor™ 488 donkey anti-rabbit (Invitrogen) e Alexa 

Fluor™ 633 goat anti-mouse (Invitrogen). Após a incubação, o anticorpo secundário foi 

removido, seguido de três lavagens com PBS 1X por 5 minutos. A coloração nuclear foi feita 

com DAPI (1 µg/mL), incubando as células por 5 minutos. Após a coloração, o DAPI foi 

removido, e as células foram lavadas três vezes com PBS 1X por 5 minutos. Finalmente, as 

células foram montadas utilizando 200 µL do meio de montagem Fluoromount G (Invitrogen). 

Para obter as imagens, utilizamos o equipamento Cytation 5 (Biotek), que possui filtros para 

todos os fluoróforos empregados neste experimento.  

2.5. Cariotipagem 

A fim de atestar a estabilidade genética das células empregadas no estudo, realizamos 

a cariotipagem das mesmas. As hiPSCs, em passagem #25, foram cultivadas conforme os 

padrões até aqui indicados por 3 dias até atingirem 70-80% de confluência, garantindo uma 

proporção ideal de células em proliferação. No dia da coleta, as placas de cultura foram lavadas 

com PBS 1X estéril a 37 ºC para remover resíduos e manter a integridade do cultivo. Para 

interromper as células na fase de metáfase, foi adicionado o reagente KaryoMAX™ 

Colcemid™ (Gibco) (2 µL/mL de meio de cultura) diretamente às placas. As células foram 

incubadas por 18 minutos a 37 °C 5% CO2. Esse período foi cuidadosamente monitorado para 

evitar contração excessiva dos cromossomos, garantindo visualização clara dos cromossomos. 

O meio contendo a Colcemida foi transferido para tubos cônicos de 15 mL. As hiPSCs foram 

liberadas utilizando StemPro® Accutase (Gibco), coletadas e centrifugadas a 300 * g por 10 

minutos para formação de um pellet.  
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Após descartar o sobrenadante, as células foram submetidas a uma solução hipotônica 

de KCl 0,075 M (pré-aquecida a 37 ºC), sendo incubadas por 15 minutos para promover o 

ingurgitamento das células e facilitar a separação dos cromossomos. As hiPSCs foram então 

fixadas utilizando fixador de Carnoy (3:1, metanol:ácido acético), adicionado gota a gota para 

evitar choque osmótico. O processo de fixação foi repetido três vezes, com lavagens e 

homogeneização suaves entre cada etapa, para eliminar células não metafásicas e garantir uma 

preparação cromossômica de qualidade. A suspensão celular foi cuidadosamente dispensada em 

lâminas de vidro, deixando-a cair em gotas de uma altura de aproximadamente 10 cm visando 

promover o espalhamento dos cromossomos. As lâminas foram aquecidas a 60 ºC por 1 hora 

para secagem completa. Em seguida, foram submetidas ao processo de bandeamento G. 

Para o bandeamento G, as lâminas foram envelhecidas por 24 horas em estufa a 60 ºC. 

As lâminas envelhecidas foram tratadas com tripsina a 0,025% por 15 segundos, seguida de 

neutralização em meio DMEM (Gibco) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco) e 

coradas com Giemsa a 2% por 1 minuto. Após enxágue em água corrente e secagem ao ar, as 

lâminas foram montadas com Entellan e lamínulas, e seguiram para avaliação. Os cromossomos 

foram analisados sob microscópio óptico Apotome 2.0 (Zeiss) com lente de imersão 100X. Para 

identificação do cariótipo, os padrões de bandeamento foram avaliados e comparados com as 

descrições presentes na literatura acadêmica, permitindo a identificação de possíveis anomalias 

estruturais ou numéricas. Uma metáfase foi selecionada para montagem do cariograma. 

2.6. Viabilidade celular mediante a administração de diferentes drogas 

Os ensaios de viabilidade celular empregados neste estudo foram feitos utilizando o 

reagente CellTiter-Blue® Cell Viability Assay (Promega). O método baseia-se na capacidade das 

células vivas de converter o corante redox resazurina em resorufina, que emite fluorescência. 

Células inviáveis perdem rapidamente sua capacidade metabólica e, portanto, não geram sinal 

fluorescente. 

Inicialmente, investigamos o comportamento da nossa linhagem de hiPSCs por meio 

da análise da curva de morte celular após a administração de antibióticos seletivos, visando sua 

posterior utilização na seleção de células geneticamente modificadas. Para esse experimento, 

hiPSCs na passagem #24 foram subcultivadas em placas de 96 poços previamente recobertas 

com Geltrex® (Gibco) e cultivadas em meio E8 completo, suplementado com RevitaCell™ 

(Gibco). Após a contagem celular utilizando azul de Trypan (Nova Biotecnologia), foram 
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semeadas 10⁴ células por poço, em um volume total de 100 µL por poço, que foram e incubadas 

por 24 horas 

Os fármacos blasticidina (Invitrogen) e puromicina (Sigma) foram dissolvidos em PBS 

1X, para obter uma solução estoque a 1000 µg/mL. Diluições seriadas dos antibióticos foram 

preparadas em meio E8 completo, resultando em concentrações finais variando de 50 µg/mL a 

0,1 µg/mL. Cada diluição foi adicionada aos respectivos poços da placa, seguida de incubação 

por 48 horas. Os experimentos foram conduzidos em quatro replicatas técnicas para cada 

concentração de antibiótico. Foram incluídos dois grupos controle: um sem exposição a 

fármacos e outro sem células, permitindo a determinação do ruído de fluorescência do meio na 

placa. Após esse período inicial, o meio foi renovado, e a administração das diferentes 

concentrações de blasticidina e puromicina foi repetida a cada 48 horas, por um total de 8 dias. 

Para avaliar a viabilidade celular após este período, foram adicionados 10 µL de 

CellTiter-Blue® a cada poço, com agitação da placa para homogeneização, seguida de 

incubação por 4 horas, protegendo a placa da luz. A fluorescência foi então medida utilizando 

o equipamento Cytation 5 (Biotek) com excitação em 560 nm e emissão em 590 nm. Os 

resultados obtidos foram analisados para determinar a concentração letal de blasticidina e 

puromicina, servindo como guia para a futura aplicação nas hiPSCs editadas para genes de 

resistência aos antimicrobianos. 

Em outra vertente, realizou-se ensaios de viabilidade celular em hiPSCs expostas a 

dois fármacos reconhecidos como adjuvantes no processo de inserção gênica sítio-dirigida: o 

Ácido Valproico (VPA) e o AZD 7648. O VPA é um inibidor conhecido de histona desacetilase 

(HDAC) que desempenha um papel importante na remodelação da cromatina, aumentando a 

acessibilidade do DNA às nucleases, como as utilizadas pelo sistema CRISPR/Cas9. Esse 

fármaco tem sido amplamente utilizado para melhorar a eficiência e precisão das modificações 

genéticas, principalmente em células pluripotentes. O AZD 7648 é um inibidor seletivo da via 

PI3K que regula processos celulares críticos, como crescimento, sobrevivência e resposta ao 

estresse. A inibição da via PI3K pelo AZD 7648 foi associada a uma redução do estresse celular 

e da ativação de mecanismos de reparo imprecisos, o que pode beneficiar a eficiência da edição 

gênica ao favorecer o reparo dirigido por homologia (HDR). A combinação desses dois 

fármacos visa potencializar os efeitos benéficos de ambos os mecanismos, otimizando 

protocolos de edição gênica em hiPSCs (Leal et al., 2024). 
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Para avaliar os impactos dessas drogas na viabilidade celular, hiPSCs foram 

plaqueadas em densidade de 104 células por poço em placas de 96 poços, totalizando três placas 

em passagem #32 para os experimentos. Cada grupo experimental foi submetido a condições 

idênticas no início do experimento, com os seguintes tratamentos: controle (sem fármacos), 

VPA (10 µM) (Sigma), AZD 7648 (0,5 µM) (Tocris) e a combinação de VPA e AZD 7648 (10 

µM e 0,5 µM, respectivamente). Essas concentrações foram estabelecidas conforme os 

trabalhos de Takayama et al., 2017 e Selvaraj et al., 2024, respectivamente. Para cada condição 

experimental, foram realizadas oito replicatas técnicas por tempo de análise. Além disso, em 

cada placa experimental, uma fileira de poços sem células foi incluída como controle de 

fluorescência de fundo.  

Os fármacos foram administrados no Dia 1 do experimento, após a adesão celular, e a 

viabilidade celular foi avaliada em três tempos distintos: 24, 48 e 72 horas após a exposição às 

drogas. Para a mensuração da viabilidade, também utilizamos o CellTiter-Blue® Cell Viability 

Assay (Promega). A fluorescência foi lida por meio do equipamento Cytation 5 (Biotek) com 

excitação em 560 nm e emissão em 590 nm, sendo os valores obtidos corrigidos pelo ruído de 

fundo dos poços sem células. Essa abordagem nos forneceu dados quantitativos sobre a 

capacidade de sobrevivência e metabolismo das hiPSCs em cada condição experimental, 

possibilitando comparar os efeitos farmacodinâmicos do VPA e AZD 7648 e sua combinação. 

2.7. Avaliação da proliferação celular em células tratadas com VPA e AZD 7648 

Para avaliar a proliferação celular após a administração do VPA e do AZD 7648, 

utilizou-se o kit Click-iT® EdU Alexa Fluor® 488 Imaging (Invitrogen). Este kit permite a 

detecção precisa de células em fase de síntese de DNA por meio da incorporação do nucleosídeo 

análogo EdU (5-etinil-2’-desoxiuridina). As hiPSCs em passagem #32 foram cultivadas em 

placas de 12 poços, com um volume total de 500 µL de meio em todas as etapas experimentais. 

No dia 0 do experimento, as células foram plaqueadas a uma densidade inicial de 105 células 

por poço. Foram incluídos quatro grupos experimentais: controle (sem fármacos), tratamento 

com VPA, tratamento com AZD 7648, e tratamento combinado (VPA + AZD 7648), utilizando 

as mesmas concentrações previamente determinadas no experimento de viabilidade celular. A 

proliferação celular foi avaliada em três tempos distintos: 24, 48 e 72 horas após a administração 

dos tratamentos. Nos tempos estabelecidos, as células receberam uma solução de EdU à 

concentração final de 10 µM preparada em meio E8 completo. Para tal, metade do volume de 

meio no poço (250 µL) foi removida e substituída por 250 µL da solução de EdU em E8, 
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totalizando novamente 500 µL por poço. As células foram incubadas por 4 horas em incubadora 

a 37 °C 5% de CO2.  

Após a incubação, as células foram fixadas com PFA a 4% em PBS 1X por 15 minutos, 

seguidas de duas lavagens com PBS 1X contendo 3% de BSA. Em seguida, a permeabilização 

foi realizada utilizando Triton® X-100 a 0,5% em PBS 1X por 20 minutos. As células foram 

novamente lavadas com PBS 1X + 3% BSA antes da etapa de detecção.  O EdU incorporado 

foi detectado por meio do coquetel de reação fornecido pelo kit, preparado conforme as 

instruções do fabricante. Para isso, 500 µL do coquetel de reação foram adicionados a cada 

poço, e as células foram incubadas por 30 minutos à temperatura ambiente, protegidas da luz. 

Após essa etapa, as células foram lavadas com PBS 1X + 3% BSA e incubadas com 500 µL de 

solução de Hoechst diluído em PBS 1X (1:2000) por 30 minutos, visando a marcação nuclear. 

Após a marcação, as hiPSCs foram lavadas duas vezes com PBS 1X, e 500 µL de PBS 1X 

foram adicionados a cada poço para preservação antes da análise. A fluorescência foi avaliada 

utilizando o equipamento Cytation 5 (Biotek), com excitação/emissão nos comprimentos de 

onda específicos do fluoróforo Alexa Fluor® 488 (495/519 nm). Imagens representativas foram 

capturadas, e a intensidade de fluorescência foi quantificada para avaliar e comparar os níveis 

de proliferação celular entre os diferentes grupos experimentais e períodos de análise. 

2.8. Indução à endoderma definitivo  

A indução ao endoderma definitivo foi realizada com o objetivo de estabelecer 

condições de cultivo que promovam a ativação da expressão dos genes SOX17 e PRDM1. 

Embora o foco principal de nossas pesquisas seja o uso de linhagens repórteres para o estudo 

da oogênese in vitro, protocolos comerciais já disponíveis permitem a indução simultânea 

desses marcadores durante a diferenciação de hiPSCs em células do endoderma. Essa 

abordagem oferece uma alternativa prática para visualizar a expressão dos genes de interesse, 

evitando a necessidade de induzir as hiPSCs a hPGCLCs, um processo significativamente mais 

caro e laborioso em comparação à indução a endoderma.  

Para padronizar a indução ao endoderma definitivo, foram utilizadas hiPSCs não 

modificadas geneticamente na passagem #29. As células foram cultivadas em condições 

otimizadas até atingirem a confluência ideal para subcultivo. A dissociação celular foi realizada 

utilizando Accutase, e as células foram contadas para plaqueamento. As hiPSCs foram 

semeadas em 16 poços de uma placa de 48 poços, com densidade de 4 × 10⁴ células por poço. 

8 poços foram destinados à indução ao endoderma (grupo de indução) e os outros 8 
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permaneceram como hiPSCs (grupo controle). No dia seguinte ao plaqueamento (Dia 0), poços 

representativos de ambos os grupos foram fotografados. Em seguida, iniciamos o processo de 

indução ao endoderma utilizando o PSC Definitive Endoderm Induction Kit (Gibco), composto 

por dois Meios de Indução, A e B. O meio E8 foi removido de todos os poços, as células foram 

lavadas com PBS 1X, e 200 µL do Meio de Indução A foram adicionados aos poços do grupo 

de indução. Paralelamente, os poços do grupo controle receberam 200 µL de meio E8 completo. 

Após 24 horas (Dia 1), as células foram novamente fotografadas. O meio de indução A foi 

cuidadosamente substituído pelo Meio de Indução B nos poços do grupo de indução, enquanto 

os poços do grupo controle receberam E8 fresco. Após mais 24 horas (Dia 3), as células foram 

fotografadas uma última vez e, em seguida, fixadas em PFA 4% para caracterização 

imunofenotípica. 

2.9. Imunofluorescência para marcadores de pluripotência e de endoderma 

Neste ponto, seguimos o protocolo de imunofluorescência descrito na seção 2.4. Os 

anticorpos anti-NANOG (rabbit IgG, 1:500) e anti-TRA-1-60 (mouse IgM, 1:250), ambos da 

Abcam, foram utilizados como marcadores positivos de células-tronco pluripotentes, e anti-

SOX17 (mouse IgG, 1:100) (Invitrogen) e anti-PRDM1 (goat IgG, 1:50) (Abcam) como 

marcadores positivos de células endodérmicas. A detecção das marcações dos anticorpos 

primários foi realizada utilizando os anticorpos secundários Alexa Fluor™ 488 donkey anti-

rabbit (Invitrogen), Alexa Fluor™ 546 donkey anti-goat (Invitrogen) e Alexa Fluor™ 633 goat 

anti-mouse (Invitrogen), todos diluídos na proporção de 1:375. O controle negativo por omissão 

do anticorpo primário também foi adotado nesta etapa, assim como a coloração nuclear 

utilizando DAPI (1 µg/ mL) e a montagem com Fluoromount G. As imagens foram registradas 

utilizando o equipamento Cytation 5 (Biotek). 

2.10. qPCR para marcadores de endoderma definitivo 

Para uma caracterização mais detalhada das células endodérmicas derivadas de 

hiPSCs, realizamos a análise dos níveis de expressão gênica de genes relacionados à 

pluripotência e ao endoderma. Para a análise, cultivamos hiPSCs na passagem #29 em seis 

poços de uma placa de 6 poços, enquanto quatro placas de 6 poços foram induzidas à 

diferenciação, conforme a metodologia descrita na seção anterior. Essa diferença no número de 

placas foi necessária, pois a indução ao endoderma é eficaz apenas em placas com até 30% de 

confluência. Assim, enquanto um poço completamente confluente foi suficiente para compor 

uma amostra de hiPSCs, foram necessários quatro poços com aproximadamente 25% de 
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confluência para gerar uma amostra de células endodérmicas. Dessa forma, trabalhamos com 

seis amostras de hiPSCs e seis amostras de células endodérmicas para a análise. 

As amostras celulares foram coletadas utilizando Accutase, centrifugadas, 

ressuspendidas em RNALater (Sigma) e armazenadas a -20 °C até o momento da extração de 

RNA. Para a extração de RNA, utilizamos o kit Quick-RNA™ Miniprep Plus (Zymo Research). 

As amostras foram centrifugadas a 500 * g por 5 minutos, o RNALater foi descartado, e as 

células foram ressuspendidas em 300 µL de RNA Lysis Buffer. O lisado foi transferido para a 

coluna Spin-Away™ Filter, posicionada em um tubo coletor, e centrifugado a 12000 * g por 30 

segundos. A coluna contendo o DNA genômico foi descartada, e o filtrado foi transferido para 

a coluna Zymo-Spin™ IIICG, posicionada em um novo tubo coletor. Após nova centrifugação 

nas mesmas condições, o filtrado foi descartado, e a coluna foi lavada com 400 µL de RNA 

Wash Buffer. Essa etapa foi seguida de um tratamento com 80 µL de solução de DNase I (0,0625 

U/µL) por 15 minutos à temperatura ambiente. Em sequência, a coluna recebeu 400 µL de RNA 

Prep Buffer, foi centrifugada novamente, e lavada duas vezes com RNA Wash Buffer (700 µL e 

400 µL, respectivamente). Finalmente, o RNA foi eluído em 150 µL de água livre de nucleases 

e centrifugado a 12000 * g por 30 segundos.  

As amostras foram então mantidas em gelo e quantificadas no espectrofotômetro 

Nanodrop® 2000 (Thermo Fisher Scientific). Para a síntese de cDNA, utilizamos 160 ng de 

RNA de cada amostra, aplicando o kit SuperScript® III First-Strand Synthesis System for RT-

PCR (Invitrogen). Inicialmente, o RNA foi incubado a 65 °C por 5 minutos com 50 ng de 

hexâmeros randômicos, 10 mM de dNTP mix e água livre de nucleases, sendo posteriormente 

resfriado em gelo por 1 minuto. Em seguida, preparamos a mix de síntese de cDNA para 12 

reações, contendo 2 µL de 10X RT Buffer, 4 µL de 25 mM MgCl2, 2 µL de 0,1 M DTT, 1 µL 

de RNaseOUT™ e 1 µL de SuperScript® III RT por reação. 10 µL dessa mix foram adicionados 

a cada amostra, seguidos de incubação a 25 °C por 5 minutos, a 50 °C por 50 minutos e 

finalizados a 85 °C por 5 minutos. Após resfriamento em gelo, 1 µL de RNase H foi adicionado 

a cada amostra, seguido de incubação a 37 °C por 20 minutos. As amostras de cDNA foram 

então armazenadas a -20 °C até a realização das qPCRs.   

Utilizamos 10 genes para investigar a dinâmica de expressão gênica entre hiPSCs e 

células diferenciadas ao endoderma definitivo (Tabela 1). GAPDH (glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase) e ARBP (attachment region binding protein) foram utilizados como 

genes endógenos. NANOG (Nanog homeobox) e SOX2 (SRY-Box transcription factor 2) foram 
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utilizados como marcadores de pluripotência. PDGFA (platelet-derived growth factor subunit 

A) foi utilizado para acompanhar a perda do estado indiferenciado das hiPSCs, enquanto SOX17 

(SRY-Box transcription factor 17), PRDM1 (PR domain zinc finger protein 1), CXCR4 (C-X-C 

chemokine receptor type 4), GATA6 (GATA binding protein 6) e FOXA2 (forkhead box protein 

A2) foram utilizados como marcadores de endoderma.  

 Tabela 1: Primers utilizados para qPCR.   

As reações de qPCR foram realizadas com 4 ng de cDNA e 500 nM de primers forward 

e reverse, utilizando a GoTaq® qPCR Master Mix (Promega). Cada reação foi conduzida em 

um volume total de 20 µL, composto por 10 µL de GoTaq® qPCR Master Mix (2X), 1 µL de 

primer forward (10 µM), 1 µL de primer reverse (10 µM), 1 µL de cDNA ([ ] 4 ng) e 7 µL de 

água livre de nucleases. As reações foram realizadas em três replicatas técnicas, utilizando 

placas de qPCR (Biorad) seladas com filme óptico (Biorad). As qPCRs foram conduzidas no 

Primer Sequência (5’-3’) Classe Amplicom (pb) TM (ºC) Referência 

GAPDH FWD GAAGGTCGGAGTCAACGGATTT 

Gene endógeno 148 

57.1 

(Cai et al., 2013) 

GAPDH REV ATGGGTGGAATCATATTGGAAC 52.8 

ARBP FWD GAAACTCTGCATTCTCGCTTCC 

Gene endógeno 119 

55.9 

(Sakata et al., 2022) 

ARBP REV ACTCGTTTGTACCCGTTGATGA 56.3 

NANOG FWD AGAGGTCTCGTATTTGCTGCAT 

Marcador de pluripotência 120 

56.3 

(Yamashiro et al., 2018) 

NANOG REV AAACACTCGGTGAAATCAGGGT 56.7 

SOX2 FWD TGAATCAGTCTGCCGAGAATCC 

Marcador de pluripotência 104 

56.7 

(Yamashiro et al., 2018) 

SOX2 REV TCTCAAACTGTGCATAATGGAGT 54.3 

PDGFA FWD GGTGGTCACAGGTGCTTTT 

Marcador de diferenciação 197 

56 

(Sriram et al., 2017) 

PDGFA REV AAACCACTTAAGGCTCTCAGGA 55.8 

SOX17 FWD TTCGTGTGCAAGCCTGAGAT 

Marcador de endoderma 119 

57 

(Yamashiro et al., 2018) 

SOX17 REV TAATATACCGCGGAGCTGGC 56.9 

PRDM1 FWD AAACCAAAGCATCACGTTGACA 

Marcador de endoderma 133 

55.7 

(Yamashiro et al., 2018) 

PRDM1 REV GGATGGATGGTGAGAGAAGCAA 56.9 

CXCR4 FWD CAGCAGGTAGCAAAGTGACG 

Marcador de endoderma 208 

56.2 

(T. Li et al., 2011) 

CXCR4 REV GTAGATGGTGGGCAGGAAGA 56.4 

GATA6 FWD ACAGGGCGATTTCCTTTCAGTT 

Marcador de endoderma 92 

57 

(Wang X. et al., 2021) 

GATA6 REV CTTCTGTTGGGGGTAACGTCTG 57.6 

FOXA2 FWD ACCCGGTTTTATCCCTTGAATC 

Marcador de endoderma 127 

55 

(Kang et al., 2024) 

FOXA2 REV ATACAACCTGCAACCAGACAGG 57.2 
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termociclador Qiaquant 96 5 Plex (Qiagen), com leitura de fluorescência do corante BRYT 

Green® nas fases de extensão e na curva de dissociação (curva de melting). O programa do 

termociclador foi configurado com os parâmetros detalhados na Tabela 2. 

Tabela 2: Programação da ciclagem utilizada para as reações de qPCR. 

Passo do Ciclo Temperatura Tempo Ciclos 

 Ativação da Polimerase 95 ºC 2 minutos 1 

Desnaturação 95 ºC 15 segundos 
40 

Anelamento e Extensão 60 ºC 1 minuto  

Melting 72-95 ºC 15 minutos 1 

Após a conclusão das reações, os valores de Ct foram obtidos e organizados em uma 

planilha do Excel (Microsoft) para posterior análise. A expressão média de cada gene-alvo nas 

diferentes populações celulares foi determinada por meio do método 2-ΔCt. 

2.11.  Desenho de primers e sgRNAs empregados na edição gênica por 

CRISPR/Cas9  

A maquinaria do reparo dirigido por homologia (HDR, do inglês homology-directed 

repair), que utiliza um modelo homólogo (DNA doador) para guiar o processo de reparo de 

quebras de fita dupla no DNA genômico, é essencial para os objetivos desse estudo. Para isso, 

sintetizamos in vitro um DNA doador de fita dupla (dsDNA) contendo braços de homologia 

específicos para nossos genes-alvo. Este dsDNA também possui, a jusante do último éxon, éxon 

2 para o gene SOX17 e do éxon 7 para o gene PRDM1, sequências genéticas que codificam 

proteínas fluorescentes, permitindo a detecção da expressão por meio da fluorescência gerada 

(Figura 1). Optamos por não fusionar diretamente as sequências das proteínas fluorescentes às 

sequências dos genes-alvo para garantir a expressão eficiente e a coexpressão independente, 

minimizando possíveis interferências na funcionalidade da proteína de interesse.  Para isso, 

incluímos dois espaçadores aminoacídicos entre a sequência-alvo e a do gene repórter. Além 

disso, visando a purificação e seleção das hiPSCs geneticamente modificadas, incorporamos 

genes de resistência a antibióticos seletivos, cuja expressão é regulada pelo promotor ubíquo 

EFS (elongation factor-1α short). Assim, mesmo na ausência de expressão do gene repórter em 

células indiferenciadas, o gene de resistência é expresso. O construto também inclui as 

sequências loxP66 e loxP71, possibilitando a remoção opcional dos genes de resistência por 

meio de recombinação sítio-específica mediada pela Cre-recombinase (Figura 1). 
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O design das sequências para síntese dos braços de homologia, a seleção dos alvos e o 

desenho dos gRNAs específicos foram realizados utilizando a plataforma Invitrogen™ 

TrueDesign™ Genome Editor. Após fornecermos os genes-alvo, o software gerou oligos para 

a síntese dos dsDNA, primers para sequenciamento e detecção do construto inserido no DNA 

genômico por HDR, além de prever incorporações off-target e estimar a eficiência do corte pela 

Cas9 nos sítios-alvo. Seguindo o fluxo de trabalho sugerido pela plataforma, selecionamos 

inicialmente o experimento de edição genética desejado, no caso, o gene tagging. Em seguida, 

indicamos a espécie (Homo sapiens hg38) e os genes-alvo: SOX17 (NM_022454.4) e 

PRDM1(NM_001198.4). Após essa etapa, escolhemos adicionar tags fluorescentes a genes não 

expressos, considerando que ambos os genes permanecem inativos no estado indiferenciado 

das hiPSCs. Para minimizar possíveis impactos na funcionalidade do transcrito, as tags foram 

estrategicamente posicionadas na porção carboxi (C)-terminal dos genes. 

Para o gene SOX17, selecionamos a proteína fluorescente vermelha (red fluorescent 

protein, RFP) como repórter, enquanto, para PRDM1, escolhemos a proteína fluorescente verde 

(green fluorescent protein, GFP). Quanto aos genes de resistência a antibióticos, utilizamos 

blasticidina para a linhagem SOX17-RFP e puromicina para a linhagem PRDM1-GFP. Como 

resultado, gerou-se pela plataforma as sequências dos gRNAs específicos para os alvos (Tabela 

3), primers para sequenciamento, primers para verificação da integração do construto ao DNA 

genômico (PCR juncional e sequenciamento) e primers para a síntese dos braços de homologia 

no DNA doador via PCR convencional. Também foram fornecidas informações sobre a 

metodologia de entrega dos complexos de edição, que emprega o TrueTag™ Donor DNA 

(Invitrogen) em associação com os gRNAs específicos (sgRNAs) e proteína Cas9 de alta 

fidelidade (TrueCut™ HiFi Cas9 protein).   

Tabela 3: Sequências-alvo dos sgRNAs utilizados no estudo no estudo. 

sgRNA Sequência-alvo PAM Eficiência (%) Off-targets 

SOX17 CAACTATCCTGACGTGTGAC AGG 99,41 1 

PRDM1 TGAAAATCTTAAGGATCCAT TGG 95,09 9 
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Figura 1: Estrutura dos cassetes para knock-in de SOX17 e PRDM1. O cassete genético apresenta uma organização modular composta por diferentes elementos funcionais: 

um linker, que consiste em um pequeno segmento de aminoácidos atuando como uma ponte entre os elementos traduzidos; a sequência 2A, que possibilita a tradução 

policistrônica, permitindo a expressão das proteinas fluorescentes RFP/GFP de modo não fusionado aos produtos dos genes; o promotor EFS, que dirige a expressão do gene 

de resistência; os genes Puro/Blast, que conferem resistência a antibióticos (puromicina ou blasticidina) para seleção positiva; e a região Uni, que representa o final do cassete. 

O cassete também inclui as sequências loxP66 e loxP71, utilizadas para remoção do cassete por recombinação mediada por Cre-recombinase. Além disso, os primers FWD e 

REV possuem uma região de homologia de 35 bases (homology arm) e uma sequência universal de 21 bases (Universal C), necessárias para a amplificação e integração do 

cassete no genoma por meio do reparo dirigido por homologia. Para SOX17-RFP-BLAST, o cassete contendo o marcador fluorescente vermelho (RFP) e o gene de seleção 

(Blast) é integrado no ponto específico localizado no éxon 2. A sequência detalhada apresenta a região ao redor do local de integração, com as regiões codificantes representadas 

em laranja e os íntrons em azul-claro. Já para PRDM1-GFP-PURO, o marcador fluorescente verde (GFP) e o gene de resistência à puromicina (Puro) são inseridos no éxon 7. 

A sequência detalhada segue a mesma lógica visual, exibindo éxons, íntrons e as sequências flanqueadoras.
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Tabela 4: Primers de sequenciamento e de verificação para o knock-in SOX17-RFP. 

Tabela 5: Primers de sequenciamento e de verificação para o knock-in PRDM1-GFP. 

 

2.12. Inner-outer Overlapping PCR para amplificação do dsDNA 

Para a síntese dos dsDNA desejados, utilizamos o template fornecido pelos kits 

TrueTag™ Donor DNA RFP/GFP Stem (Invitrogen) e primers adaptadores especificamente 

desenhados para cada gene de interesse. Durante a execução dos experimentos, verificamos que 

os primers inicialmente fornecidos apresentavam extensões excessivas, o que frequentemente 

comprometia a eficiência das reações. Com base em nossas observações e em conformidade 

com sugestões do fabricante, implementamos uma abordagem otimizada, segmentando os 

primers em dois grupos distintos: primers internos e externos, denominados aqui como inner e 

outer, respectivamente. Os primers outer foram modificados com fosforotioato nas 

extremidades 5’, com o objetivo de aumentar a eficiência de ligação aos alvos do template. Para 

montar as reações de PCR utilizou-se 25 µL da master mix 2X Phusion™ Flash High Fidelity 

PCR Master Mix (Applied Biosystems), 1 µL do primer inner forward a 0.5 µM, 1 µL do primer 

inner reverse a 0.5 µM, 1 µL do primer outer forward a 10 µM, 1 µL do primer outer reverse 

a 10 µM, 1 µL do template do DNA doador a 20 ng/µL, e 20 µL água livre de nucleases, 

Primer Sequência (5’-3’) 

SOX17 SEQ FWD P1 GCATGACTCCGGTGTGAATC 

SOX17 SEQ FWD P2 CCGCACGGAATTTGAACAGT 

SOX17 SEQ REV P1 TGGAGGAAGCTGTTTTGGGA 

SOX17 SEQ REV P2 CCCAAACTGTTCAAGTGGCA 

TRUETAG C-2A-RFP-BLAST F2 TGCGGACGGTGCCGACAGGTGC 

TRUETAG C-2A-RFP-BLAST R2 GGCTTGCCTTCGCCCTCGGATG 

Primer Sequência (5’-3’) 

PRDM1 SEQ FWD P1 AGGGTGCAGCCTTTATGAGT 

PRDM1 SEQ FWD P2 GGCCTGAAAGTGTCTTTGCA 

PRDM1 SEQ FWD P3 AGGACGTGGAGGATGACATC 

PRDM1 SEQ REV P1 CTTTGCCTTGTTCATGCCCT 

PRDM1 SEQ REV P2 TTCCAGAGGTGAGGGGAAAC 

PRDM1 SEQ REV P3 TGTCGAGAGAGCTTTGCAGA 

TRUETAG C-2A-GFP-PURO F2 GCCCTAGAACCTGGTGCATGAC 

TRUETAG C-2A-GFP-PURO R2 CTTGTGGCCGTTTACGTCGCCG 
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totalizando reações de 50 µL. Foram feitas duas reações para cada gene. As reações de PCR 

para a síntese dos DNAs doadores foram realizadas utilizando o termociclador Veriti™ 96-Well 

Thermal Cycler (Applied Biosystems), seguindo o protocolo de ciclos descrito na Tabela 6. 

Após a conclusão das reações, amostras foram submetidas à eletroforese em gel de 

agarose 1% (Uniscience), preparado em tampão TAE 1X e corado com 0,0001% SYBR Safe 

(Invitrogen). 1 µL da amostra foi coletado, misturado a 1 µL de Loading Buffer (Phoneutria 

Biotecnologia e Serviços) e diluído em 8 µL de água livre de nucleases. As amostras foram 

então carregadas nas cavidades do gel, previamente posicionadas na cuba de eletroforese 

contendo tampão TAE 1X. Para estimativa do tamanho dos fragmentos amplificados, utilizou-

se o padrão de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). A eletroforese foi conduzida 

sob uma voltagem de 80 mV e corrente de 92 mA por 45 minutos. Em seguida, os géis foram 

analisados no transiluminador BioDoc-It Imaging System (UVP), e as imagens foram 

capturadas para posterior avaliação. Bandas específicas com tamanhos entre 1,4 e 1,8 kb foram 

consideradas satisfatórias, de acordo com as especificações do fabricante. 

Tabela 6: Programação da ciclagem utilizada para a síntese dos dsDNA. 

Passo do Ciclo Temperatura Tempo Ciclos 

 Desnaturação Inicial 98 ºC 10 segundos 1 

 Desnaturação 98 ºC 1 segundo  

35 

 

Anelamento 56 ºC 5 segundos 

Extensão 72 ºC 45 segundos 

Extensão Final 72 ºC 2 minutos 1 

Hold 4 ºC ∞ 1 
 

Para realizar a purificação do DNA produzido, utilizamos o módulo TrueTag™ PCR 

Purification (Invitrogen), seguindo as etapas recomendadas. Todos os passos de centrifugação 

foram realizados em temperatura ambiente a 12.000 * g. Antes do uso inicial do módulo de 

purificação, o Wash Buffer concentrado foi diluído com 9 mL de etanol 100%. Para a 

purificação, combinamos as duas reações de PCR concluídas, totalizando volume de 100 µL 

em um único tubo. Em seguida, adicionamos 100 µL de Binding Buffer ao produto de PCR, em 

uma proporção de 1:1, homogeneizando bem.  

O volume de 200 µL foi transferido para a coluna de purificação GeneJET™, e foi 

centrifugado por 60 segundos. O filtrado foi descartado, a base da coluna foi limpa em papel 
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toalha autoclavado, e 700 µL de Wash Buffer diluído em etanol foram adicionados à coluna. 

Após nova centrifugação de 60 segundos, o filtrado foi descartado, a colunas foram secas em 

papel toalha autoclavado e reposicionadas no tubo de coleta. A coluna foi então centrifugada 

novamente, por mais 1 minuto, para garantir a remoção completa do buffer residual. Depois 

disso, a coluna foi transferida para um tubo livre de nucleases autoclavado de 1,5 mL. Foram 

adicionados 50 µL de Elution Buffer (10 mM Tris-HCl, pH 8,5) ao centro da membrana, 

seguidos de centrifugação por 1 minuto. Após a eluição, a coluna foi descartada, e o DNA 

purificado foi quantificado em espectrofotômetro Nanodrop® 2000 (Thermo Fisher Scientific), 

a fim de estimar a concentração e a pureza dos dsDNA produzidos nesta etapa. Após a 

quantificação, o material foi mantido a -80 °C até o dia das transfecções. 
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Tabela 7: Primers utilizados para a síntese dos braços de homologia desejados. Os primers sombreados de laranja e verde demostram os primers 

que serviram como modelo para elaboração das sequências inner e outer. Os asteriscos denotam as modificações fosforotioato nos primers outer. 

 

 

 

Primer Sequência (5’-3’) 

SOX17 C1 TRUETAG FWD GCTCCGCGGTATATTACTGCAACTATCCTGACGTGGGAAGTGGCTCAGGTTCTGGA 

SOX17 C1 TRUETAG REV TCTGGCCTGCAGGCTGGGGCGGATCAGGGACCTGTCACTTGGCCGATCGCATACAGAG 

SOX17 INNER FWD TACTGCAACTATCCTGACGTGGGAAGTGGCTCAGGTTCTGGA 

SOX17 INNER REV GGGCGGATCAGGGACCTGTCACTTGGCCGATCGCATACAGAG 

SOX17 OUTER FWD G*C*TCCGCGGTATATTACTGCAACTATCCTGACGTG 

SOX17 OUTER REV T*C*TGGCCTGCAGGCTGGGGCGGATCAGGGACCTGTCA 

PRDM1 C1 TRUETAG FWD CTGTAAAGGTCAAACAAGAAACAGTTGAACCAATGGATCCTGGAAGTGGCTCAGGTTCTGGA 

PRDM1 C1 TRUETAG REV TTAAGAAACAAAATAAGTGTTTTCTGAAAATCTTACTTGGCCGATCGCATACAGAG 

PRDM1 INNER FWD ACAGTTGAACCAATGGATCCTGGAAGTGGCTCAGGTTCTGGA 

PRDM1 INNER REV AAGTGTTTTCTGAAAATCTTACTTGGCCGATCGCATACAGAG 

PRDM1 OUTER FWD C*T*GTAAAGGTCAAACAAGAAACAGTTGAACCAATGGATCCT 

PRDM1 OUTER REV T*T*AAGAAACAAAATAAGTGTTTTCTGAAAATCTTA 



 
 

2.13. Ensaio piloto de transfecção e citometria de fluxo 

Com o objetivo de padronizar as condições ideais de transfecção e avaliar a eficiência 

da entrega do complexo de edição, realizamos um ensaio piloto de transfecção celular utilizando 

uma variante da proteína Cas9 conjugada à GFP. Para isso, foram plaqueadas 3 × 104 hiPSCs 

em passagem #25 em 10 poços de uma placa de 24 poços. Neste momento, estabelecemos que 

3 poços seriam destinados à setagem do citômetro de fluxo, 2 seriam poços de controle da 

transfecção, em que há a omissão da Cas9-GFP no complexo de transfecção, e que 5 poços 

seriam destinados à transfecção com a Cas9-GFP (Figura 2). No dia seguinte ao plaqueamento, 

as células foram transfectadas de acordo com diretrizes estabelecidas pelo manual de uso do kit 

TrueTag™ Donor DNA. Antes da transfecção, os poços foram lavados com PBS 1X a fim de 

remover células mortas e debris decorrentes da passagem.  

Para o grupo controle (gRNA + dsDNA), foi preparado o tubo 1 contendo 50 µL de 

meio Opti-MEM (Gibco), 0,2 µL de gRNA SOX17 a 100 pmol/µL (Invitrogen), 600 ng de 

dsDNA SOX17 e 5 µL de Lipofectamine Cas9 Plus Reagent (Invitrogen). O tubo 2 foi 

preparado com 50 µL de Opti-MEM e 3 µL de Lipofectamine CRISPRMAX Reagent 

(Invitrogen). Após incubação do tubo 2 por 1 minuto, seu conteúdo foi adicionado ao tubo 1, 

seguido de homogeneização cuidadosa e incubação do complexo de transfecção a temperatura 

ambiente por 15 minutos. Em seguida, 50 µL da mistura final foram distribuídos por 

gotejamento nos dois poços de controle negativo. Para o grupo GFP-Cas9 (gRNA + dsDNA + 

Cas9-GFP), foi preparado o tubo 1 contendo 125 µL de meio Opti-MEM, 1,5 µL de Alt-R™ 

S.p. Cas9-GFP V3 (IDT), 0,5 µL de gRNA SOX17 a 100 pmol/µL, 1500 ng de dsDNA SOX17 

e 12,5 µL de Lipofectamine Cas9 Plus Reagent. O tubo 2 foi preparado com 125 µL de Opti-

MEM e 7,5 µL de Lipofectamine CRISPRMAX Reagent. Após incubação do tubo 2 por 1 

minuto, seu conteúdo foi adicionado ao tubo 1, seguido de homogeneização cuidadosa e 

incubação do complexo de transfecção a temperatura ambiente por 15 minutos. Por fim, 50 µL 

da mistura final foram distribuídos por gotejamento nos cinco poços experimentais. Neste 

momento, incubamos a placa por 1 hora a 37 °C 5% CO2. Após transcorrido este período, 450 

µL de meio E8 completo foi adicionado a cada poço, e as placas foram então analisadas no 

equipamento Cytation 5 (Biotek), em que se mensurou a intensidade de fluorescência dos poços 

utilizando filtro GFP.  

Após esta etapa, procedemos com o preparo para citometria de fluxo para quantificar 

o número de hiPSC-GFP positivas. Para isso, o meio foi removido de cada poço, as células 
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foram lavadas com PBS 1X e em seguida foi aplicado 100 µL de Accutase a cada poço. As 

placas foram então incubadas por 6 minutos a 37 °C 5% CO2, e em seguida, a enzima foi 

inativada com 200 µL de meio E8 completo. As hiPSCs foram então transferidas para 

microtubos de 1,5 mL com fundo cônico e centrifugadas a 300 * g por 8 minutos a 4 °C, a fim 

de favorecer a formação de pellets. O sobrenadante foi descartado e os pellets foram 

ressuspendidos em 200 µL de PBS 1X + 2% BSA + 0.024 mM EDTA. As células de poços não-

transfectados foram então reunidas em um único tubo de citometria para serem utilizados na 

setagem do citômetro FACScan (B&D). As células provenientes dos poços-controle 

compuseram uma única amostra, e cada um dos 5 poços experimentais expostos à transfecção 

com gRNA, dsDNA e Cas9-GFP foram tratados como amostras individuais.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Diagrama da placa utilizada no ensaio-piloto de transfecção.   

Um gráfico de dispersão FSC-A vs. SSC-A foi utilizado para separar as hiPSCs de 

detritos e agregados através do estabelecimento de um gate. As células não transfectadas foram 

utilizadas para definir o limiar da fluorescência basal. Para isso, um histograma GFP (canal 

FL1) vs. contagem de eventos foi utilizado para estabelecer um threshold de fluorescência, 

acima do qual as hiPSCs foram consideradas positivas para GFP. A porcentagem de células GFP 

positivas foi determinada com base no número de eventos dentro do gate GFP+ em relação ao 

total de células viáveis analisadas, indicando eficiência de internalização do complexo gRNA-

Cas9 e dsDNA. Dot plots representativos de SSC vs. fluorescência (GFP) foram gerados para 

ilustrar a distinção entre hiPSCs não transfectadas daquelas eficientemente transfectadas.
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2.14. Transfecção dos dsDNA SOX17-RFP e PRDM1-GFP 

Com todo o procedimento devidamente delineado, o DNA doador sintetizado, a 

padronização da transfecção concluída e a metodologia de detecção estabelecida, iniciamos a 

transfecção definitiva. Neste estágio, foram incluídas administrações dos fármacos ácido 

valproico (VPA) e AZD 7648 (inibidor da DNA-PK), com o objetivo de avaliar seus possíveis 

efeitos na eficiência do knock-in.   

No Dia 0, hiPSCs saudáveis em cultivo (passagem #32) foram plaqueadas na 

densidade de 3 × 104 células por poço em duas placas de 24 poços previamente tratadas com 

Geltrex: uma destinada à geração do knock-in SOX17-RFP e outra à geração do knock-in 

PRDM1-GFP. No Dia 1, em cada placa, foram estabelecidos quatro grupos experimentais (n = 

6 replicatas): Grupo controle, Grupo sem fármacos, Grupo VPA, que recebeu tratamento com 

10 µM do composto 24 horas antes da transfecção e Grupo AZD 7648, que recebeu tratamento 

com 0,5 µM do composto 24 horas antes da transfecção (Figura 3). No Dia 2, transcorridas 24 

horas após a administração dos fármacos, foi realizada a lipofecção para ambos os genes-alvos. 

Para o grupo controle negativo (gRNA + dsDNA), iniciamos o preparo do Tubo 1, em que 

foram adicionados 150 µL de meio Opti-MEM (Gibco), 0,6 µL de gRNA SOX17/PRDM1 a 100 

pmol/µL (Invitrogen), 1800 ng de dsDNA SOX17/PRDM1 e 5 µL de Lipofectamine Cas9 Plus 

Reagent (Invitrogen).  Seguimos com o preparo do tubo 2, com a adição de 150 µL de Opti-

MEM e 9 µL de Lipofectamine CRISPRMAX Reagent (Invitrogen), seguido de incubação por 

1 minuto. O conteúdo do tubo 2 foi adicionado ao tubo 1, com homogeneização cuidadosa e 

incubação à temperatura ambiente por 15 minutos. Por fim, 50 µL da mistura final foram 

distribuídos, por gotejamento, nos seis poços destinados ao controle negativo.  

Para os grupos sem fármacos, VPA e AZD 7648, estabelecidos como grupos teste 

(gRNA + dsDNA + Cas9), o preparo foi realizado de forma similar. O tubo 1 recebeu 450 µL 

de meio Opti-MEM, 5,4 µL de TrueCut™ HiFi Cas9 (Invitrogen), 1,8 µL de gRNA 

SOX17/PRDM1 a 100 pmol/µL (Invitrogen), 5400 ng de dsDNA SOX17/PRDM1 e 45 µL de 

Lipofectamine Cas9 Plus Reagent. Adiante, o tubo 2 foi preparado com a adição de 450 µL de 

Opti-MEM e 27 µL de Lipofectamine CRISPRMAX Reagent, seguido de incubação por 1 

minuto. O conteúdo do tubo 2 foi adicionado ao tubo 1, com homogeneização cuidadosa e 

incubação à temperatura ambiente por 15 minutos. Por fim, 50 µL da mistura final foram 

distribuídos, por gotejamento, nos 18 poços experimentais.  
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Figura 3: Diagrama do experimento de transfecção. Foram utilizadas 2 placas de 24 poços, uma para cada gene. 

As placas foram incubadas por 1 hora a 37 °C 5% CO2. Após esse período, foram 

adicionados 450 µL de meio E8 completo em cada poço, e as placas retornaram à incubadora. 

O cultivo prosseguiu com trocas diárias de meio até que as hiPSCs se recuperassem da 

transfecção. Duas passagens sequenciais foram realizadas utilizando ReLeSR, com o objetivo 

de remover possíveis células diferenciadas e expandir a população celular para sua utilização 

em experimentos subsequentes. Após a propagação das hiPSCs provenientes dos diferentes 

grupos experimentais, uma fração das células foi criopreservada, enquanto outra foi submetida 

à indução à endoderma para avaliação visual da inserção (knock-in) dos repórteres 

fluorescentes. Além disso, uma parte das células obtidas foi destinada à extração de DNA 

genômico (gDNA) para a realização dos experimentos de PCR juncional, visando confirmar a 

integração dos construtos no genoma.   

2.15. Detecção da RFP e da GFP em células knock-in 

As células transfectadas, já em passagem #34, foram plaqueadas em 2 placas de 24 

poços: uma contendo as presumíveis hiPSCs-SOX17-RFP, e outra contendo as presumíveis 

hiPSCs-PRDM1-GFP. Os grupos experimentais adotados no experimento de transfecção foram 

mantidos neste experimento. Portanto, para cada placa, haviam 6 poços do grupo controle, 6 

poços do grupo sem fármacos, 6 poços do grupo VPA e 6 poços do grupo AZD 7648. Foram 

plaqueadas 3 × 104 células por poço. Após as primeiras 24 horas de cultivo, empregou-se a 

indução à endoderma definitivo, seguindo as etapas mencionadas na seção 2.11. No terceiro dia 

de indução, as placas foram levadas para o equipamento Cytation 5 (Biotek), onde foram 

examinadas e capturadas sob o campo claro, filtro RFP, no caso das presumíveis hiPSCs-

SOX17-RFP e filtro GFP no caso das presumíveis hiPSCs-PRDM1-GFP.     
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2.16. PCR juncional para detecção do knock-in  

Para realizar a extração de gDNA das células transfectadas e proceder à análise das 

junções entre os genes-alvo e o inserto da sequência codificadora de proteínas fluorescentes e 

genes de resistência, utilizou-se o Kit de Extração de DNA/RNA Sample Flex (Phoneutria 

Biotecnologia e Serviços). Primeiramente, as células foram coletadas com Accutase seguindo 

os procedimentos mencionados em seções anteriores. Em seguida, os tubos com as células 

foram centrifugados a 500 * g por 7 minutos a 4 ºC. Após a centrifugação, o sobrenadante foi 

descartado, e o pellet de células foi ressuspendido em 140 µL de PBS 1X, sendo posteriormente 

transferido para um tubo de lise. No tubo de lise, adicionaram-se 4 µL de Proteinase K (PK) 

reconstituída e 200 µL de tampão ALR-PK. Os tubos foram misturados brevemente em vórtex 

e incubados a 56 ºC por 1 hora e 30 minutos. Após o período de incubação, 400 µL de solução 

de lise foram acrescentados a cada tubo, com subsequente homogeneização utilizando 

micropipeta de 1000 µL. Os tubos foram mantidos à temperatura ambiente por 10 minutos. Em 

sequência, adicionaram-se 2 µL de carreador e 100 µL de etanol 100% a cada tubo de lise, com 

nova homogeneização. O volume total de cada tubo, foi transferido para uma coluna de sílica 

acoplada a um tubo coletor. Os tubos foram centrifugados por 3 minutos a 6000 * g. Após a 

centrifugação, as colunas foram transferidas para novos tubos coletores e receberam 350 µL de 

solução A, sendo centrifugadas novamente a 10000 * g por 30 segundos. Em seguida, 400 µL 

de solução B foram adicionados às colunas, que foram centrifugadas novamente sob as mesmas 

condições. Posteriormente, as colunas foram realocadas para novos tubos coletores e 

submetidas a mais uma centrifugação a 10000 * g por 3 minutos. Após essa etapa, as colunas 

foram transferidas para tubos de eluição, onde permaneceram à temperatura ambiente, com as 

tampas abertas, por 10 minutos. Em seguida, 50 µL de tampão de eluição foram aplicados 

diretamente no centro de cada coluna, e as amostras foram incubadas à temperatura ambiente, 

com as tampas fechadas, por 3 minutos. Finalmente, realizou-se uma última centrifugação a 

10000 * g por 3 minutos para recuperar o gDNA adsorvido à membrana de sílica. Conforme as 

recomendações do fabricante, o gDNA extraído e purificado foi armazenado a -20 ºC. Além 

disso, as colunas de sílica foram identificadas e também armazenadas na mesma temperatura, 

permitindo uma nova eluição, caso necessário. Após este processo, as amostras foram 

quantificadas em Nanodrop® 2000 (Thermo Fisher Scientific). 

As reações de PCR juncional foram realizadas para detectar a presença dos construtos 

projetados pela plataforma TrueDesign™, sendo conduzidas a partir dos procedimentos 

destacados por (Chaudhari et al., 2020) com adaptações: para a junção 5’ das presumíveis 
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hiPSCs SOX17-RFP, as reações foram configuradas com o primer forward de sequenciamento 

(SOX17 SEQ FWD P1: 5’-GCATGACTCCGGTGTGAATC-3’) e o primer reverse específico 

para a porção C-2A-RFP-Blast (TRUETAG C-2A-RFP-BLAST R2: 5’-

GGCTTGCCTTCGCCCTCGGATG-3’). Para a junção 3’, utilizamos o primer forward para a 

porção C-2A-RFP-Blast (TRUETAG C-2A-RFP-BLAST F2: 5’-

TGCGGACGGTGCCGACAGGTGC-3’) e o primer reverse de sequenciamento (SOX17 SEQ 

REV P1: 5’-TGGAGGAAGCTGTTTTGGGA-3’) (Figura 4). Para as presumíveis hiPSCs 

PRDM1-GFP, a PCR da junção 5’ foi conduzida com o primer forward de sequenciamento 

(PRDM1 SEQ FWD P1: 5’-AGGGTGCAGCCTTTATGAGT-3’) e o primer reverse para a 

porção C-2A-GFP-Puro (TRUETAG C-2A-GFP-PURO R2: 5’-

CTTGTGGCCGTTTACGTCGCCG-3’). Para a junção 3’, utilizamos o primer forward para a 

porção C-2A-GFP-Puro (TRUETAG C-2A-GFP-PURO F2: 5’-

GCCCTAGAACCTGGTGCATGAC-3’) e o primer reverse de sequenciamento (PRDM1 SEQ 

REV P1: 5’-CTTTGCCTTGTTCATGCCCT-3’) (Figura 4).  

Com duas reações de PCR para cada amostra, realizamos cinco reações para a PCR da 

junção 5’ das hiPSCs SOX17-RFP, abrangendo as amostras SOX17 Controle, SOX17 Sem 

Fármacos, SOX17 VPA, SOX17 AZD 7648 e um controle da reação em que água foi utilizada 

no lugar do DNA genômico. De modo semelhante, cinco reações foram realizadas para a PCR 

da junção 3’. Para as hiPSCs PRDM1-GFP, também realizamos cinco reações para cada junção, 

seguindo os mesmos grupos de amostras mencionados (Figura 4). As reações foram preparadas 

com 25 µL da mastermix 2X Phusion™ Flash High Fidelity PCR Master Mix (Applied 

Biosystems), 1 µL de primer forward a 20 µM, 1 µL de primer reverse a 20 µM, 50 ng de DNA 

genômico e água para completar 50 µL. A amplificação foi realizada em termociclador Veriti™ 

96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems), seguindo os parâmetros de ciclagem 

apresentados na Tabela 6. Após a PCR, as amostras foram analisadas por eletroforese capilar 

utilizando o equipamento TapeStation 4150 (Agilent) e a High Sensitivity D1000 ScreenTape 

(Agilent). Para a preparação, 2 µL de cada amostra, ajustadas para uma concentração de 1000 

pg, foram misturados com 2 µL de tampão de amostra fornecido pelo fabricante. O 

eletroferograma e os tamanhos em pares de bases dos picos foram utilizados para interpretar os 

resultados. Conforme o desenho de nossos construtos, consideramos como knock-in positivas 

as hiPSCs SOX17-RFP que apresentassem amplicons de aproximadamente 219 pb na junção 5’ 

e 429 pb na junção 3’. Para as hiPSCs PRDM1-GFP, os amplicons esperados foram de 

aproximadamente 202 pb na junção 5’ e 197 pb na junção 3’.  
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Figura 4: Representação dos cassetes genéticos SOX17-C-2A-RFP-BLAST e PRDM1-C-2A-GFP-PURO integrados e planejamento experimental para análises de PCR 

juncional. Na parte superior, o cassete SOX17-C-2A-RFP-BLAST é representado. As junções de integração 5’ e 3’ são destacadas com os primers específicos usados para 

amplificação de cada junção. Da mesma forma, o cassete PRDM1-C-2A-GFP-PURO é mostrado com as junções de integração 5’ e 3’ indicadas e os respectivos primers. Na 

parte inferior, o planejamento experimental de PCR Juncional é apresentado, abrangendo quatro grupos experimentais (controle, sem fármacos, VPA e AZD 7648) e um controle 

de reação. Dois genes são avaliados (SOX17 e PRDM1), e duas junções são analisadas para cada gene (5’ e 3’), totalizando 20 amostras de PCR obtidas a partir do cruzamento 

entre as condições experimentais, os genes e as junções. 
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2.17. Seleção das células geneticamente modificadas 

Para iniciar o processo de seleção das células geneticamente modificadas, seguimos as 

condições descritas no tópico 2.6. Inicialmente, as hiPSCs SOX17-RFP e PRDM1-GFP, 

provenientes dos quatro grupos experimentais, foram plaqueadas em poços individuais de 35 × 

10 mm. As células foram cultivadas até atingirem aproximadamente 50% de confluência. Nesse 

estágio, iniciou-se a administração dos antibióticos: blasticidina, na concentração de 1,6 µg/mL, 

para as hiPSCs SOX17-RFP, e puromicina, na concentração de 0,8 µg/mL, para as hiPSCs 

PRDM1-GFP. Os antibióticos foram adicionados ao meio de cultura a cada dois dias, 

correspondendo à frequência de troca do meio. As hiPSCs foram mantidas sob essas condições 

por um período de 8 dias. Durante esse intervalo, registros fotográficos representativos dos 

poços foram realizados nos dias 0, 2, 4, 6 e 8 de seleção com os antibióticos. 

2.18. Análises estatísticas 

As curvas de morte celular em resposta à administração de antibióticos seletivos foram 

geradas a partir da transformação logarítmica das intensidades de fluorescência registradas 

durante o experimento. Em seguida, realizou-se uma regressão não linear desses valores para 

obter a curva de morte celular em função das drogas. As análises estatísticas para comparações 

entre grupos foram conduzidas utilizando ANOVA unidirecional (One-Way ANOVA), 

considerando-se diferenças estatisticamente significativas para p < 0,05. Nos experimentos de 

qPCR, os níveis médios de expressão dos genes-alvo em hiPSCs e células do endoderma 

definitivo foram determinados pelo método 2−ΔCt e expressos em escala log2, conforme 

recomendado por Schmittgen e Livak (2008). Para a comparação entre os dois grupos, foi 

aplicado o teste t de Student. Todas as análises estatísticas foram feitas utilizando o software 

GraphPad Prism V.8. O programa também foi utilizado para plotar os gráficos presentes no 

estudo.  
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3. RESULTADOS 

3.1.  Caracterização das hiPSC71: Morfologia, Ultraestrutura, Fenótipo e Perfil 

Genético 

Nas observações de rotina, as células analisadas (hiPSC71, passagem #24). exibiam 

características típicas de hiPSCs, confirmando sua identidade e qualidade do cultivo. As 

colônias apresentam morfologia compacta e arredondada, com bordas bem definidas, 

características clássicas de hiPSCs saudáveis (Figura 5D). As células também demonstram altas 

taxas de proliferação, formando colônias densas em curto intervalo de tempo. Além disso, 

possuem excelente capacidade de recuperação após passagens e ciclos de descongelamento, 

mantendo sua integridade morfológica e viabilidade. A morfologia nuclear é consistente com o 

perfil pluripotente, exibindo núcleos grandes, com proporção núcleo-citoplasma elevada, e 

eucromatina predominante. Outro aspecto relevante é a ausência de diferenciação espontânea, 

mesmo após sucessivas passagens, o que destaca a estabilidade do cultivo e a excelência das 

condições de manutenção utilizadas.  

Aprofundando essas observações, quanto à ultraestrutura, as células analisadas 

apresentaram características ultraestruturais bastante consistentes. A fixação realizada 

diretamente na superfície de cultura preservou bem a morfologia das colônias de hiPSC, 

permitindo a observação de um agrupamento de células intimamente associadas (Figura 5E) 

com diversos complexos juncionais (Figuras 5I, 5J, 5N). As células na periferia da colônia 

exibem uma morfologia semelhante à de células epiteliais (Figura 5M), conforme previamente 

relatado na literatura. Também foi observada uma complexa rede de comunicação intercelular 

formada por projeções de actina, conhecidas como ductos internos (Figuras 5E e 5P).   

As hiPSCs analisadas apresentam uma abundância de mitocôndrias alongadas, 

refletindo seu elevado metabolismo energético (Figura 5L). Além disso, foram identificados 

numerosos polissomos livres e uma presença significativa de cisternas do retículo 

endoplasmático rugoso, indicando alta atividade de síntese proteica (Figuras 5J, 5K). O núcleo, 

que ocupa grande parte do volume celular, apresenta predominância de eucromatina com dois 

ou mais nucléolos bem definidos, onde as três regiões ultraestruturais são claramente 

distinguíveis (Figura 5H). Outros compartimentos, como endossomos, corpos multivesiculares, 

o complexo de Golgi e o retículo endoplasmático liso, também são facilmente observados 

(Figura 5K, 5L, 5O). A presença de componentes associados a vias de degradação é considerada 
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padrão normal, visto que não abrange todas as células observadas. Relacionamos estes achados 

ao cultivo a longo termo, dado que estas células se encontravam em passagem #24.  
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Figura 5: Aspectos morfológicos da linhagem hiPSC71 em passagem #24. As figuras A-D representam a 

morfologia das células ao microscópio óptico após descongelamento, 24, 48 horas após o descongelamento e em 

1 semana de cultivo. Painéis de E-P apresentam a ultraestrutura das hiPSCs utilizadas na pesquisa. O polígono 

destacado em F foi ampliado em G, assim como o polígono presente em I é ampliado em J. ID = ductos internos, 

N = núcleo, NC = nucléolo, PM = membrana plasmática, EC = eucromatina, CFD = centro fibrilar denso, CF = 

componente fibrilar, CG = componente granular, C = cisternas mitocondriais, RER = retículo endoplasmático 

rugoso, M = figuras mitocondriais, AP = projeções de actina, OZ = junção oclusiva, AZ = zônula de adesão, P = 

polissomos livres, AP = autofagossomos, MB = corpos multivesiculares, GC = complexo de Golgi, SER = retículo 

endoplasmático liso, G = grânulo de glicogênio, JC = complexos juncionais, NE = envelope nuclear. Escalas estão 

discriminadas em cada painel.   

 

As hiPSCs empregadas nesta pesquisa também demonstraram marcação positiva para 

todos os anticorpos do painel de pluripotência utilizado. A expressão desses marcadores foi 

confirmada por imunofluorescência, revelando sua localização nuclear para os fatores de 

transcrição OCT4, NANOG e SOX2, reguladores da pluripotência, e sua distribuição na 

superfície celular para os receptores TRA-1-60 e SSEA-4, característicos de células 

pluripotentes (Figura 6A). Esses resultados corroboram a manutenção do fenótipo pluripotente 

nas condições de cultura utilizadas, assegurando que as hiPSCs permanecem aptas a serem 

diferenciadas em diversos tipos celulares e válidas para os experimentos subsequentes. 

Por fim, a análise cariotípica confirmou que as células analisadas apresentam um 

cariótipo normal, sem alterações cromossômicas detectáveis. O cariótipo identificado foi 46, 

XX, consistente com o padrão cromossômico esperado para células humanas femininas, 

indicando a estabilidade genômica (Figura 6B). Todos esses resultados indicam a qualidade das 

hiPSCs utilizadas, reforçando sua adequação para estudos subsequentes e garantindo a 

confiabilidade dos dados obtidos nos experimentos conduzidos. 
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Figura 6: Perfil fenotípico e genético das hiPSC71 empregadas no projeto. Em A, observa-se a marcação positiva para 3 marcadores nucleares de pluripotência, i.e., OCT4, 

SOX2 e NANOG. Todos eles foram detectados utilizando o anticorpo secundário conjugado com Alexa Fluor™ 488 (em verde). As células também apresentaram marcação 

positiva para receptores de superfície associados às células-tronco pluripotentes (TRA-1-60 e SSEA-4). Ambos marcadores foram detectados por meio do anticorpo secundário 

conjugado com Alexa Fluor™ 633 (em vermelho). Controles negativos por omissão do anticorpo primário encontram-se na fileira superior, enquanto as células marcadas com 

o anticorpo primário encontram-se na fileira inferior. Coloração nuclear realizada com DAPI (azul) em todas as imagens. Em B, cariograma representativo que atesta a 

estabilidade genética das células, que apresentam genótipo 46, XX.  
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3.2.  Avaliação das Respostas Celulares à Administração de Diferentes Fármacos 

3.2.1. Resposta aos Antibióticos Seletivos 

Os resultados de viabilidade celular, obtidos após 8 dias de exposição aos antibióticos 

seletivos, demonstram que a dose mínima letal de blasticidina é de 1,6 µg/mL, enquanto a de 

puromicina é de 0,8 µg/mL. Esses valores foram determinados com base em análises de 

regressão não linear apresentadas na Figura 7. Os dados obtidos estão em concordância com 

informações previamente relatadas na literatura para hiPSCs, confirmando a sensibilidade 

esperada dessas células aos antibióticos testados. Interessantemente, a exposição prolongada 

das hiPSCs à puromicina, em concentração mais baixa, resultou na formação de corpos 

embrioides (Figura 7B), fenômeno que também foi descrito em estudos anteriores (Zhong et 

al., 2020). Esse efeito pode estar relacionado à resposta celular ao estresse causado pela 

presença do fármaco, que promove a agregação e diferenciação espontânea em determinadas 

condições de cultivo. Essa observação destaca a importância de ajustar cuidadosamente as 

condições experimentais ao utilizar puromicina para seleção, especialmente em protocolos de 

manutenção ou expansão de células pluripotentes modificadas. 
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Figura 7: Resposta das hiPSCs aos antibióticos seletivos designados para selecionar, futuramente, células geneticamente modificadas. Em A, respostas relativas à 

blasticidina, enquanto em B, respostas relativas à puromicina. Baseado nas concentrações que tocam o eixo X dos gráficos, chegamos às concentrações de 1,6 µg/mL para 

blasticidina e 0,8 µg/mL para a puromicina. Nos painéis da direita, representações da concentração mais alta e mais baixa de antibiótico nos dias 1 e de exposição aos antibióticos. 

É possível notar que com 8 dias de exposição à puromicina, houve formação de corpos embrioides nas placas. n amostral de cada grupo = 4/dose. Barras correspondem a 50 

µm.   
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3.2.2. Resposta ao VPA e ao AZD 7648 

Após 24 horas de tratamento, a análise pelo ensaio CellTiter-Blue revelou que todos 

os grupos experimentais apresentaram um índice de fluorescência significativamente maior em 

comparação ao grupo controle, indicando diferenças na atividade metabólica das hiPSCs. No 

entanto, 48 horas após a administração dos fármacos, apenas o grupo tratado com a combinação 

de VPA e AZD 7648 mostrou diferença significativa em comparação ao controle. Na análise 

final, realizada 72 horas pós-exposição aos fármacos, observaram-se diferenças significativas 

na viabilidade celular entre todos os grupos experimentais em relação ao grupo controle. Além 

disso, houve uma diferença relevante entre o tratamento isolado com VPA e a combinação de 

VPA e AZD 7648, sugerindo um possível efeito antagônico a longo prazo (Figura 8A). 

Morfologicamente, as células submetidas aos três tratamentos apresentaram colônias mais 

arredondadas e bem delimitadas, possivelmente devido à melhora na viabilidade celular. No 

grupo tratado com AZD 7648, foi observada uma quantidade expressiva de lamelipódios 24 e 

48 horas após a administração do fármaco (Figura 8B).  

A análise de proliferação celular por meio do ensaio EdU indicou que não houve 

diferenças estatisticamente significativas entre os tratamentos e o grupo controle (Figura 9B). 

No entanto, visualmente, foi possível perceber que, nas primeiras 24 horas de tratamento, o 

grupo controle apresentava uma ligeira maior proporção de células EdU+ em comparação aos 

grupos tratados. Nos tempos posteriores, o tratamento com AZD 7648 demonstrou uma redução 

na quantidade de células proliferativas (Figura 9A). Combinando os resultados do experimento 

de viabilidade celular com as observações sobre a proliferação, inferimos que a menor taxa de 

proliferação no grupo tratado com AZD 7648 está associada à melhora na viabilidade celular. 

Esse efeito parece estar relacionado a um sensoriamento ambiental mais eficiente, evidenciado 

pela presença de lamelipódios, como observado na Figura 8B. Assim, concluímos que os 

fármacos avaliados atuam predominantemente na manutenção da viabilidade celular, em vez 

de influenciar diretamente a proliferação. Com base nesses achados, decidimos aplicar VPA e 

AZD 7648 de forma individual nos experimentos de transfecção celular. 
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Figura 8: Resultados quantitativos e qualitativos a respeito da viabilidade celular mediante a administração de VPA e AZD 7648. Após 24 horas, diferenças 

estatisticamente significativas foram observadas entre o controle e VPA (p = 0,0142, *), controle e AZD 7648 (p = 0,0184, *), e controle e VPA + AZD 7648 (p = 0,0079, **). 

Após 48 horas, uma diferença significativa foi encontrada entre o controle e VPA + AZD 7648 (p = 0,0422, *). Após 72 horas, diferenças altamente significativas foram 

observadas entre o controle e VPA (p < 0,0001, ****), controle e AZD 7648 (p = 0,0001, ***), controle e VPA + AZD 7648 (p = 0,0029, **), e também entre VPA e VPA + 

AZD 7648 (p = 0,0068, **). Os resultados morfológicos em B demonstram importantes achados morfológicos nos tratamentos propostos. Pontas de seta no grupo AZD 7648 

demonstram a formação de lamelipódios nas imediações das colônias tratadas com o fármaco. n amostral de cada grupo = 8/tempo. Barras correspondem a 50 µm.  
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Figura 9: Resultados relacionados à proliferação celular após a administração de VPA e AZD 7648. Na figura A, imagens de fluorescência ilustram a incorporação de EdU 

pelas hiPSCs, evidenciando diferenças visuais entre os tratamentos. Em todos os tempos analisados, foi observada uma redução no número de células GFP positivas nos grupos 

tratados, com exceção do grupo tratado com VPA após 48 horas do tratamento. Apesar de os valores absolutos de intensidade de fluorescência nos grupos tratados terem sido 

ligeiramente inferiores ao do controle, a comparação entre os grupos não revelou diferenças estatisticamente significativas, como demonstrado em B. n amostral de cada grupo 

= 3/tempo. Barras correspondem a 100 µm. 
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3.3.  Otimização das Condições de Cultivo para a Expressão de SOX17 e PRDM1 

A indução ao endoderma definitivo revelou alterações morfológicas significativas nas 

células submetidas ao processo de diferenciação (Figura 10A). Após o primeiro dia de indução, 

as colônias passaram a exibir uma morfologia mais próxima de um formato cuboide, semelhante 

à aparência de queratinócitos. Além disso, foram observados numerosos prolongamentos 

celulares e uma quantidade moderada de debris. No segundo dia de indução, as células 

assumiram uma morfologia característica de células epiteliais, deixando de formar colônias 

coesas e bem delimitadas, como observado nas hiPSCs (Figura 10A). Esses achados 

morfológicos foram considerados indicativos importantes da diferenciação de hiPSCs em 

células do endoderma definitivo. 

Para uma análise mais detalhada, foi realizada imunofluorescência para a detecção de 

marcadores de pluripotência e endoderma, permitindo comparação entre as células 

presumidamente diferenciadas em endoderma definitivo e hiPSCs. As hiPSCs apresentaram 

marcação positiva para marcadores de pluripotência, tanto de superfície (TRA-1-60) quanto 

nuclear (NANOG), enquanto aquelas induzidas a endoderma definitivo não exibiram marcação 

detectável para esses marcadores. Em contrapartida, as células diferenciadas apresentaram 

marcação positiva para SOX17 e PRDM1, fatores característicos do endoderma definitivo, 

corroborando a eficácia do protocolo de indução, e validando a ativação da expressão dos genes 

de interesse para o knock-in. Como esperado, as hiPSCs não apresentaram marcação positiva 

para essas proteínas (Figura 10B). 

A diferenciação celular também foi evidenciada por análise comparativa da expressão 

gênica entre as hiPSCs e as células do endoderma definitivo. As hiPSCs apresentaram regulação 

positiva de genes associados à pluripotência (NANOG, SOX2) (Figura 11A, 11B), enquanto as 

células do endoderma definitivo mostraram expressão aumentada de genes relacionados ao 

endoderma (SOX17, PRDM1, CXCR4 e GATA6) (Figuras 11D, 11E, 11F, 11G). O gene PDGFA, 

tipicamente reprimido em células em diferenciação, manteve o nível elevado de transcritos nas 

hiPSCs e reduzido nas células do endoderma definitivo (Figura 11C). FOXA2 foi o único gene 

cuja expressão não diferiu significativamente entre os grupos (Figura 11H).  
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Figura 10: Aspectos morfológicos e imunofenotípicos da diferenciação de hiPSCs em células do endoderma definitivo. Em A, nota-se a mudança na morfologia das células 

em diferenciação, que no primeiro dia da indução apresentam inúmeros prolongamentos (pontas de seta). No segundo dia, as células passam a demonstrar morfologia epitelial 

e perde-se o aspecto de colônias bem delimitadas tipicamente apresentado pelas hiPSCs. Em B, marcações positivas para marcadores de pluripotência em hiPSCs e não detectada 

em células do endoderma definitivo (DE). Em paralelo, células do endoderma definitivo apresentam marcação positiva para os marcadores-chave do estudo, enquanto as hiPSCs 

não apresentam marcação para os mesmos. Proteínas TRA-1-60 e SOX17 foram detectadas por meio do anticorpo conjugado com Alexa Fluor™ 633 (vermelho), NANOG foi 

detectada com anticorpo conjugado com Alexa Fluor 488™ (verde) e PRDM1 foi detectado com anticorpo conjugado com Alexa Fluor 546™ (laranja). Barras de todas as 

imagens correspondem a 50 µm.  



94 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Resultados de qPCR para marcadores de pluripotência, de diferenciação e de endoderma 

definitivo. Os dados foram plotados como funções log (2-ΔCt). É possível observar maior expressão de SOX2, 

NANOG e PDGFA no grupo das hiPSCs, reforçando a natureza pluripotente das células indiferenciadas. SOX17, 

PRDM1, CXCR4 e GATA6, marcadores do comprometimento com a linhagem endodérmica, mostraram-se 

positivamente regulados nas células induzidas ao endoderma definitivo. O único gene com resultados 

inconclusivos, devido ao alto desvio padrão entre as amostras, foi FOXA2, marcador de endoderma, que apresentou 

tendência a uma maior expressão nas células endodérmicas. n amostral = 6/grupo. Valores individuais dos Cts das 

amostras foram obtidos por meio da média aritmética entre 3 replicatas de cada amostra. Valores de p indicados 

nos gráficos.  
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3.4. Edição Gênica com CRISPR/Cas9 

3.4.1. Análise dos dsDNA Gerados  

Diversas padronizações foram realizadas para otimizar o processo de síntese dos 

braços de homologia nos DNA doadores, incluindo testes com primers originalmente 

fornecidos pela fabricante do kit e ajustes nos parâmetros da PCR, como temperatura de 

anelamento, a duração da extensão e o número de ciclos. Entretanto, só obtivemos os resultados 

satisfatórios ao realizar a Inner-outer Overlapping PCR, que se demonstrou eficiente na 

amplificação dos dsDNAs correspondentes aos genes SOX17 e PRDM1, gerando produtos com 

tamanhos compatíveis, que especificam um intervalo de 1,4 a 1,8 kb (Figura 12). A 

quantificação após a purificação dos produtos demonstrou concentrações adequadas para o 

estudo e razão A260/280 entre 1.8 e 2.0, indicando bons níveis de pureza relativa, conforme 

explicitado na tabela 8. 

 

Figura 12: Fotodocumentação da eletroforese em gel de agarose 1% das amostras de dsDNA gerados pela 

Inner-outer Overlapping PCR. Ambas as amostras apresentam produtos próximos a 1500 pb, o que foi 

considerado como satisfatório, baseando-nos pelo tamanho esperado fornecido pelo fabricante do kit e pelo 

tamanho de nossos construtos, indicados na Figura 4.  

 

Tabela 8: Análise dos dsDNAs gerados. 

Amostra [ ] ng/µL A260/280 

SOX17 dsDNA (1+2) 75,3 1,89 

PRDM1 dsDNA (1+2) 120,4 1,85 
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3.4.2. Incorporação de Complexos de Transfecção contendo Cas9-GFP 

 Em ensaio piloto, observamos que os poços transfectados com o complexo contendo 

gRNA, dsDNA e Cas9-GFP apresentaram hiPSCs-GFP positivas, enquanto os poços não 

transfectados e os poços transfectados apenas com gRNA e dsDNA não exibiram sinal 

detectável por microscopia de fluorescência (Figura 13A). A análise da intensidade de 

fluorescência confirmou diferenças significativas entre os grupos, evidenciando a eficiência do 

complexo de transfecção contendo Cas9-GFP (Figura 13B). Nas análises por citometria de 

fluxo, cerca de 26% das células transfectadas exibiram incorporação do complexo de 

transfecção, indicando que, mesmo em um curto período de incubação, o protocolo adotado foi 

capaz de gerar detecção de GFP intracelular em ao menos um quarto das hiPSCs utilizadas no 

experimento (Figuras 13C, 13D). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Resultados do ensaio piloto de transfecção após incubação de 1 hora com Cas9-GFP. Em A, 

análise qualitativa realizada em microscópio de fluorescência que evidenciou a expressão de GFP. A intensidade 

de fluorescência foi quantificada nos grupos não transfectado, controle e Cas9-GFP, com n = 3, 2 e 5, 

respectivamente, evidenciando, em B, diferenças estatísticas na fluorescência entre os grupos não transfectado e 

controle (p = 0,0040, **), não transfectado e Cas9-GFP (p < 0,0001, ****) e controle e Cas9-GFP (p = 0,0008, 

***). Os dados de citometria de fluxo apresentados em C mostraram a detecção de GFP em células transfectadas, 

enquanto a análise das porcentagens obtidas pela citometria, exibidas em D, revelou uma média de 26,14% de 

hiPSCs GFP-positivas. Para a citometria de fluxo, n = 1/controle e n = 5/Cas9-GFP. Escalas correspondem a 100 

µm. 
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3.4.3. Transfecção Celular 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Achados morfológicos das hiPSCs em transfecção. Aspecto imediatamente após a aplicação dos 

complexos de transfecção (0h) e após a adição de 450 µL de meio E8 completo (1h). Estruturas nucleares se tornam 

bastante proeminentes, assim como a presença de debris. Após 24 e 72hs da transfecção, as células não apresentam 

grandes diferenças entre o grupo transfectado com o complexo de transfecção contendo a Cas9 e o grupo controle, 

em que a presença de Cas9 é omitida. Nos painéis superiores, escalas representam 50 µm, enquanto nos painéis 

inferiores representam 20 µm.  

A transfecção celular revelou achados morfológicos importantes nas hiPSCs utilizadas 

no experimento. Independentemente do grupo experimental, as células exibiram, 

imediatamente após a administração dos complexos de transfecção, um aspecto birrefringente 

nas bordas das colônias, o que atribuímos à metodologia de lipofecção (Figura 14). Uma hora 

após a incubação com os complexos de transfecção, as células passaram a apresentar núcleos 
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extremamente proeminentes, além de uma quantidade significativa de debris, fenômeno 

possivelmente associado à toxicidade da lipofectamina. Após 24 horas da transfecção, não 

foram observadas diferenças morfológicas notáveis entre as células do grupo controle e do 

grupo experimental. No entanto, 72 horas após a transfecção, as células do grupo controle 

exibiram colônias com maior nível de compactação em comparação ao grupo experimental. 

Atribuímos esse achado ao fato de que o processo de modificação gênica provavelmente gera 

estresse celular, o que resulta em um maior nível de descompactação das colônias no grupo 

expostos aos complexos de transfecção contendo a endonuclease Cas9. 

3.4.4. Validação da expressão dos Genes knock-in 

A indução ao endoderma definitivo nas células submetidas a edição gênica resultou 

em achados promissores, evidenciando a expressão dos genes repórteres ligados a SOX17 e 

PRDM1 em todos os grupos experimentais, independentemente da presença dos adjuvantes 

VPA e AZD 7648. Essa observação foi feita através da análise das fluorescências RFP (para 

SOX17, Figura 15) e GFP (para PRDM1, Figura 16), que confirmaram a presença de células 

positivas para ambos os marcadores nos diferentes grupos analisados. Nenhum sinal de 

fluorescência foi detectado nas células do grupo controle (transfectadas na ausência de Cas9). 

Devido à ausência de um processo de seleção prévio das hiPSCs submetidas a edição gênica, 

foi possível identificar muitas células endodérmicas que não expressavam os repórteres 

fluorescentes, possivelmente representando uma subpopulação não modificada ou não 

completamente diferenciada. Apesar disso, a expressão consistente dos marcadores 

fluorescentes nas amostras foi considerada satisfatória e indicativa de que as estratégias de 

knock-in e indução ao endoderma definitivo foram eficazes para gerar hiPSCs repórteres e 

ativar a coexpressão dos genes de interesse. 

Além disso, assim como observado nas etapas anteriores de indução ao endoderma 

definitivo, constatamos uma quantidade significativa de células soltas no fundo das placas de 

cultura. Esse fenômeno é uma característica reconhecida e frequentemente reportada pelo 

fabricante do kit de indução, possivelmente refletindo a morte celular seletiva de populações 

que não completaram a transição eficiente para o fenótipo de endoderma definitivo. Apesar 

dessa limitação, a presença de células fluorescentes nos grupos experimentais reforça o sucesso 

do protocolo de indução em demonstrar a funcionalidade dos genes repórteres introduzidos, 

sendo um passo importante para validar o modelo proposto.  
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Figura 15: Detecção da RFP em células do endoderma definitivo. Foi possível identificar a presença de sinal 

fluorescente RFP em células de todos os grupos experimentais, exceto no grupo controle. Pontas de seta indicam 

células SOX17-RFP positivas. Escalas correspondem a 100 µm.  
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Figura 16: Detecção da GFP em células do endoderma definitivo. Foi possível identificar a presença de sinal 

fluorescente GFP em células de todos os grupos experimentais, exceto no grupo controle. Pontas de seta indicam 

células PRDM1-GFP positivas. Escalas correspondem a 100 µm.  
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3.4.5. Detecção dos insertos por meio de PCR juncional e eletroforese capilar 

Os resultados obtidos por meio da PCR juncional confirmaram molecularmente o 

sucesso da inserção dos construtos nos loci-alvo, validando a eficácia do procedimento.  

Nas hiPSCs SOX17-RFP, os grupos experimentais sem fármacos, tratados com VPA e 

com AZD 7648, apresentaram amplicons na junção 5’ variando entre 200 e 300 pb, com valores 

próximos ao esperado de 219 pb (Figura 17). Destacou-se a amostra do grupo tratado com VPA, 

que apresentou amplicons mais próximos do tamanho esperado. O grupo controle, por sua vez, 

não revelou nenhum amplicon detectável nessa faixa de tamanho. Na junção 3’, os mesmos 

grupos experimentais exibiram amplicons próximos ao valor esperado de 429 pb, sendo que a 

amostra tratada com AZD 7648 apresentou o pico mais próximo desse tamanho. Apesar do 

grupo controle apresentar algum grau de arraste, possivelmente indicando degradação do DNA 

amplificado, não foram observados picos próximos ao tamanho esperado. 

Nas hiPSCs PRDM1-GFP, as amostras dos grupos sem fármacos e tratadas com VPA 

exibiram amplicons entre 200 e 300 pb na junção 5’, com o grupo sem fármacos revelando um 

pico em torno de 202 pb, valor esperado (Figura 18). Em contraste, nenhum pico próximo ao 

tamanho esperado foi detectado na amostra tratada com AZD 7648, ainda que a fluorescência 

tenha sido confirmada nos experimentos anteriores. O grupo controle também não apresentou 

amplicons detectáveis na faixa esperada para a junção 5’. Já na junção 3’, todos os grupos 

experimentais, exceto o controle, apresentaram amplicons próximos ao valor esperado de 197 

pb. O grupo sem fármacos novamente se destacou, com um pico próximo a 206 pb. 

A presença de múltiplos picos e amplicons nas amostras reflete a ausência de uma 

padronização propriamente dita para as condições ideais da reação de PCR juncional. Esses 

resultados indicam a necessidade de otimização de parâmetros como temperatura de 

anelamento, e concentração de gDNA, para melhorar a especificidade e a consistência dos 

produtos amplificados. No entanto, consideramos esses resultados positivos, especialmente 

porque foram obtidos utilizando gDNA de hiPSCs submetidas à edição gênica, mas que ainda 

não passaram por processos de seleção. Isso reforça a robustez do sistema empregado e fornece 

uma base importante para passos futuros, que poderão incluir a seleção clonal, o 

estabelecimento das condições ótimas de amplificação, e sequenciamento. 
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Figura 17: Resultados da eletroforese capilar das amostras de hiPSCs-SOX17-RFP submetidas à PCR 

juncional. Todos os grupos experimentais apresentaram bandas próximas aos valores estipulados para as junções 

5’ (219 pb) e 3’ (429 pb), indicadas pelo grifo vermelho.   
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Figura 18: Resultados da eletroforese capilar das amostras de hiPSCs-PRDM1-GFP submetidas à PCR 

juncional. O grupo sem fármacos e VPA apresentaram bandas próximas ao valor estipulado para a junção 5’ (202 

pb), enquanto todas apresentaram bandas próximas ao estipulado para a junção 3’ (197 pb), indicadas pelo grifo 

verde. 
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3.4.6. Seleção das células geneticamente modificadas  

Realizamos testes de seleção das células utilizando antibióticos seletivos nas 

concentrações estabelecidas pelas curvas de morte: 1,6 µg/mL de blasticidina e 0,8 µg/mL de 

puromicina. Esses tratamentos foram aplicados às hiPSCs submetidas aos knock-in SOX17-

RFP e PRDM1-GFP respectivamente. As células dos grupos experimentais sem fármacos, 

tratadas com VPA e AZD 7648, demonstraram, morfologicamente, maior resistência aos 

antibióticos em comparação ao grupo controle, mantendo-se viáveis até pelo menos o sexto dia 

de tratamento em ambas as linhagens (Figura 19 e Figura 20). No entanto, no oitavo dia, 

observou-se uma alta taxa de mortalidade celular na grande maioria das amostras, com exceção 

de um pequeno número de células sobreviventes nos grupos tratados com VPA e AZD 7648 das 

hiPSCs SOX17-RFP.  

Durante o tratamento com puromicina, áreas de diferenciação espontânea tornaram-se 

evidentes no sexto dia em todos os poços, embora a exposição ao antibiótico não tenha resultado 

na formação de corpos embrioides nesse experimento (Figura 20). Nas condições de controle 

de ambas as linhagens, a maioria das células foi eliminada até o sexto dia, confirmando a 

eficácia das concentrações de seleção empregadas. Esses resultados destacaram a influência dos 

tratamentos com VPA e AZD 7648 na resistência das hiPSCs submetidas a edição gênica e nos 

levaram a deduzir a necessidade de ajustes na duração ou nos parâmetros dos protocolos de 

seleção para otimizar a sobrevivência das células geneticamente editadas. 
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Figura 19: Resultados preliminares da seleção de hiPSCs SOX17-RFP resistentes à blasticidina. No 4º dia 

de exposição ao antibiótico seletivo, é possível observar diferenças qualitativas entre o grupo controle e os demais 

tratamentos. No 6º dia, as células do grupo controle já apresentavam altas taxas de mortalidade, enquanto no 8º 

dia somente células tratadas com VPA e AZD 7648 apresentavam células resistentes. Escalas correspondem a 50 

µm.   
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Figura 20: Resultados preliminares da seleção de hiPSCs PRDM1-GFP resistentes à puromicina. No 4º dia 

de exposição ao antibiótico seletivo, é possível observar diferenças qualitativas entre o grupo controle e os demais 

tratamentos. No 6º dia, as células do grupo controle já apresentavam altas taxas de mortalidade, enquanto nos 

demais grupos foi possível observar a presença de áreas de diferenciação espontânea, indicadas pelas pontas de 

seta. Já no 8º dia, todos os grupos não apresentavam células viáveis. Escalas correspondem a 50 µm.  
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4. DISCUSSÃO  

A geração de iPSCs humanas carreando alelos repórteres funcionais é uma estratégia 

sofisticada e altamente relevante para estudos que investigam mecanismos celulares e 

moleculares. Essas linhagens permitem um acompanhamento mais preciso da expressão gênica 

em tempo real, viabilizando análises dinâmicas da diferenciação celular e do desenvolvimento 

humano (Cotta et al., 2024; Puspita et al., 2024). Além disso, no contexto brasileiro, a 

implementação dessa metodologia representa um avanço significativo para a autonomia 

científica do país. Reduzir a dependência de tecnologias e linhagens importadas não apenas 

fortalece a pesquisa local, mas também estabelece uma base para colaborações internacionais 

mais equitativas.   

O estudo alcançou avanços significativos no campo da biologia celular e da edição 

gênica aplicada, focando na identificação e geração e de linhagens modificadas de iPSCs 

humanas. Nossos resultados, além de contribuírem para a biologia básica, têm implicações 

diretas em potenciais aplicações biotecnológicas e biomédicas. Primeiramente, as hiPSCs 

foram extensivamente caracterizadas, o que assegurou a robustez da linhagem utilizada. Essa 

caracterização, realizada em diferentes momentos de cultivo, revelou informações cruciais 

sobre viabilidade celular, proliferação e marcadores específicos de pluripotência. Tais análises 

reforçam a necessidade de um controle rigoroso da qualidade das linhagens para garantir a 

reprodutibilidade e confiabilidade dos experimentos subsequentes.   

Um aspecto central deste trabalho foi a avaliação do impacto dos fármacos, VPA e 

AZD 7648, nas condições de cultivo das hiPSCs. Uma das principais aplicações do VPA em 

iPSCs é sua capacidade de aumentar a eficiência da reprogramação de células somáticas para 

estados pluripotentes. Pesquisas demonstraram que o VPA pode melhorar significativamente a 

eficiência de indução de iPSCs ao promover a expressão de genes associados à pluripotência, 

como OCT4, SOX2 e NANOG (Aguirre-Vázquez et al., 2021). Esse efeito é atribuído ao papel 

do VPA como um inibidor de HDAC, que altera o landscape da cromatina, facilitando um 

ambiente mais favorável para a ativação dos genes de pluripotência durante o processo de 

reprogramação (Ahmed et al., 2022). Por outro lado, o AZD 7648 se destaca como um potente 

inibidor de DNA-PK, uma proteína que desempenha um papel crucial na resposta ao dano e 

nos mecanismos de reparo do DNA (Lapa et al., 2023). Um dos principais mecanismos pelos 

quais o AZD 7648 melhora a edição gênica é a inibição da junção de extremidades não 

homólogas (NHEJ), uma via de reparo de DNA concorrente que frequentemente leva a 
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resultados indesejáveis em aplicações de CRISPR/Cas9. Estudos demonstraram que o uso do 

AZD 7648 desloca significativamente o equilíbrio em direção ao reparo dirigido por homologia 

(HDR), aumentando assim a eficiência de inserções gênicas precisas. Por exemplo, Wimberger 

et al. destacaram que a inibição simultânea de DNA-PK e Polϴ não apenas melhora a eficiência 

de integração, mas também aumenta a precisão da edição do genoma, confirmando o papel 

crítico de DNA-PK nesse contexto (Wimberger et al., 2023). De forma semelhante, Kanke et 

al. relataram que a presença do AZD 7648 foi essencial para alcançar knock-ins eficientes 

utilizando moldes de DNA de fita simples em células primárias, ressaltando ainda mais sua 

importância na facilitação do HDR (Kanke et al., 2024). Embora ambos os compostos fossem 

inéditos em nossas práticas, eles demonstraram melhorar a viabilidade celular, mesmo sem 

aumentos significativos na taxa de proliferação. Esse comportamento pode ser atribuído aos 

mecanismos potencialmente distintos de ação dos fármacos, envolvendo modificações na 

cromatina e alterações na dinâmica do ciclo celular. Esses achados são particularmente 

importantes em contextos em que a viabilidade celular desempenha um papel crítico, sugerindo 

que esses fármacos podem ser ferramentas valiosas para a edição gênica em hiPSCs.    

Além disso, a implementação de uma abordagem alternativa para induzir a expressão 

de SOX17 e PRDM1 durante a indução ao endoderma constituiu um avanço importante dentro 

do estudo. A estratégia, baseada em análises morfológicas, fenotípicas e moleculares, 

demonstrou eficácia na modulação da diferenciação celular. Em consonância com outros 

trabalhos, um achado relevante foi a repressão de SOX2 e a suprraregulação de SOX17 nas 

células do endoderma definitivo. Esse fenômeno ocorre porque SOX17 e SOX2 compartilham 

semelhanças moleculares e competem entre si, o que leva SOX17 a favorecer a transcrição de 

genes associados à pluripotência no momento da diferenciação (Jostes et al., 2020). A regulação 

negativa de PDGFA também reforça esse comprometimento com a diferenciação (Wang S. et 

al., 2019). Esses resultados destacam a importância das vias de SOX17 e PRDM1 no processo 

de indução ao endoderma e abrem novas perspectivas para investigações futuras, especialmente 

na diferenciação de hPGCLCs, em que a indução a endoderma ainda não foi investigada como 

etapa intermediária entre a transição de hiPSCs para hPGCLCs (Frost & Gilchrist, 2024). O 

impacto dessa abordagem vai além dos nossos objetivos iniciais, e oferece uma base promissora 

para estudos mais amplos sobre o desenvolvimento humano. 

Adicionalmente, este trabalho implementou a tecnologia CRISPR/Cas9 para a geração 

de linhagens knock-in de hiPSCs humanas com alelos repórteres, um esforço que resultou na 

criação linhagens expressando marcadores fluorescentes para SOX17 e PRDM1. Essas 
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linhagens estabelecem uma plataforma robusta para futuros experimentos focados na indução 

à formação de células germinativas primordiais humanas. Essa conquista é especialmente 

significativa, pois representa um marco pioneiro no Brasil, já que nenhum outro grupo no país 

se dedicou à geração de linhagens de hiPSCs com alelos repórteres funcionais até o momento. 

Esse avanço não só evidencia a capacidade científica do grupo de pesquisa, mas também reforça 

a importância de investir em abordagens inovadoras no campo da biologia celular e molecular 

em território nacional. Além disso, destaca a aplicabilidade de tecnologias como a 

CRISPR/Cas9 para a geração de ferramentas poderosas para estudos de desenvolvimento 

humano in vitro, como a oogênese humana. As linhagens de hiPSCs repórteres empregadas em 

estudos anteriores para a reconstrução desse processo biológico foram geradas por plataformas 

distintas do CRISPR/Cas9, o que reforça a originalidade desta pesquisa (Cotta et al., 2024).  

Os resultados obtidos neste trabalho são consistentes com dados previamente descritos 

na literatura, o que fortalece tanto a validade quanto a robustez dos protocolos adotados. Tal 

congruência não só reforça a credibilidade científica do trabalho, mas também atesta o 

alinhamento das metodologias empregadas com as práticas internacionais, consolidando a 

relevância dessas abordagens. As hiPSCs analisadas apresentaram características morfológicas, 

ultraestruturais e de estabilidade genética que estão em total conformidade com o esperado para 

células-tronco de pluripotência induzida. Em particular, este estudo fez uma contribuição 

significativa ao caracterizar a ultraestrutura da linhagem proveniente do LaNCE-USP, um 

aspecto ainda não explorado para essa linhagem específica. As observações feitas corroboraram 

as descrições clássicas de hiPSCs, evidenciando uma organização celular bem definida, com 

núcleos grandes e nucléolos proeminentes, além de mitocôndrias e retículo endoplasmático 

organizados de forma típica (Tobias et al., 2018; Matz et al., 2017; Courtot et al., 2014). 

Adicionalmente, as respostas obtidas com a aplicação de antibióticos seletivos 

mostraram-se compatíveis com os dados encontrados na literatura, demonstrando que as células 

responderam de maneira previsível (Alić et al., 2021; Sluch et al., 2018). Este aspecto é 

especialmente relevante, pois comprova a funcionalidade dos sistemas de seleção empregados, 

um ponto crucial para o sucesso da metodologia. Quanto ao uso de VPA e AZD 7648, as doses 

aplicadas neste estudo estão alinhadas com as concentrações descritas por outros grupos de 

pesquisa que utilizam hiPSCs. Esse alinhamento metodológico assegura a reprodutibilidade e 

comparabilidade dos dados obtidos, além de reforçar a relevância dessas doses para promover 

a edição gênica eficiente e influenciar a dinâmica celular sem comprometer a viabilidade das 

células. 
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Em relação à análise de proliferação celular, o tempo de incorporação do EdU em 

hiPSCs foi adequado, fornecendo dados relevantes sobre a taxa de replicação do DNA. Esses 

resultados confirmam que o protocolo utilizado está ajustado às necessidades do estudo, ao 

mesmo tempo em que abrem possibilidades para refinamentos futuros. Por exemplo, a inclusão 

de análises complementares, como a imunomarcação de marcadores de proliferação celular 

(KI67 e PCNA), poderia fornecer informações mais detalhadas sobre a dinâmica do ciclo 

celular nas hiPSCs. Além disso, a utilização de citometria de fluxo para quantificar a 

porcentagem de células EdU+ nos ensaios de proliferação celular representaria um avanço 

metodológico significativo, permitindo a obtenção de dados quantitativos mais precisos sobre 

esse processo em hiPSCs. 

Os resultados obtidos com a aplicação da tecnologia CRISPR/Cas9 para knock-in nas 

hiPSCs, como descrito anteriormente, são promissores, demonstrando a viabilidade da 

estratégia adotada. No entanto, algumas etapas ainda exigem otimizações e análises adicionais 

para consolidar plenamente os dados obtidos até o momento. A quantificação precisa da 

porcentagem de células RFP e GFP positivas após a indução ao endoderma em células não 

selecionadas é um passo essencial para validar a funcionalidade dos alelos repórteres gerados, 

sobretudo por conta da possibilidade de avaliar qual tratamento é mais adequado para melhorar 

a eficiência do knock-in. Para isso, a citometria de fluxo surge novamente como uma técnica 

relevante, oferecendo uma avaliação quantitativa robusta da porcentagem de células RFP e GFP 

positivas em cada tratamento. Complementarmente, será necessário realizar a clonagem de 

células únicas (single cell cloning) das hiPSCs resistentes aos antibióticos seletivos, o que 

possibilitará uma caracterização genética completa por meio de sequenciamento de nova 

geração (NGS) e a geração de uma população celular geneticamente idêntica. Esse passo será 

crucial para confirmar a localização e integridade das inserções genéticas, bem como para 

avaliar a ausência de inserções off-target e possíveis mutações indesejadas. 

Adicionalmente, a análise da estabilidade genômica das células deve ser aprofundada, 

com a realização de cariótipo nas linhagens modificadas, o que assegurará que o processo de 

edição não comprometeu a estabilidade cromossômica. A aplicação de técnicas como 

hibridização in situ fluorescente (FISH) com sondas específicas para os construtos inseridos, 

mapeamento óptico do genoma, LiveFISH e CasFISH permitirá a confirmação visual da 

presença dos segmentos de DNA no genoma, além da identificação de possíveis integrações 

ectópicas (Gallego Villarejo et al., 2024; Wang H. et al., 2019). A validação funcional das 

células geneticamente modificadas também é um passo essencial e envolverá a quantificação 
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da expressão de marcadores de pluripotência e endoderma, tanto a nível transcricional quanto 

proteico. Essas análises, realizadas por qPCR e imunofluorescência, devem ser conduzidas 

tanto em células indiferenciadas quanto diferenciadas, fornecendo uma compreensão 

abrangente sobre o impacto da modificação genética no estado funcional das células, i.e., a 

manutenção da alta capacidade de diferenciação.  

Embora estes passos adicionais ainda sejam necessários, os dados aqui apresentados 

indicam que a estratégia de knock-in adotada é promissora para a geração de linhagens de hiPSC 

repórteres. Com a implementação das etapas futuras, será possível consolidar a utilidade das 

linhagens desenvolvidas, contribuindo significativamente para o avanço de estudos sobre 

diferenciação celular e desenvolvimento in vitro. No entanto, apesar dos resultados 

significativos e promissores, o processo foi marcado por uma série de dificuldades técnicas e 

logísticas que impactaram o andamento dos experimentos e a obtenção de alguns dados. Uma 

das principais dificuldades foi a síntese dos braços de homologia via amplificação dos dsDNA 

utilizados no processo de knock-in. A ausência de informações claras sobre a utilização dos 

primers fornecidos com o kit dificultou a etapa inicial de preparo dos reagentes, exigindo 

esforços adicionais para padronizar as condições de amplificação. Além disso, a falta de 

esclarecimento quanto à estratégia de Inner-outer Overlapping PCR resultou em diversos 

equívocos, como o uso inadequado de primers de verificação para amplificação dos dsDNAs, 

o que gerou incertezas ao longo do processo. Por fim, tornou-se necessário o de redesenho dos 

primers e otimização das reações de PCR, impactando significativamente a progressão contínua 

dos ensaios. 

Paralelamente, a recuperação das hiPSCs após os processos de edição e 

criopreservação também foi um ponto crítico, com perdas celulares consideráveis que limitaram 

a continuidade dos experimentos em várias ocasiões. Inúmeras tentativas de transfecção foram 

realizadas desde dezembro de 2023, mas sempre ocorreram percalços: ou as hiPSCs morriam 

após a transfecção, ou não suportavam a criopreservação e apresentavam viabilidade nula no 

momento do descongelamento. Em função disso, adotamos a estratégia de realizar ao menos 

duas passagens sequenciais após esses experimentos mais estressantes. Outro desafio 

significativo foi a seleção de células geneticamente modificadas: já em 2024, conseguimos 

selecionar colônias resistentes aos antibióticos seletivos, mas, inesperadamente, as células não 

sobreviveram a longo prazo. As estratégias adotadas apresentaram, portanto, limitações para 

isolar eficientemente as hiPSCs de interesse, o que nos levou a desenvolver abordagens 

alternativas que ainda precisam ser refinadas.  
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Além desses obstáculos, problemas técnicos com equipamentos laboratoriais, quedas 

de energia e atrasos na entrega de insumos essenciais, como o meio E8 e os kits TrueTag™ 

Donor DNA RFP/GFP Stem, atrasaram a execução de experimentos críticos. Adicionalmente, 

contaminações recorrentes durante as induções ao endoderma representaram um desafio 

frequente. Apesar das práticas assépticas e da revisão constante das condições de cultura, essas 

contaminações interferiram na obtenção de dados consistentes, exigindo reinícios de 

experimentos e limitando o tempo disponível. Manter culturas de hiPSCs sem o uso de 

antibióticos em um ambiente compartilhado com outros pesquisadores, que manipulavam 

diferentes linhagens celulares, incluindo culturas primárias, representou um desafio adicional, 

exigindo um controle rigoroso das boas práticas de cultura. 

Outro aspecto relevante que impactou a execução dos experimentos foi a dificuldade 

em padronizar os parâmetros da PCR juncional. A limitação de tempo para otimizar 

adequadamente o anelamento de cada primer, as concentrações de DNA genômico, os tempos 

de extensão e outros fatores comprometeu a obtenção de resultados consistentes nessa análise. 

Para contornar essa limitação, optamos pela eletroforese capilar, um método mais sensível do 

que a eletroforese em gel de agarose, que nos permitiu localizar as bandas de tamanho esperado 

de maneira mais precisa. Da mesma forma, a restrição de tempo impossibilitou no presente 

estudo a seleção e expansão de clones individuais para posterior sequenciamento, um passo 

essencial para validar a integridade das edições genéticas. 

Embora essas dificuldades tenham atrasado algumas etapas, elas proporcionaram 

aprendizados importantes que servirão para a otimização de protocolos em experimentos 

futuros. A experiência acumulada ao longo deste estudo estabelece uma base sólida para superar 

esses desafios com maior eficiência em trabalhos subsequentes. Além disso, as limitações 

encontradas ressaltam a importância do planejamento estratégico e da alocação adequada de 

tempo para etapas críticas, especialmente em projetos de natureza tão complexa e inovadora 

como o presente. As hiPSCs geradas e criopreservadas durante este trabalho representam um 

recurso valioso para estudos futuros. Todas as linhagens, originadas de diferentes grupos 

experimentais, estão agora disponibilizadas para a continuidade das análises e para o 

desenvolvimento de novos experimentos. Isso amplia significativamente o potencial de 

aplicação das metodologias desenvolvidas até o momento. 

Uma das primeiras etapas a ser considerada é a repetição do processo de seleção, 

utilizando, inicialmente, doses mais baixas de antibióticos seletivos. Esse ajuste gradual 
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permitirá otimizar a eficiência na seleção de células geneticamente modificadas, minimizando 

impactos negativos sobre a viabilidade celular e, assim, aumentando a reprodutibilidade dos 

resultados. Além disso, as linhagens estabelecidas poderão ser aplicadas diretamente em 

protocolos de indução a hPGCLCs, consolidando o uso dessas ferramentas em modelos de 

estudos da especificação e oogênese inicial. Isso permitirá explorar aspectos-chave do 

desenvolvimento celular e dos mecanismos regulatórios envolvidos na formação de células 

germinativas humanas, avançando na área de biologia reprodutiva.  

Perspectivas ainda mais amplas, incluem a integração dessas células em sistemas de 

microfluídica, com o objetivo de criar modelos mais sofisticados, como organ-on-a-chip de 

ovário, uma abordagem inédita na biologia reprodutiva humana. Essa estratégia inovadora 

possibilitará simular de maneira mais precisa o microambiente de diferenciação celular, 

permitindo realizar estudos dinâmicos e complexos sobre a interação entre hPGCLCs e outros 

tipos celulares, como as células da granulosa, em condições controladas. Essas perspectivas não 

apenas garantem a continuidade do trabalho iniciado, mas também ampliam sua relevância, 

conectando-o a avanços tecnológicos e científicos que têm o potencial de impactar 

significativamente a compreensão dos processos celulares e o desenvolvimento de novas 

terapias. 
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CONCLUSÕES INTEGRATIVAS 

Os resultados apresentados nos capítulos desta dissertação evidenciam tanto a 

relevância científica quanto o potencial das tecnologias de edição gênica na geração de 

linhagens de hiPSCs com alelos repórteres. Além disso, destacam os desafios enfrentados e os 

avanços possibilitados por essas ferramentas. 

No Capítulo 1, foi realizada uma revisão abrangente sobre as tecnologias de edição 

gênica, com ênfase na CRISPR/Cas9, demonstrando sua eficácia e versatilidade na criação de 

alelos repórteres para estudos do desenvolvimento humano, modelagem de doenças e triagens 

terapêuticas. A literatura analisada destacou o potencial desses alelos como marcadores visuais 

confiáveis, que fornecem insights valiosos sobre processos celulares complexos e contribuem 

para o avanço do conhecimento em biologia celular e translacional. Ao mesmo tempo, foram 

discutidos os desafios técnicos, como a precisão na inserção de genes, a funcionalidade das 

linhagens geradas e as limitações metodológicas, proporcionando uma base teórica fundamental 

para os experimentos desenvolvidos no Capítulo 2. Particularmente, revisamos a aplicação de 

moduladores epigenéticos e inibidores de reparo do DNA em células-tronco pluripotentes, 

explorando as bases moleculares de compostos como o VPA e o AZD 7648 na edição gênica 

por CRISPR/Cas9. Esse embasamento foi fundamental para estruturar nossa abordagem 

experimental e orientar as estratégias adotadas para alcançar os objetivos estabelecidos. 

O Capítulo 2 detalhou os esforços experimentais que resultaram na geração de 

linhagens de hiPSCs editadas para expressar os alelos repórteres SOX17-RFP e PRDM1-GFP. 

Utilizando protocolos adaptados à realidade do laboratório, as linhagens de hiPSCs utilizadas 

foram rigorosamente caracterizadas em termos de morfologia, ultraestrutura, estabilidade 

genética e funcionalidade, com comportamentos consistentes com as expectativas descritas na 

literatura. A validação dos alelos repórteres em condições de cultivo e diferenciação confirmou 

seu potencial para estudos de diferenciação e função de células germinativas primordiais 

humanas, fornecendo uma ferramenta valiosa para a reconstrução da gametogênese humana in 

vitro num futuro próximo. 

Esses resultados integram os avanços teóricos e experimentais, destacando o impacto 

das tecnologias de edição gênica, não apenas no aprofundamento do conhecimento científico, 

mas também na aplicação prática para resolver questões biológicas complexas. A combinação 

das abordagens descritas nos dois capítulos representa um marco pioneiro no Brasil, 
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posicionando esta pesquisa como um modelo para futuros estudos que busquem aplicar hiPSCs 

editadas no entendimento de processos fundamentais do desenvolvimento humano. 

Ao longo deste trabalho, ficou evidente o valor das estratégias integrativas, que 

combinam uma revisão bibliográfica abrangente com experimentação prática. Tais estratégias 

foram essenciais para superar os desafios impostos pela inovação no uso de edição gênica em 

hiPSCs. A geração das linhagens SOX17-RFP e PRDM1-GFP não apenas amplia as 

possibilidades de investigação na biologia do desenvolvimento, mas também estabelece uma 

base para projetos futuros, como o desenvolvimento de modelos organoides avançados. Isso 

consolida a pesquisa nacional, posicionando o grupo de pesquisa como um participante 

relevante no cenário científico internacional. 

Embora desafiador, o trabalho com uma abordagem inovadora resultou em 

aprendizados valiosos. Foi necessário ajustar protocolos, realizar adaptações e dedicar intensos 

esforços para superar obstáculos inerentes à introdução de novas tecnologias, especialmente em 

um cenário com limitações logísticas e recursos mais restritos se comparados a centros de 

pesquisa de países mais desenvolvidos. Contudo, a experiência adquirida durante este processo 

nos capacitou a refinar as técnicas utilizadas e a explorar suas aplicações futuras com maior 

segurança e eficiência. A geração dessas linhagens vai além de construir ferramentas para as 

próximas etapas da pesquisa; ela também pode, a longo prazo, contribuir para posicionar o 

Brasil como um ator relevante no cenário global da biologia de células-tronco. Estabelecer 

expertise local em tecnologias de edição gênica e modelagem celular é fundamental para 

fomentar a inovação científica no país e atender às demandas específicas da nossa realidade, 

seja na pesquisa básica, no desenvolvimento de modelos de doenças ou na medicina 

regenerativa. 
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