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Introducao

A linhagem de células SH-SY5Y, derivada de neuroblastoma humano, tem sido amplamente utilizada como modelo in vitro em estudos de neurotoxicidade. A
literatura atualmente reporta uma serie de protocolos distintos para inducdo de um processo de diferenciacao nessas células sob tratamento sustentado com
uma gama de agentes, incluindo, dentre outros, o acido retindico (AR). O tratamento de células SH-SY5Y com AR induz alteracbes no padrao de expressao
génica que, em ultima instancia, implicam um fenotipo semelhante a de um neurbnio catecolaminérgico maduro. Os mecanismos moleculares que guiam
esse fendOmeno ainda sao pouco compreendidos, mas envolvem a participacdo dos receptores de AR (RARA, RARB, RARG, RXRA e RXRB). Aléem disso, a
complexidade do processo impOe um desafio aos pesquisadores que buscam entender o problema em nivel sistematico e global, sendo importante a
iIntroducao de ferramentas de bioinformatica para lidar com a quantidade massiva de dados experimentais disponiveis na literatura.

Objetivos Material e Métodos

1. Através de uma analise de coexpressao, identificar conjuntos de genes
cuja expressao esta corelacionada (i.e. modulos)
2. Caracterizar a correlacao entre os receptores de AR e 0s modulos
previamente identificados
3. Avaliar o comportamento da expressao dos receptores de AR ao longo do
tratamento de diferenciacao induzida por AR

RESULTADOS

SH TREE

1. Gerou-se a rede de coexpressao dos cinco mil transcritos mais variantes e
calculou-se overlap topologico (OT) para cada par de transcritos, gerando-se
uma matriz quadrada de similaridade. Essa matriz foi utilizada para
construcao de um dendrograma (figura 1). Atraves do algoritmo de "corte
dinamico de ramos", agrupou-se as folhas dessa arvore por grau de
similaridade (OT), gerando grupos de genes coexpressos (modulos)

2. Através de uma analise de componente principal, gerou-se os valores de
expressao representativos de cada modulo. Tais valores foram
correlacionados com a expressao dos receptores de AR via correlacao de
Pearson, e valores p de significancia foram obtidos atraves da transformacao
Z de Fisher (figura 2)

3. Células SH-SY5Y foram silenciadas para RXRDb e diferenciadas por 7 dias
com AR. Posteriormente, o grau de diferenciacao foi avaliadao por imuno-
marcacao com B-lll-tubulina e tirosina hidroxilase (TH) (figura 4)
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A) Arvore gerada por similaridade de coexpressdo. Cada
folha representa um gene, e as folhas mais proximas nessa
g arvore sao representadas por grupos de genes B-1ll-tubulin TH
COEXpPressos.
B) Para cada médulo, foi assinalado uma cor diferente; cada DAPI DAPI
folha da arvore esta alinhada com a cor do modulo a qual
C ela pertence.
C) Para cada folha, calculou-se o coeficiente de correlagao Scrambled siRNA RXR-beta siRNA
- de Pearson da expressao do gene contra o tempo de
' tratamento com AR(vermelho indica correlacdo negativa,;
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positiva)
RARA RXRA
r= 0.521 r= 0.876
-0.15 0.25 0.24 L ot %
RARA (0.5) (0.3) (0.3) ] .l / T | 8
o \ © |
0.006 0.37 0.43 Bl 8 o
RARB ) (0.1) (0.08) f y ‘ /
; Tl g al: s e
024 063 -0.1 (; ,I 4|o slo slo 1(;0 12|0 <; 2|0 4lo 610 slo 1(;0 12|0
RARG (04) (0004) (0 7) B Tempo de tratamento (horas) Tempo de tratamento (horas)
RARB RXRB
r= 0.718 r= 0.798
i /. o _| ?
0.55 0.72 043 2 - ¢ " o
(0.02) (4e-04) (0.08) . @ -
05 o ./’ i /
RXRB 0.59 076 0.36 | e '\‘ sl
(0.008) (1e-04) (0.1) _ o _ \ /
S &Q\Q @b g\@e)(\ [; 2I0 4I0 GIO 8I0 1(;0 12|0 (; 2|0 4I0 6l0 8I0 1(;0 12IO
Tempo de tratamento (horas) Tempo de tratamento (horas)
Quadro comparando a correlacao entre a
expressao de receptores de AR e os diferentes Comportamento da expressao dos receptores de AR ao
modulos identificados na figura 1. Os numeros longo do processo de neurodiferenciacao induzida. O
indicam o coeficiente de correlacao de Pearson e, eixo X’ apresenta tempo de tratamento com AR, e o eixo
entre parénteses, o valor p de significancia. 'y’ 0 coeficiente de expressao normalizado.

Analise por imunofluorescéncia confocal de células
SH-SY5Y apos diferecicdo com AR (controle vs.
células silenciadas para RXRb)

CONCLUSAO

O processo de diferenciacao neuronal induzida por AR em células da linhagem SH-SY5Y €& muito complexo, e o efeito da expressdo dos diferentes receptores de AR ainda é pouco
compreendido. Nesse trabalho, nos investigamos o papel dos diferentes receptores de AR atraves de uma analise de coexpressao a nivel transcriptomico. Nossos resultados indicam que a
expressao dos receptores RXR tende a correlacionar fortemente com a expressdo de modulos relacionados a diferenciacdo. No entanto, ao avaliarmos a dinamica da expressao dos
receptores de AR ao longo do processo de neurodiferenciacao induzida, vemos que ocorre simultaneamente um pulso de superexpressao de receptores RAR e depressao dos receptores
RXR. Nossos experimentos de silenciamento transitorio da expressao de RXRb evidenciam que esse mecanismo, de fato, beneficia a diferenciacao
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