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Introducao

As células-tronco embrionarias humanas (CTEh), oriundas da massa
interna do blastocisto, sao classificadas como células pluripotentes capazes de
gerar células da mesoderme, endoderme e ectoderme [1]. Devido a sua
pluripoténcia, CTEh sao ferramentas promissoras para terapia celular e pesquisas
nas areas da saude e desenvolvimento [2]. Além de fatores de crescimento que
induzem a diferenciacao de CTEh, o ambiente celular em que essas células se
encontram é essencial para o controle da diferenciacao [2]. Nesse contexto, alguns
estudos mostraram o papel do oxigénio como um fator importante na manutencao
do crescimento e capacidade de diferenciacao dessas células [3]. Adicionalmente,
foi observado que baixas concentracdes de oxigénio estao associadas a
manutencao da pluripoténcia [3]. Contudo, devido ao aglomerado celular formado
durante o desenvolvimento do embriao, gradientes heterogéneos de oxigénio sao
criados, necessarios para a formacao de nichos que controlam a diferenciacao das
CTEh [3].

Objetivos

Avaliar e entender os efeitos de altas concentracdes de oxigénio na
manutencao da pluripoténcia e diferenciacao de CTEh baseado nas analises
de dados transcritdmicos usando ferramentas de biologia de sistema.

Resultados . Super-

| Expressao génica '

12 horas
B)

Genes Subexpressos
12 horas
- Desenvolvimento, diferenciacao
24 horas
- Apoptose, proliferacao, migracao
5 dias
-Apoptose, angiogénese
10 dias
-Apoptose, angiogénese,
desenvolvimento vascular

1128 nods
4085 conectores

24 horas
1781 nos e
8860 conectores

10 dias
4290 nos
25996 conectores

Figural: Rede constituidas dos GDEsentre O, 1% e 21%, em diferentes periodos
(A) e suas ontologias génicas considerando os GDEs super- e subexpressos (B).

Metodologia

Analise da re>

:6,' Cytoscape 2.8.2

Analise de
expressao génica

<0

Gene Expression Omnibus

\ 4

GSE37761
Linhagem celular H9 -

Vv

Genes diferencialmente
expressos (GDEs)

Prospeccao de dados
e desenho da rede

GDEs

Ponto de
Corte:
FDR < 0.05

Lt { BiNGO 2.44 J

Analise de ontologia
génica

> {AIIegroMCODE}

ASTRINGN

Mineragéo de dados
interatémicos
associados aos GDEs

Experimento

Analise de clusters

> { Centiscape 1.2 J

Controle

1% 0, vs. 21% O,;
12 h,24h,5d, 10d

-Grau de no
-Betweenness

24 horas
308 nds
2230 conectores

12 horas
224 nos
1157 conectores

10 dias
572 noés
6216 conectores

325 nods
2271 conectores

Figura 3: Sub-redes dos nds com maior grau de n6 e betweeness, conhecidos

como hubs-bottlenecks.

Genes
superexpressos

A)

B) A (125 genes) - Proliferacao, acetilacao de histonas
B (235 genes) - Ubiquitinacdo, protedlise
C (445 genes) - Ciclo celular, geragao de neurdnios
D (1330 genes) - Fosforilacao oxidativa, splicing de RNA
E (33 genes) - Mitose
F (4 genes) - Ubiquitinacao

24h 5 dias

G (57 genes) - Ciclo celular, fase M
H (71 genes) - Ciclo celular, fase M

| (38 genes) - Metabolismo de polisacarideos

J (299 genes) - Desenvolvimento do sistema nervoso

Figura 4: Diagrama de Venn considerando os diferentes os genes superexpressos
entre os diferentes tempos (A), e representacao do numero de genes presente
em cadainterseccao e as ontologia génicas relacionadas (B).

-Mitose

-Protedlise por
ubiquitinacao
-Apoptose
-Ciclo celular

ubiquitinacao

-Metabolismo de
RNA
-Desenvolvimento
de vasculatura
-Migracao celular

-Neurogénese
-Angiogénese
-Apoptose

- Proteolise por

-Migracao celular

-Neurogénese
-Angiogénese
-Proliferacao

- Ciclo celular

" -Ubiquitinacdo (fase M)

-Ciclo celular
(fase M)

-Diferenciacao

- Desenvolvimento
nervoso

- Desenvolvimento de
vasculatura

- Diferenciacao
neuronal
-Angiogénese
-Morte celular
-Ciclo celular

processos bioldgicos. Ci>3, Haircut e Fluff com corte de densidade den6 >0, 1.

Figura 2: Principais clusters obtidos das rede principais de 12 horas (A), 24 horas (B), 5 dias (C) e 10 dias (D) e suas ontologias génicas, representando os principais

Discussao e Conclusao

De acordo com nossas analises, genes superexpressos estao relacionados a mitose e a diferenciacao neuronal. Nesse sentido, é conhecido que a mitose

terminal pode anteceder a diferenciacao de neurdnios, sendo descrita como um processo antagbnico a proliferacao de neuronios do sistema nervoso central [4].
Nas redes interatdmicas, a proliferacao é representada por genes subexpressos, ocorrendo uma reducao na taxa proliferativa das CTEhs expostas a altos niveis de
oxigénio, em comparacao com CTEhs expostas a baixos niveis. Adicionalmente, é visto que a protedlise ligada a ubiquitinacao esta relacionada a genes
superexpressos, e é vista por serimportante para a maturacao de células nervosas durante a diferenciacao neuronal [5]. Assim, é possivel concluir que altos niveis
de oxigénio interferem na pluripoténciade CTEh, induzindo-as a fenotipos neuronais de forma mais expressiva a partir do dia 5.
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