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As células tronco embrionérias humanas (CTEh) possuem capacidade de diferenciar
para estruturas derivadas dos folhetos embrionérios, sendo amplamente utilizadas em
diversas areas da pesquisa. Fisiologicamente, as CTEh permanecem em 5% de O..
Porém, in vitro, é normal que as mesmas sejam exposta a 21% de O,. Com isso, esse
trabalho tem por objetivo analisar a influéncia do O, atmosférico nas CTEh e prospectar
moléculas importantes para a manutencao da sua pluripoténcia.

Para tanto, foi realizada uma analise transcriptdmica utilizando dados de expressdo
génica disponivel no banco de dados GEO (matriz GSE37761). Os genes
diferencialmente expressos (GDEs) foram avaliados usando o pacote limma,
implementado no programa R, considerando como grupo controle dados de CTEh a O,
1%, e como grupo experimental as células expostas & O, 21%, nos periodos de 0,5, 1, 5
e10 dias. Adicionalmente, foram usados os valores de corte de log,FC > 1,5 ¢ valor de p
ajustado <0,05. Os GDEs obtidos foram utilizados como input para a prospeccao de
redes interatdmicas no banco de meta-dados STRING 9.1. As andlises de centralidades
(hubs-bottlenecks), clusterizacdo e ontologia génica foram realizadas no Cytoscape
2.8.3 pelos plugins Centiscape 1.21, AllegroMCODE e BinGO 2.44, respectivamente.

Como resultado, foi observado em 0,5 dias a superexpressédo de WNT1 e FZD8, que
sdo reguladores positivos da via da Wnt. Apesar de ser uma conhecida via de
manutengdo de pluripoténcia e auto-renovagdo das CTEh, ndo houveram ontologias
relacionadas a manutencdo das CTEh ou expressdo diferenciada de marcadores de
pluripoténcia. Porém, ontologias relacionadas a neurogénese foram observadas,
juntamente com a superexpressdo de fatores neurogénicos, tais como PAX3, FOXG1, e
FGF8. Da mesma forma, observou-se a superexpressao de SIN3A, um gene relacionado
com a manutencdo de integridade genémica, bem como a superexpressdo de genes
associados a sobrevivéncia, como os elementos da via da Wnt e ERBB2 e subexpressao
de fatores pré-apoptoticos (NR4A2 e NGFR). Ja em 1 dia, verificou-se a ativacao da via
da NF-kB, indicada pela superexpressdo de reguladoras positivas, como TIRAP,
MYD88, CHUK e BTRC. Concomitantemente, nesse periodo também se observou que
reguladores negativos (APC, GSK3B, BTRC) da CTNNB1 estavam superexpressos,
demonstrando uma menor ativacdo da via candnica de Wnt. Segundo a literatura, a
menor atividade da via da Wnt associada com a ativacdo da via da NF-kB sao
necessarias para a etapa primaria de diferenciagdo de CTEh em linhagens neurais. No
periodo de 5 dias, reguladores negativos (APC, GSK3B, DKK1, BTRC) da via da Wnt
ndo possuem diferenca de expressdo, enquanto ha superexpressao de reguladores
positivos (WNT1, WNT3A, FZD8). A WNT3A € conhecida por participar ativamente
em linhagens de células tronco neurais (CTNSs) e progenitoras neurais durante o
desenvolvimento, em processos como proliferacdo e diferenciacdo. Adicionalmente,
genes regulados pela via Wnt estdo superexpressos, como os fatores de transcricao
PAX6, PAX3, HES5, MSX1 que apresentam importante papel neurogénico e a
fosfolipase PLA2G2A que promove a proliferacdo e manutencdo do estado tronco de
CTNs.Por fim, em 10 dias vemos tanto a superexpressdo de varios marcadores neurais
(MSX1, PAX3, POU4F1, NEUROD1, HES5, SOX1), além da via da NF-kB, cuja
atividade tem papel no destino celular de CTNs e na maturacdo de células neurais em
diferenciacéo.

Este trabalho indica que a exposicdo a O, atmosférico interfere no perfil
transcriptomico de CTEh, afetando sua capacidade pluripotente, uma vez que é
observado diferenciacdo neural, indicado principalmente por marcadores especificos e
pelas alteracbes de ativacdo das vias de Wnt e NF-kB. Com isso, poderdo ser
prospectadas moléculas-chave que auxiliem na atenuacdo dos efeitos do O, para
complementar meio de cultura de CTEh.



