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RESUMO

Oliveira GP. Anadlise da participacdo das células neuronais e ndo-neuronais na
Esclerose Lateral Amiotrofica em camundongos transgénicos para SOD1 humana
utilizando técnicas de microdisseccdo a laser e PCR em tempo real [tese]. S&o
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo; 2013

A Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA) é a doenca neurodegenerativa do neurdnio
motor que acomete individuos adultos e promove a perda progressiva das funcoes
motoras. A evolugdo é rapida (2 a 5 anos) e culmina na morte por complicacdes e
faléncia dos musculos respiratorios. Descricdes recentes sugerem a contribuicdo de
tipos celulares ndo neuronais, particularmente o astrécito e a microglia, para a morte do
neurdnio motor. O camundongo transgénico SOD1%%*#, que carrega a SOD1 humana
mutada, foi utilizado neste trabalho. Estudos comportamentais apontaram alteracGes
motoras importantes no animal transgénico a partir de 90 dias de vida e permitiram
selecionar, entdo, as idades pré-sintoméaticas de 40 dias e 80 dias para os estudos
moleculares. A analise da expressdo génica nos animais transgénicos e selvagens destas
duas idades foi realizada por microarray utilizando-se a plataforma que contém o
genoma completo do camundongo e detectou 492 e 1105 transcritos diferencialmente
expressos nos animais de 40 e 80 dias, respectivamente. Estes resultados foram
validados por PCR quantitativa (QPCR). As analises bioinformaticas dos resultados
identificaram 17 e 11 vias moleculares super-representadas nas idades de 40 dias e 80
dias, respectivamente. Destas, as vias endocitose, sinapse glutamatérgica, protedlise
mediada por ubiquitina, via de sinalizacdo de quimiocina, fosforilacdo oxidativa,
processamento e apresentacdo de antigeno e juncdo oclusiva foram comuns a ambas as
idades. Ainda, as vias sinapse glutamatérgica e fagossomo foram sugeridas como
potencialmente mais importantes em animais transgénicos de 40 dias e 80 dias,
respectivamente. Transcritos especificos foram analisados em amostras enriquecidas de
células (astrocito, microglia e neurdnio motor) microdissecadas a laser do corno anterior
da medula espinal dos animais. Os transcritos Cxcr4, Slcla2 e Ube2i foram avaliados
por gPCR nas amostras enriquecidas de astrdcitos dos animais de 40 dias, enquanto que
Cxcr4 e Slc17a6 foram avaliados nas amostras de neurénios motores dos animais desta
idade. Cxcr4 apresentou expressdo diminuida nos astrocitos transgénicos e aumentada
nos neurdnios destes animais. Slcla2, Ube2i e Slcl7a6 estavam aumentados nos tipos
celulares estudados nos animais transgénicos. Tap2 e Tubala foram avaliados nas
amostras enriquecidas de microglias dos animais de 80 dias e mostraram-se aumentados
nas amostras dos transgénicos. Finalmente, Aktl apresentou expressdo diminuida nos
neurdnios motores microdissecados dos animais transgénicos em comparacao aos
selvagens. Os resultados sugerem que alteragcdes na sinalizagdo glutamatérgica podem
exercer papel essencial em fases pré-sintomaticas mais precoces da doenca (40 dias),
enquanto que em fases pré-clinicas mais proximas ao aparecimento dos sintomas (80
dias), as respostas mais importantes parecem estar relacionadas a
neuroimmunomodulagdo. Dessa forma, este trabalho aponta para novas perspectivas
para o estudo da ELA.

Descritores: 1.Esclerose amiotréfica lateral; 2.Andlise de sequéncia com séries de
oligonucleotideos; 3.Microdisseccdo e captura a laser; 4.Astrécitos; 5.Microglia;
6.Neurdnios motores



ABSTRACT

Oliveira GP. Analysis of neuronal and non-neuronal cells participation in
Amyotrophic Lateral Sclerosis in transgenic SOD1 mice by means of laser
microdissection and real time PCR [tese]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Séo Paulo”; 2013

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is an adult onset motor neuron neurodegenerative
disease that leads to the progressive loss of muscular functions. It is a fast progression
disorder (2 to 5 years) culminating in death by respiratory failure. Recent findings
suggest that non neuronal cell types, especially astrocytes and microglia, might
contribute to the neuronal death. The transgenic mouse SOD1°%*, carring human
mutant SOD1, was used in this study. Behavioral studies pointed to the onset of the
clinical symptoms occurring at 90 days in the animal model, thus, allowing the selection
of the pre-symptomatic ages of 40 and 80 days to the molecular studies. Gene
expression analysis of transgenic mice and their non-transgenic littermates at those ages
was performed by using a microarray platform containing the whole mouse genome and
has detected 492 and 1105 differentially expressed genes at 40 days and 80 days old
mice, respectively. These results were validated by quantitative PCR (qPCR).
Bioinformatic analysis of the results identified 17 and 11 over-represented molecular
pathways at 40 days and 80 days, respectively. Of these, endocytosis, glutamatergic
synapse, ubiquitin-mediated proteolysis, chemokine signaling pathway, oxidative
phosphorylation, antigen processing and presentation and also tight junction were
common to both ages. Furthermore, glutamatergic synapse and fagosome were
suggested as potentially more important at 40 and 80 days, respectively. Specific
transcripts were analyzed on enriched samples of cells (astrocytes, microglia and motor
neuron) obtained by laser microdissection from the ventral horn of mouse spinal cord.
The transcripts Cxcr4, Slcla2 and Ube2i were evaluated by gPCR in enriched samples
of astrocytes of the 40 days old mice, and Cxcr4 and Slc17a6 were analyzed in motor
neuron samples at this age. Cxcr4 has been found decreased in astrocytes from
transgenic mice and increased in the motor neurons of these animals. Slcla2, Ube2i and
Slc17a6 have increased in the cell type in which they were evaluated in the transgenic
mice. Tap2 and Tubala were evaluated at microglia enriched samples of 80 days old
mice and were found to be increased. Finally, Aktl has decreased in enriched samples of
motor neurons from 80 days old mice. The results suggest that glutamatergic signaling
might play essential role in early stages of the disease (40 days), while in phases closer
to the appearance of the symptoms (80 days), the neuroimmunomodulation takes place.
Thus, this study points to new perspectives for ALS study.

Descriptors: 1. Amyotrophic lateral sclerosis; 2. Oligonucleotide array sequence
Analysis; 3. Laser capture microdissection; 4. Astrocytes; 5. Microglia; 6. Motor
neurons.



1. INTRODUCAO




INTRODUCAOQ - 2

1.1. Esclerose Lateral Amiotréfica

A Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA) foi primeiramente descrita no ano de 1869
pelo notavel cientista francés Jean-Martin Charcot', quando o mesmo correlacionou a
sindrome de paralisia progressiva com lesdes nas substancias branca e cinzenta do
sistema nervoso central (SNC)2. A denominacéo da doenca (do inglés, Amyotrophic
Lateral Sclerosis - ALS), entretanto, foi usada pela primeira vez apenas 5 anos mais
tarde em 1874 quando dois aspectos anatomopatoldgicos, o envolvimento da substancia
cinzenta (amiotrofia) e o dano na substdncia branca (esclerose lateral), foram
incorporados®. A designacdo semantica da denominacdo amyotrophic lateral sclerosis
sugere, tanto em inglés quanto em francés, que o distdrbio primario é a esclerose
piramidal, com a amiotrofia sendo utilizada como modificador. Essa colocagdo foi
proposital, uma vez que Charcot acreditava que a amiotrofia era decorrente da
disseminacdo da doenca das colunas laterais para as substancias cinzentas espinal e
bulbar. Mais de um século depois, a causa da ELA, bem como o sitio de inicio e a
relacdo entre as lesdes nas substancias branca e cinzenta, ainda sdo objeto de debate
pela comunidade cientifica.

Atualmente, a ELA é a doenca do neurdnio motor de inicio na vida adulta mais
comum, com incidéncia e prevaléncia mundiais variando de 0,46 a 2,39 e 2,01 a 11,3
por cem mil habitantes, respectivamente®, Conforme descrito por Charcot, a doenca
decorre da degeneracdo dos neurénios motores superiores, do cortex motor, e inferiores,
do tronco encefalico e da medula espinal, que inervam o musculo estriado esquelético.
A apresentacdo clinica dos sintomas pode variar, mas comumente consiste de fraqueza
muscular, fasciculagbes e/ou hiperreflexia dos musculos inervados pelo tronco
encefélico (inicio bulbar) ou pela medula espinal (inicio espinal)?, culminando na morte
do individuo no periodo de 2 a 5 anos a partir do inicio dos sintomas, em geral
relacionada a faléncia do controle respiratorio.

O diagndstico é acessado pela combinacdo do exame clinico e da eletromiografia.
Neste exame complementar para o diagndstico, as ondas positivas e intensas, bem como
os potenciais de fibrilagio fornecem a evidéncia da desnervacdo®. Os critérios do teste
clinico El Escorial foram desenvolvidos na década de noventa® e sdo utilizados para
diagnosticar e classificar casos de ELA como possivel, provavel ou definido. As

diretrizes deste teste sdo revisadas periodicamente com o intuito de direcionar énfase
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maior as anormalidades eletrofisiologicas, estas que podem ser detectadas
precocemente, acelerando assim o diagnostico®.

A maior parte dos casos de ELA, aproximadamente 90 % deles, ndo apresentam
herdabilidade aparente, e esta forma da doenca € classificada como esporadica. O
restante dos casos apresenta uma forma dominante inerente, chamada de forma
familiar’. Ambas as formas mostram, indistintamente, os sinais classicos da doenca
como fragueza e atrofia musculares progressivas, decorrentes da degeneracdo e da
morte dos neurdnios motores superiores e inferiores. A morte dos pacientes se da, em
geral, como dito acima, por problemas respiratérios. O fato de estas duas formas da
doenca mostrarem-se neuropatologicamente idénticas implica que a patogénese das
mesmas deva convergir em uma via comum e/ou envolver fatores téxicos similares®,
entretanto tais fatores ainda sdo alvo de investigacdes.

Os individuos agrupados na forma genética da doenca possuem histérico familiar
evidente’. A identificacdo, em humanos, de genes diversos que contém as mutacées
relacionadas a patogenia do neurdnio motor semelhantes & ELA possibilitou a
classificacdo das formas familiares em 20 grupos conhecidos como ALS1 a 18, ELA
com deméncia frontotemporal (ALS-FTD) e a mesma ligada a doenca de Parkinson
(ALS-FTDPD)®. Mutagdes nos genes que codificam a valosina (VCP) ou ainda a
ubiquilina 2 (UBQLN2), relacionados ao sistema ubiquitina proteossomo, e D-amino
acido oxidase (DAO), relacionada a excitotoxicidade glutamatérgica, foram
recentemente descritas associadas & degeneracdo do neurdnio motor®*!. Ainda, a
expansdo de hexanucleotideos no cromossomo 9 (C9ORF72) foi descrita recentemente
em pacientes com ELA familiar e esporddica e também nos pacientes com ELA
associada a deméncia frontotemporal* 3.

Aproximadamente vinte porcento dos casos de ELA com historico familiar,
correspondente a um a dois porcento de todos os casos da doenca, sdo da forma ALS1?
e causados por mutacdes dominantes no gene que codifica a enzima Cu/Zn*? superéxido
dismutase (SOD1). Esta enzima é responsavel pela conversdo do anion superéxido, um
bioproduto da respiracdo celular, em peréxido de hidrogénio'®. A substituicdo da
leucina pela fenilalanina na porcdo 144 da cadeia de aminoacidos (SOD1"%F) é a
mutacdo no gene da SOD1 mais reportada atualmente de acordo com os dados do banco
de mutagdes da ELA (http://alsod.iop.kcl.ac.uk).
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A SOD1 é uma enzima expressa em abundancia no citoplasma das células.
Sabendo-se que a mesma atua na conversdao do anion superoxido em peroxido de
hidrogénio, conforme descrito anteriormente, a hipétese inicial era de que seu
mecanismo de patogenicidade na ELA devia-se a perda de sua capacidade detoxificante.
Entretanto, experimentos mostraram que 0s animais que expressam as formas ativas da
enzima humana mutada (SOD1%°'F e SOD1%%#)'>!" e aqueles que expressam as formas
inativas da mesma (SOD1°%R ¢ SOD1%%R)!8 1 desenvolvem patologias comparaveis
aquelas vistas nos pacientes, incluindo a retracdo da sinapse motora®®, as alteracdes
mitocondriais®! e ativacdo a microglial e astrocitaria? *. Adicionalmente, a delegéo do
gene que codifica para a SOD1 nos camundongos nao foi capaz de promover disturbios
no neurdnio motor destes animais®*. Ainda, a delecdo e a superexpressdo da SOD1

endégena de camundongos SOD1%%R

que expressam a forma inativa da enzima ndo
promoveram alteracdo no curso da doenca®®. Essas evidéncias levaram a comunidade
cientifica a aceitar a hipétese de que a proteina SOD1 humana (hSOD1) mutada adquire
propriedades toxicas independentes da sua fungdo enzimatica, como aquelas
subsequentes ao dobramento incorreto da proteina e & formacéo de agregados®.

Estudo in silico recente sugeriu que a maioria das mutagbes da SOD1 possui
capacidade de desestabilizar o dobramento ou a estrutura quaternaria originais da
proteina”®, algo que foi demonstrado experimentalmente por outros estudos?®?.
Adicionalmente, a presenca de inclusdes proteicas nos neurdnios motores de pacientes
com ELA esporadica indica que a oligomerizacdo aberrante € um aspecto comum da

ELA, independentemente do genétipo®.

1.2. Modelo animal para o estudo da ELA
Numero superior a 170 mutagbes na SOD1 humana j& foi descrito

(http://alsod.iop.kcl.ac.uk/) e mais de 10 linhagens de camundongos carregando
1G93A

algumas delas foram estabelecidas, sendo que a linhagem SOD , que apresenta
substituicdo da glicina pela alanina na posicdo 93 da cadeia de aminoacidos, € a mais
utilizada nos estudos, seguida pelas linhagens SOD1°%R e SOD1%*"R *!, Uma vez que as
diversas mutacgdes ligadas & SOD1 promovem um fendtipo semelhante, parece plausivel
que modificagdes pds-traducionais tenham influéncia no desenvolvimento da doenca®.
Por exemplo, distirbios de modificacbes pds-traducionais normais, como dimerizacao

de subunidades, formacdo de pontes dissulfeto entre residuos de cisteina (Cysb7 e
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Cysl46) e a coordenagdo entre cobre e zinco, promoveram agregacdo de SOD1
selvagem®. Além disso, modificagdes pés-traducionais aberrantes, como a oxidaco,
mostraram efeitos adversos sobre a conformacdo da proteina SOD1 selvagem.
Recentemente, Bosco e colaboradores® descreveram que proteinas selvagens
processadas pos-traducionalmente de forma aberrante encontradas em pacientes com a
forma esporadica da ELA ativam 0s mesmos mecanismos neurotdxicos que aqueles
acessados pela SOD1 mutada de pacientes com a forma familiar da doenca. Estas
observacOes sugeriram que as anormalidades conformacionais e as modificacdes pos-
traducionais na SOD1 selvagem podem contribuir para a patogénese da ELA em
pacientes com a forma esporadica e apontaram o caminho para a melhor compreensdo
da forma esporadica da doenca levando-se em conta os dados obtidos a partir do estudo
das formas familiares®.

O fenétipo clinico no modelo animal SOD1%%4, eleito para desenvolvimento do
presente trabalho, foi caracterizado inicialmente pelo aparecimento dos sinais motores
classicos nas patas traseiras, como o tremor e a fraqueza muscular, por volta de 90 dias
de idade. Estes sintomas progridem rapidamente e levam o animal a morte na idade de
130-150 dias®.

A despeito de os sintomas classicos da doenca manifestarem-se por volta de 90
dias, evidéncias mostram as disfunc¢des no sistema motor ocorrendo antes do inicio dos
sinais clinicos classicos***’. Vactiolos pequenos foram vistos acumulados nos axénios
dos neurénios motores do animal SOD1°%* de 37 dias de idade, sendo que, nestes
animais, a desnervacdo da musculatura esquelética e a morte do neurdnio motor
antecederam a paralisia®® ® *°. A existéncia de mecanismos compensatérios, como a
reinervagdo por brotamento dos neurdnios motores das adjacéncias apds a desnervacgao
parcial do musculo, podem ajudar a explicar o intervalo entre o inicio dos eventos
celulares e o aparecimento dos sintomas’. O tipo de morte do neurdnio motor na ELA é
controverso. O modelo atual mostra caracteristicas tanto de apoptose quanto de necrose,
em magnitudes diferentes dependendo do estagio da patologia** *2. O paradoxo aparente
dos efeitos inicio/evolucdo da doenga abre especula¢Bes sobre os mecanismos pelo
menos parcialmente distintos nas diversas fases de evolucdo da patologia. De fato, a
paralisia progressiva na ELA surge da degeneracdo e morte do neurbnio motor e
evidéncias recentes apontam para a toxicidade paracrina, ou seja, aquela induzida por

outros tipos celulares proximos a esses neurénios.



INTRODUCAO - 6

Dentre os principais mecanismos que contribuem para a morte do neurdnio motor

16, 43, 44

na ELA, destacam-se a excitoxicidade glutamatergica , 0s insultos inflamatérios™®,

17, 46, 47

a disfuncdo mitocondrial e o estresse oxidativo , & desregulacdo de fatores

48- 1
|850 |5,

neurotroficos e de proteinas de guiamento axona , 0s defeitos de transporte axona
>2 a formacdo de agregados proteicos™ e o processamento aberrante de RNA*. De fato,
estes processos sao 0s mais estudados dentre 0s varios propostos.

Estudos mostraram que a expressdo seletiva e em quantidades suficientes da
hSOD1 mutada nos neurdnios motores foi capaz de promover o fenétipo da doenca>* *°.
Adicionalmente, os neur6nios motores selvagens circundados por células gliais
contendo a enzima mutada desenvolveram fenétipo de degeneracdo, enquanto que 0s
neurénios expressando a hSOD1 mutada demoraram mais a manifestar este fenotipo
quando circundados por células gliais selvagens®. Resultados similares foram obtidos
pelos estudos que utilizaram co-culturas de neurdnios motores, estes derivados de
células tronco obtidas de animais selvagens e transgénicos, com astrocitos que
expressavam a hSOD1 mutada, estes, por sua vez, coletados de animais transgénicos>”
>® Estas anélises mostraram o efeito toxico desses astrocitos transgénicos, ja que estas
células promoveram a degeneracdo dos neurdnios selvagens e também exacerbaram a

degeneracdo dos neurdnios transgénicos’" %

Ainda, estudos com camundongos
transgénicos construidos para ndo expressar>’ ou expressar niveis reduzidos® da enzima
mutada na microglia sugeriram que esta célula da glia também estaria envolvida na

patogénese da ELA.

1.3. Evidéncias para o papel do astrécito

O astrocito é a celula glial mais abundante no SNC e exerce ali fungdes
fundamentais como a manutencdo da homeostase e do controle idnico, o suporte
metabolico e nutricional aos neurdnios, a manutencdo da barreira hematoencefalica e
das defesas locais e também a influéncia na neurotransmissio®. Deste modo, razoavel é
considerar-se que qualquer alteracdo na fisiologia astrocitaria seja capaz de promover
disturbios neuropatoldgicos, incluindo a ELA, levando-se em consideracdo a
complexidade e a multiplicidade de funcdes exercidas por estas células®.

Notavelmente, os astrécitos exercem funcBes importantes na manutencdo dos
niveis de glutamato no meio extracelular. O astrécito retira o excesso de glutamato da

fenda sinéptica através do transportador de glutamato glial, também conhecido como
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EAAT2 ou GLT-1. O excesso do neurotransmissor na fenda sinaptica leva a
excitotoxicidade neuronal causada por influxo excessivo de calcio®. Observacdes
iniciais apontaram para desregulacdo deste transportador na medula espinal dos
pacientes com ELA e no modelo experimental'® 4 4 ©3%  dessa forma, a
excitotoxicidade pelo glutamato foi introduzida como um dos mecanismos patogénicos
da doenca. Evidéncias adicionais para a hipdtese de excitotoxicidade na ELA vieram
das observaces in vivo de que astrécitos que expressam a hSOD1 mutada sdo capazes
de liberar niveis altos do aminoacido D-serina, um co-ativador de receptores NMDA,
exacerbando, assim, a toxicidade do glutamato nos neurdnios motores®’ ®®. A producio
aumentada de espécies reativas de oxigénio (EROs), decorrente da disfungdo
mitocondrial presente nos astrocitos que carregam a hSOD1 mutada, também foi
proposta como mecanismo de toxicidade capaz de exacerbar o dano ao neurdnio
motor®”. Neste sentido, a manutencdo da atividade mitocondrial astrocitaria®® ou, ainda,
a potencializacdo das defesas antioxidantes destas células”® por intervencdes
farmacolégicas®’ ou genéticas’® mostraram-se neuroprotetivas. Dessa forma, estas
descri¢des correlacionaram a producdo de radicais livres pelos astrocitos a morte do
neuronio motor.

Evidéncias recentes acerca da morfologia atipica e de células em degeneracéo’ "
sugerem, adicionalmente, que a hSOD1 mutada possui efeitos toxicos diretos aos
proprios astrécitos®® . Mais recentemente, analise da expressdo génica dos astrocitos
transgénicos e neurdnios motores cultivados revelou alteracdo complexa na interacdo
entre estes dois tipos celulares e sugeriu que a diminuigdo da sinalizagdo neuroprotetora
do TGFpB na ELA, a qual ocorreu antes do inicio dos sintomas, poderia desempenhar
papel importante na fisiopatologia da doenca’®. A capacidade reduzida na liberacdo de
lactato é outra disfuncdo astrdcitaria presente na ELA™.

Estudos também mostraram que astrocitos transgénicos liberam fatores toxicos
aos neurdnios, tais como o fator de crescimento do nervo (NGF)®, o 6xido nitrico’” e a
prostaglandina E2 (PGE2)’®. Ainda, os receptores do fator de necrose tumoral-alpha
(TNF-a), o p75 do NGF e o receptor do ligante Fas/CD95 foram relacionados aos
mecanismos toxicos paracrinos aos neurdnios motores na ELA™. As células gliais so a
fonte principal do TNF-a no SNC e, interessantemente na ELA, 0 aumento da expresséo
de RNA mensageiro (RNAm) do TNF-a foi correlacionado ao inicio da astrogliose na

medula espinal do camundongo transgénico SOD1°%** de 4 meses com ndmero
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reduzido de copias da enzima mutada®. Ainda, o aumento da imunorreatividade para o
ligante de Fas foi evidente nos neurdnios e nos astrocitos da regido lombar da medula

espinal do camundongo SOD1%%#

antes do aparecimento dos sintomas. O mesmo foi
demonstrado na medula espinal de pacientes das formas esporadicas e familiares da
ELA81—83

Dessa forma, os achados expostos acima sugerem que, na ELA, os astrocitos
atuam contribuindo diretamente para a morte do neurdnio motor através da liberacdo de

fatores toxicos e/ou da perda de suas funcdes fisioldgicas autocrinas e paracrinas®.

1.4. Evidéncia para o papel da microglia e neuroimunomodulacgéo

Microglias sdo células com propriedades neuroimunomodulatérias residentes no
SNC. Durante situagdes de lesdo ou doenga neste tecido, estas células tornam-se
massivamente ativadas nas regides de perda neuronal, condicdo comum conhecida
como microgliose reativa. A microglia reativa é capaz de liberar variedade grande de
substancias que podem limitar ou exacerbar o dano neuronal®. A microgliose foi
descrita como marcador da ELA em pacientes e em modelos animais®®, uma vez que
microglias reativas foram encontradas no cérebro e na medula espinal de pacientes com

87-89 ‘inclusive antes

ELA, bem como nos camundongos que carregam a hSOD1 mutada
da fase da perda neuronal. InvestigacGes mecanisticas sugeriram que a ativacdo fosse
dirigida pela secrecdo da hSOD1 mutada®, e a proteina agregada pareceu ser mais
eficiente que a forma monomérica nesta atividade™. A relevancia da participacdo da
microglia na ELA foi reforcada por estudos in vivo que utilizaram estratégias

2392 e transplante de células®. Estes achados propuseram o papel da microglia

geneticas
na modulacdo da progressdo da ELA, mais do que a influéncia desta célula glial no
inicio da doenga.

Mais recentemente, o dialogo entre a microglia e celulas imunocompetentes
periféricas € extensivamente investigado na ELA, mostrando efeitos benéficos e
prejudiciais®. Nesse contexto, a microglia da medula espinal mostrou-se capaz de
recrutar monocitos perifericos para o SNC, processo que impactou negativamente sobre
a viabilidade neuronal e sobrevivéncia do animal transgénico®™. Ainda, células
dendriticas apresentadoras de antigenos implicadas nas respostas imunes também foram
encontradas na medula espinal de pacientes e do camundongo SOD1%%* durante o

curso da doenca®. Células T regulatérias (TREG) CD4+CD25+ interagem com a
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microglia no SNC e estimulam a secregdo de citocinas anti-inflamatorias, atenuando a
neuroinflamacdo®™. No contexto da ELA, animais duplo transgénicos que carregam a
hSOD1 mutada e também deficientes em CD4+ desenvolveram fenétipo de ELA mais
agressivo, o qual foi revertido por transplante de medula 6ssea®. Tais evidéncias acerca
da interacdo entre a neuroimunomodulacdo e a ativagdo da resposta imune descritas
acima estimularam o uso CD40L na terapia da doenca, uma vez que 0 mesmo € um
ligante expresso por células T que ativa a resposta imune quando ligado pelo CD40 em
células apresentadoras de antigeno. Os resultados mostraram-se promissores, uma vez
que a injecdo intraperitoneal do anticorpo monoclonal especifico de CD40L nos

camundongos SOD1°%%%#

retardou o inicio da doenca, estendeu a sobrevida e reduziu a
astrogliose e a ativacdo microglial®’. Estes achados sugeriram efeitos neuroprotetivos e
neurotoxicos da resposta neuroimunomodulatéria na ELA. Dessa forma, a proposicéo
de uma estratégia terapéutica esbarra no desafio de suprimir a resposta neurotdxica sem
interferir com a resposta neuroprotetiva .

Muitas substdncias com propriedades pré-inflamatorias ou relacionadas a
inflamacdo mostraram-se aumentadas na medula espinal do camundongo transgénico

80, 98, 99

antes da morte dos neurénios motores , € também no liquido cerebrospinal e no

soro de pacientes com ELA. Destacam-se a interleucina-8 (IL-8), as proteinas do

100102 & indices

complemento e a proteina quimiotatica de monocito (MCP-1a)
bioquimicos de ativacio da resposta imune estdo presentes no sangue'®.

A minociclina, um derivado de tetraciclina com acdo inibidora da ativacdo
microglial, foi capaz de aumentar a sobrevida do camundongo modelo da ELA, mas
com efeitos pouco expressivos nos pacientes tratados pela droga'®®. Ainda, a
ciclooxigenase-2 (COX-2), que é produzida em abundancia pela microglia, tal como
pelos neurdnios e astrocitos, estimulou a producdo de citocinas pro-inflamatorias. A
producio de COX-2 est4 aumentada na medula espinal de pacientes com ELA'®, o que
estimulou o emprego do celecoxibe, um inibidor da COX-2, que interferiu com o inicio

da doenca e prolongou a sobrevida dos neurdnios transgénicos experimentalmente™”’,

108

mas ndo clinicamente™™. Outras evidéncias da participa¢do da microglia na ELA foram

obtidas com a observacdo da exacerbacdo da sintomatologia nos camundongos SOD1
submetidos ao tratamento crénico com lipopolissacarideo (LPS), classicamente

utilizado como ativador microglial*®.
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A Figura 1 sumariza os principais mecanismos descritos acerca da influéncia das
células gliais sobre a morte do neurénio motor na ELA.

Estas descricdes sugerem que as células gliais estdo implicadas na ELA,
despertando questdes adicionais que precisam ser esclarecidas para o melhor
entendimento da participacdo das células ndo neuronais na fisiopatologia da doenga.
Dentre eles, por exemplo, quais sdo os fatores promotores da toxicidade, quais as
sinalizacdes celulares envolvidas e como este conhecimento pode contribuir para novas

abordagens terapéuticas.
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Figura 1. Esquema ilustrando os principais mecanismos descritos para as agdes autdcrinas e parcrinas ao neurdnio
motor na ELA (adaptado de llieva et al.'’® e também com base em Ferraiuolo et al.''!). (A) Excitotoxicidade
resultante da deficiéncia na remoc&o répida do neurotransmissor glutamato das sinapses promovida por alteracdo de
expressao/atividade do transportador de glutamato EAAT2 em astrocitos. (B) Estresse no reticulo endoplasmatico
(RE) induzido por interagdes anormais entre a SOD1 mutada e proteinas do RE. (C) Inibicdo do proteassoma
decorrente de super-estimulagdo da via de degradacéo proteassomal com agregados proteicos ubiquitinados capazes
de danificar neurdnios motores e astrocitos. (D) Disfuncdo mitocondrial mediada pela deposi¢do de SOD1 mutada na
membrana da mitocondria provoca liberagéo do citocromo ¢ em neurdnios e estresse nitroxidativo em astrdcitos. (E)
Os neurdnios motores e os astrocitos secretam SOD1 mutada para 0 meio extracelular. (F) A producéo de anion
superéxido pela microglia ou astrécitos pode danificar neurénios motores. (G) Neurdnios motores expressando SOD1
apresentaram transporte axonal alterado. (H) Neur6nios motores também apresentam desregulacéo transcricional e
processamento anormal de RNA. (1) Defeitos de proteassoma e estresse do reticulo endoplasmético podem também
levar a autofagia. (J) A perda de proteinas de juncdo oclusiva pelas células endoteliais resulta em rompimento da
barreira hemato-encefalica com consequente ocorréncia de microhemorragias na medula espinal mesmo antes do
aparecimento dos sintomas. A secre¢do de MCP1 e outras citocinas pela microgia € outro mecanismo de toxicidade
pardcrina, além da liberacdo de fatores inflamatdrios pelos astrocitos, como éxido nitrico (NO) e prostaglandina E2
(PGE2). Os astrdcitos transgénicos também apresentam liberagdo reduzida de lactato e ativagdo da sinalizacdo de
morte pro-NGF-p75.
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A maioria dos estudos realizados até 0 momento analisou a fungdo das células
neuronais e ndo neuronais em animais quiméricos, animais que expressam a SOD1
mutada em tipos celulares especificos, e culturas/co-culturas de células. Entretanto, tais
estudos s@o limitados no esclarecimento da contribuicdo individual real de cada uma das
células, especialmente o neurbnio motor, o astrocito e a microglia, no seu

microambiente in vivo na ELA.

1.5. Microdisseccdo a laser

A microdisseccdo a laser € um método que permite a obtencao de tipos celulares
definidos citologicamente ou fenotipicamente de tecidos com celularidade heterogénea.
A tecnologia, desenvolvida em 1996 por pesquisadores do National Cancer Institute,
nos Estados Unidos, é versatil e permite o estudo do RNA, DNA ou proteina a partir de
isolados homogéneos nas técnicas mais diversas de biologia molecular, como a reacao
em cadeia da polimerase (do inglés, PCR) quantitativa (QPCR), o microarray, o western
blot e a espectrometria de massa. No sistema Palm® MicroBean (Zeiss), pulso de laser
UV-A definido é acoplado ao microscépio e focado através do sistema Optico em uma
regido micrométrica. O feixe do laser é gerado em condicBGes que permitem a retirada
individual das células enquanto o tecido ao redor permanece intacto''?. A foto do
sistema e a representacdo esquematica do processo de microdisseccdo estdo

apresentados na Figura 2.
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Figura 2. (A) Sistema Palm® MicroBean (P.A.L.M. Microlaser Technologies AG, Germany) utilizado
nos experimentos de microdissec¢do. (B) O esquema ilustra o procedimento de microdissecgéo.
Primeiramente, as secc¢des sdo imunomarcadas e imediatamente submetidas ao processo de selecdo dos
tipos celulares e subequente aplicagdo do pulso de laser UV, o qual é responsavel por transferir as células
de interesse para a tampa de um microtubo contendo o tampdo de extracdo adequado. Apds a
microdissecgdo, as células sdo centrifugadas da tampa para o fundo do microtubo e submetidas ao
protocolo de extracdo adequado ao tipo de material a ser avaliado (RNA, DNA ou proteina).
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Métodos manuais de microdissec¢do tecidual existem h& muitos anos e vdo de
processos mais rudimentares com lamina de bisturi até métodos mais precisos, por
exemplo, usando uma fina agulha de aco inoxidavel presa a um micromanipulador'*®
114 Entretanto, estes métodos sdo lentos e requerem destreza consideravel, levando a
obtencdo de amostras celulares contaminadas por células indesejadas e,
consequentemente, material com menor grau de enriquecimento celular. Poucos estudos
significativos usaram esta metodologia na obtencdo de amostras. Desta forma, o
desenvolvimento de métodos de microdisseccdo empregando o laser possibilitou as
analises moleculares de células especificas obtidas de tecidos solidos.

Levando-se em conta as evidéncias experimentais da contribuicdo de diferentes
tipos celulares na morte do neurénio motor na ELA, a técnica de microdissec¢do a laser

revela-se como ferramenta util no estudo da patologia.



2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo geral
Identificar vias moleculares envolvidas na fisiopatogenia da neurodegeneracédo da

ELA no periodo pré-sintomético da doenca no camundongo transgénico SOD1°%4,

2.2. Objetivos especificos

1. Determinar o periodo pré-sintimatico da doenca no modelo do camundongo
transgénico SOD1°% e eleger duas idades para os estudos moleculares subsequentes,
sendo um préximo ao inicio dos sintomas e outro distante deste, empregando testes
comportamentais especificos.

2. Determinar o perfil de expressdo génica da por¢do lombar da medula espinal
dos animais do modelo nas idades pré-sintomaticas, empregando plataforma de
microarray contendo o genoma completo do camundongo.

3. Descrever as vias de sinalizacdo reguladas nas idades pré-sintomaticas a partir
do padrdo de expressdo génica observado, empregando ferramentas bioinformaticas
especificas e eleger as vias a serem detalhadas no estudo.

4. Avaliar transcritos das vias selecionadas em amostras enriquecidas de tipos
celulares especificos obtidas por microdisseccao a laser da medula espinal do modelo

animal.



3. MATERIAIS E METODOS
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O projeto, ao qual o presente trabalho é vinculado, foi submetido e aprovado pela
Comissio de Etica e de Biosseguranca em Organismos Geneticamente Modificados da
Faculdade de Medicina/Hospital das Clinicas da Universidade de Sao Paulo (0113/08).
Copia do aceite esta apresentada no ANEXO A deste trabalho.

3.1. Modelo animal da ELA

Camundongos transgénicos B6SJL-TgN(SOD1-G93A)1 Gur que expressam 0O
gene da hSOD1 mutada, originalmente produzidos por Gurney e colaboradores™, foram
obtidos do Laboratério Jackson (Bar Harbor, ME, USA). Estes animais sdo largamente

utilizados como modelo experimental para o estudo da ELA™.

3.2. Colbnias de animais

A colénia de camundongos transgénicos (SOD1%*) foi implantada no Biotério
Central da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (FMUSP). A
reproducdo e o alojamento dos animais sdo feitos em ambiente specific pathogen free
(spf) para garantir a estabilidade das col6nias e o controle sobre a reproducao. Esta parte
dos experimentos foi realizada por técnicos especializados do Biotério Central da
FMUSP e supervisionado por pesquisador da Instituicéo.

O regime spf compreende gaiolas ventiladas com filtros especiais, bem como a
manipulacdo dos camundongos e suas proles em ambiente estéril dentro da cAmara de
fluxo laminar. Temperatura ambiente controlada entre 21 e 22 °C, umidade do ar em
torno de 55 % e iluminag&o sob ciclo claro/escuro de 24 horas, sendo cada fase do ciclo
de 12 horas, foram itens que também receberam atencdo. A racdo, a &gua e a maravalha
foram autoclavadas antes da utilizacdo. Para garantir a ndo contaminacao da col6nia por
agentes patogénicos, 0s animais foram periodicamente submetidos a controles
bacterioldgico e parasitologico segundo a rotina spf estabelecida no Biotério da
FMUSP.

Os cruzamentos foram sempre realizados entre machos heterozigotos G93A e
fémeas da linhagem B6/SJL-F1 com o intuito de gerar uma prole aproximadamente 50
% heterozigota G93A (transgénica) e 50 % ndo transgénica (selvagens), segundo
orientacdes do Laboratério Jackson que forneceu os machos para o inicio das coldnias.
As melhores condi¢des controle e experimentais foram obtidas com este desenho de

reproducao.
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As proles foram mantidas com suas respectivas matrizes até 20 dias de idade, apds
este periodo, os animais foram separados por sexo e depois separados pelo genotipo. Os
animais transgénicos foram utilizados como experimentais e 0s selvagens como

controles.

3.3. Genotipagem dos camundongos

A identificagdo dos camundongos como transgénicos ou selvagens utilizados para
a manutencdo das col6nias ou nos procedimentos experimentais foi realizada através da
genotipagem. O primeiro passo constituiu-se na extracdo de amostras de DNA de cada
um dos animais a partir de pequeno fragmento da cauda.

O procedimento da extracdo de DNA foi realizado de acordo com o protocolo
descrito a seguir. Volume de 500 pl de tampéao contendo 1 mg/ml proteinase K, 20 mM
TrisHCI (pH 8,0), 10 mM NaCl, 30 mM EDTA (pH8,0) e 0,5 % SDS foram
adicionados a cada tubo contendo as amostras individuais das caudas dos animais. As
amostras em solucdo foram incubadas a 55 °C sob agitacdo de 1.400 rpm durante 1 hora
e centrifugadas a 14.000 rpm por 10 minutos. Os sobrenadantes foram transferidos para
outros tubos para a precipitacdo com 500 ul de isopropanol gelado. As amostras foram
novamente centrifugadas a 14.000 rpm por 2 minutos e 0s sobrenadantes desprezados.
Os precipitados foram lavados a seguir por 2 vezes com 500 pl de etanol 70 %. Apos a
centrifugacdo final de 14.000 rpm por 5 minutos, os sobrenadantes foram descartados e
0s precipitados deixados para secar com o0s tubos em posicdo invertida. Apds a secagem
do precipitado de DNA, cada amostra foi eluida em 200 pl de tampédo TE, composto por
10 mM Tris-HCI (pH 7,4), 1 mM EDTA e agua deionizada livre de nucleotideos. As
amostras de DNA foram armazenadas a 4 °C até realizacdo da PCR e determinacdo do
genadtipo.

Os seguintes iniciadores IMR113 (5’-ATCAGCCCTAATCCATCTGA-3’) e
IMR114 (5’-CGCGACTAACAATCAAAGTGA-3”) foram utilizados para amplificacéo
do fragmento da hSOD1 mutada enquanto que IMR042 (5’-CTAGGCCACAGAA
TTGAAAGATCT-3’) e IMR043 (5-GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC-3)
foram utilizados para amplificacdo de um fragmento da interleucina-2 de murino como
controle positivo, como descrito anteriormente®. Estes iniciadores foram descritos no

protocolo do Laboratorio Jackson (http://jaxmice.jax.org/pub-

cqgi/protocols/protocols.sh?objtype=protocol &protocol id=523).



http://jaxmice.jax.org/pub-cgi/protocols/protocols.sh?objtype=protocol&protocol_id=523
http://jaxmice.jax.org/pub-cgi/protocols/protocols.sh?objtype=protocol&protocol_id=523
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A reacdo de PCR foi composta por 1X PCR Master Mix (Fermentas Life
Sciences), 500 nM de cada iniciador, 50 ng de DNA e agua livre de nucleotideos para o
volume final de 25 pl. A ciclagem compreendeu o periodo inicial de 3 minutos a 95 °C,
seguidos por 35 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 60 °C por 30 segundos e 72 °C por 45
segundos, seguidos pelo periodo de 2 minutos a 72 °C e resfriamento posterior até a
temperatura de 10 °C.

Os produtos das PCRs foram visualizados sob exposic¢do a luz ultravioleta apés
eletroforese em gel de agarose 1 % contendo brometo de etideo e fotografados para
documentacdo. Os resultados obtidos estéo ilustrados na Figura 3, esta correspondente a

genotipagem de uma das ninhadas.

324 pb
236 pb

Figura 3. Figura ilustra o resultado da PCR para a determinacéo dos genétipos, transgénico (SOD1) e selvagem
(Wild-Type, WT) para a enzima superdxido dismutase 1 humana mutada (hSOD1m) das proles da coldnia de
camundongos estabelecidas em nosso biotério. A banda de 324pb corresponde a interleucina-2, enquanto que a banda
de 236pb corresponde a hSOD1m. O marcador de peso molecular esta representado por M.

3.4. Estadiamento clinico no modelo animal
Os testes descritos abaixo foram aplicados em 15 machos transgénicos e 0 mesmo

namero de animais selvagens.

3.4.1. Avaliagdo da condicéo geral e peso corporal

A condicdo geral foi avaliada semanalmente pela pontuacdo neuroldgica,
iniciando-se nos animais com 20 dias de vida (P20) e realizada por inspecéo visual. A
pontuacdo neurolégica foi baseada na escala descrita originalmente por Gurney™ e

117

modificada por outros grupos—'. A pontuacdo de 0 a 5 foi definida conforme a Tabela 1.
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O acesso a agua e a comida pelos animais foi facilitado com a colocacéo da racéo
no chdo da gaiola assim que os mesmos atingiam a pontuacdo 4. Os animais foram
submetidos a eutanasia ao apresentaram a pontuacdo 5 por razdes éticas.

Ainda, os animais foram pesados ap6s P20 com uma balanca digital normal. Os
procedimentos de registro de massa corporal foram realizados entre 11 e 14 hs para

evitar variagdes diurnas.

Tabela 1. Pontuagdes e seus respectivos sintomas utilizados na avaliacdo da condicédo
geral das colonias G93A e selvagem.

Pontuacéo Sintomas

0 Animal saudével sem sintomas classicos de ELA

1 Presenca de tremores nas patas traseiras

2 Dificuldade em separar as patas traseiras quando suspenso pela cauda

3 Dificuldade de andar ou andar tropecando ou cambaleando

4 Incapacidade de andar apoiado sobre as quatro patas, ou seja,
arrastando as patas traseiras

5 Incapacidade de desvirar em 30 segundos quando colocado em
decubito dorsal

3.4.2 Rotarod, hangwire e plano inclinado

A progressdo da doenga nos animais foi avaliada através dos testes rotarod,
hangwire e plano inclinado, os quais permitiram acessar a forca muscular e a
coordenacdo motora.

As funcdes motoras foram analizadas semanalmente no rotarod, a partir de P20.
Os animais foram treinados no aparelho durante 3 dias antes do inicio dos testes e da
coleta de resultados. Durante a realizagdo dos experimentos, 3 tentativas foram
permitidas para cada animal e o periodo maximo que ele pdde permanecer sobre 0 eixo
de 3,5 cm de diametro em rotacdo de 15 rpm foi mensurado. O teste foi interrompido
apos o tempo limite de 180 segundos, este escolhido arbitrariamente.

O teste do hangwire comecou também em P20 e foi realizado semanalmente,
porém no dia anterior ao teste do rotarod. Os animais foram colocados sobre a grade
convencional da gaiola-moradia. A grade era entdo lentamente virada de cabeca para
baixo, 50 cm acima de uma superficie coberta com maravalha, a fim de evitar leses aos
animais durante a queda. A laténcia de queda foi registrada. Trés tentativas foram
permitidas a cada camundongo e o tempo maximo que cada animal conseguiu
permanecer suspenso pelas patas foi anotado, de forma que o tempo méaximo de

medicéo foi de 180 segundos.
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O aparato do plano inclinado consistiu da superficie inclinavel presa a base por
dobradigas afixadas em um de seus lados. A superficie em questdo era posicionada no
angulo de 0 ° no inicio do teste, ou seja, paralela a base. Os animais foram colocados
sobre a superficie com a cabeca voltada para a extremidade da dobradica. O angulo
entre a superficie e a base era entdo aumentado sob velocidade constante e o valor
maximo que 0s animais conseguiam permanecer sobre a superficie foi registrado. Os
animais comecaram a ser avaliados por este teste em P20, assim como nos demais

testes.

3.4.3. Analise estatistica do estadiamento clinico e do comportamento motor

Os resultados da sobrevida, em dias, foram analisados pelo teste de Kaplan—
Meier. Os demais testes do comportamento motor foram submetidos a analise de
variancia de duas vias (Two Way-ANOVA) seguida pelo pds-teste de Bonferroni. Nos
casos em que 0s animais precisaram ser sacrificados antes da data final da coleta de
dados, por atingirem a pontuacdo 5, seus valores foram preenchidos com a média das
medidas dos demais camundongos do mesmo grupo no periodo™®. Todas as analises
estatisticas deste trabalho, incluindo aquelas dos experimentos de gPCR apresentados
adiante, foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism versdo 5,0 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA). Os dados estdo apresentados como a média + erro

padrdo e o nivel de significancia foi determinado como p < 0,05.

3.5. Coleta do material e realizagdo dos experimentos do microarray

As idades pré-sintomaticas de 40 e 80 dias foram escolhidas para a realizacdo dos
experimentos do microarray com objetivo de identificar as sinalizacbes iniciais que
pudessem ser responsaveis por desencadear a morte do neurénio motor. Para isso, a
porcdo lombar da medula espinal dos animais trangénicos das duas idades e de seus
respectivos controles (n=5 para cada grupo) foi retirada e imediatamente congelada em
gelo seco para evitar degradacdo excessiva do RNA. Kit especifico foi utilizando na
extracdo do RNA total de acordo com o protocolo do fabricante (Minispin kit for RNA
extraction, GE Life Sciences). Os RNAs foram quantificados no NanoDrop 1000
(Thermo Scientific) e tiveram sua qualidade acessada pelo RNA 6000 Nano

Bioanalyzer (Agilent Tecnologies). As amostras apresentaram qualidades de RNA com
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0 nimero de integridade maior do que 7, indice este que permitiu a utilizacdo delas nos
experimentos.

O protocolo do experimento do microarray foi seguido de acordo com as
recomendacOes do fabricante, estas descritas brevemente abaixo. Os procedimentos
experimentais do microarray foram realizados no Centro Internacional de Pesquisa e
Ensino (CIPE) do Hospital AC Camargo em colaboracdo com a equipe da pesquisadora

Dr2 Dirce Maria Carraro e supervisdo do Dr Alex Fiorini Carvalho.

3.5.1. Desenho experimental

A hibridizagdo competitiva foi utilizada neste estudo. Nesse caso, utilizou-se a
amostra referéncia, que era comum a todas as hibridiza¢cdes e marcada com molécula
fluorescente distinta daquela empregada nas amostras experimentais. As amostras
experimentais e a referéncia marcadas foram entdo misturadas e hibridizadas nos arrays
individuais para cada animal em uma mesma lamina. Os valores de fluorescéncia
obtidos revelaram niveis relativos da expressdo de cada transcrito na amostra
experimental comparada com a amostra referéncia ja que, conforme dito anteriormente,
a hibridizacdo realizada foi do tipo competitiva. Dessa forma, o uso da amostra

referéncia permitiu normalizacdo mais eficaz entre os diferentes arrays™*.

3.5.2. Preparacao dos Spikes

Primeiramente, os spikes A e B foram preparados por dilui¢do seriada. O estoque
foi diluido 20 vezes, seguido de dilui¢do subsequente de 40 vezes e esta Ultima solugao
foi entdo diluida 4 vezes para que se chegasse a solucdo de uso. Os spikes séo
necessarios para as analises do controle de qualidade das hibridizacBes e,
consequentemente, dos resultados obtidos, uma vez que eles devem ser marcados e

hibridizados da mesma forma que as amostras.

3.5.3. Preparacéo da reacdo de marcagao

Quantidades de 250 ng do RNA total das amostras e 500 ng do RNA total da
referéncia foram utilizadas nas reac¢des. A referéncia foi composta pela mistura do RNA
extraido dos 6rgdos rim, pulmdo, coracdo e figado, em conjunto, de camundongos
neonatos transgénicos e selvagens. A referéncia foi utilizada para aumentar a robustez

da analise bioinformatica subsequente, bem como, caso fosse necessario, aumentar o
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namero de amostras experimentais. As amostras foram entdo misturadas ao spike A pré-
diluido e a referéncia foi misturada ao spike B pré-diluido antes de proceder com a
marcacdo. Apoés esta etapa, a reacdo de transcricdo reversa foi realizada utilizando-se o
iniciador do promotor T7, a se anelar na cauda poliA do RNA mensageiro,
AffinityScript Rnase Block mix e os demais constituintes basicos da reagdo de
transcrigdo reversa como dNTPs, o tampdo da enzima e ditiotreitol (DTT). A reacéo foi
incubada a 40 °C durante 2 horas em termociclador, seguida da incubacdo a 70 °C
durante 15 minutos, tempo de incubacdo este necessario para a desnaturacdo das
enzimas.

A transcricdo in vitro foi realizada em seguida utilizando-se a enzima T7-RNA
polimerase, 0s NTPs, o DTT e os fluoréforos cianina 3 (Cy3 — amostras experimentais)
ou a cianina 5 (Cy5 — referéncia). Esta reacdo foi incubada a 40 °C durante 2 horas e
permitiu que as amostras fossem marcadas com os fluor6foros. Uma vez marcadas, as
amostras de RNA complementar (cCRNA) foram purificadas utilizando-se o protocolo do
Mini spin kit (GE Life Sciences) e quantificadas para eficiéncia de incorporagdo do
fluoréforo em NanoDrop 1000. Os valores obtidos foram submetidos a célculos
matematicos especificos, necessarios para avaliacdo da eficiéncia da incorporacdao do

fluoréforo, conforme as equacdes | e Il abaixo.

(Concentragdo de cRNA) x 30ul (volume de eluigio)
1000 = hg de cRNA

A equacdo | foi utilizada na determinacdo da quantidade de cRNA em pug.

i) Concentragdo de €3 (0u €¥5) 1000 = pmol Cy3 (ou Cy5) por ug de cRNA

Concentragdo de cRNA em ug

A equacdo Il foi utilizada na determinacdo da quantidade de fluoréforo
incorporada, ou seja, a eficiéncia da marcacdo do cRNA (atividade especifica).
Tanto as quantificagcdes quanto a atividade especifica das amostras e da referéncia

se apresentaram dentro dos parametros recomendados de hibridizacéo eficiente.
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3.5.4. Hibridizacao

As amostras marcadas foram submetidas a fragmentagdo de acordo com o
protocolo do fabricante. Apds, o tampdo de hibridizacdo foi adicionado e esta reacao foi
depositada sobre a lamina contendo o genoma total do camundongo (4x44k — G4122F —
Agilent Technologies), e o aparato de vedacdo adequado foi utilizado para que a
contaminacdo entre os arrays fosse evitada. As laminas foram incubadas & 65 °C
durante 17 horas. As amostras foram distribuidas de forma que cada lamina contivesse

a0 menos um representante de cada grupo.

3.5.5. Lavagens das laminas e obten¢do dos resultados

As laminas foram lavadas sequencialmente com as solugdes de lavagem 1 e 2 e,
na sequéncia, com a solucdo de secagem (Agilent Technologies). As laminas foram
escaneadas imediatamente e os dados foram extraidos utilizando-se o programa Feature
Extraction versdo 9,5,3,1 (Agilent Technologies). Os dados obtidos foram submetidos
ao controle de qualidade por comparacdo com padrdes e controles internos da propria
lamina conforme as recomendac6es do fabricante. Os arquivos de controle de qualidade
de hibridizacdo gerados por este programa permitiram que 0s arrays problematicos
fossem detectados, o0 que pdde ser percebido pelos valores dos coeficientes de variacdo
entre sondas replicadas. Uma vez que, para algumas sondas, copias idénticas de
sequéncia sdo distribuidas pela lamina. Esperava-se que o sinal obtido em determinada
amostra ndo variasse muito entre estas copias, desta forma, arrays que apresentaram
coeficiente de variagdo elevado entre as sondas replicadas foram considerados de baixa

qualidade e, portanto, retirados da analise.

3.5.6. Pré-analise dos dados e andlise estatistica para identificacdo dos genes
diferencialmente expressos

Os dados obtidos a partir do Feature Extraction foram analisados com os pacotes
Agidx44PreProcess e limma do Bioconductor utilizando-se o software R. O pacote
Agi4x44PreProcess foi desenvolvido para pré-processamento dos dados de array de
expressdo génica das laminas da Agilent no formato 4x44k em ambiente R

(http://www.bioconductor.orq/packaqes/reIease/bioc/manuals/Aqi4x44PreProcess/man/Aqi4x44PreProcess.pdf). AS

etapas de pré-processamento implementadas no pacote foram a correcdo de background

e a normalizacdo entre as amostras, a filtragem de sondas por qualidade, a sumarizacédo


http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/manuals/Agi4x44PreProcess/man/Agi4x44PreProcess.pdf
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de sondas replicadas e a criacdo da matriz de expressao com os dados processados. Esta
matriz de expressdo pode entdo ser analisada por modelos lineares. O ajuste de
background foi uma etapa essencial porque parte das intensidades das fluorescéncias
medidas sdo decorrentes de hibridizacdo ndo especifica e ruido no sistema Optico de
deteccdo. As intensidades observadas precisaram ser ajustadas para dar medidas
acuradas de hibridizagdes especificas. O método normexp, o qual foi desenvolvido para
produzir intensidades corrigidas positivas, foi utilizado para esta funcdo'®. O
background foi corrigido e os dados foram normalizados para que as variaveis que
pudessem influenciar a analise fossem controladas. Isso inclui diferentes eficiéncias de
transcricdo reversa, marcacao, reacdes de hibridacdo, problemas fisicos nos arrays,
efeitos de lote de reagentes e condigdes experimentais. O método quantile foi utilizado
nesta etapa'®. Os dados foram entdo filtrados e transcritos cujos sinais ndo se
destacaram do background, apresentaram-se saturados e/ou nao apresentaram padréo de
marcacdo uniforme foram retirados da andlise. Os dados filtrados foram sumarizados,
ou seja, as médias dos valores obtidos para as sondas replicadas foram calculdas, para
obtensdo da matriz de expresséo definitiva.

A matriz de expressdo foi submetida ao modelo de regressao linear seguido de
teste t moderado Bayes utilizando-se o pacote limma**. Transcritos com valor de p
menor do que 0,05 foram aceitos como diferencialmente expressos e utilizados nas
analises subsequentes. O codigo completo criado para estas analises esta apresentado no
ANEXO B.

Os resultados foram enviados para o repositério GEO sob nimero de acesso
GSE50642.

3.5.7. Analises enriquecidas pelo FunNet

A interface bioinformatica disponivel na internet Functional Analysis of
Transcriptional Networks (FunNet) foi utilizada na identificacdo das vias e dos
processos bioldgicos super-representados de acordo com as bases de dados Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) e Gene Ontology (GO)'#. Para isso, as
listas de genes diferencialmente expressos (p < 0,05) apontadas para as analises de 40 e
80 dias, estas continham os valores de expressdo para cada amostra obtidos a partir da

matriz de expressdo normalizada, foram separadas de acordo com a regulacdo dos
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genes. Deste modo, listas diferentes de genes super-expressos e subexpressos para cada
idade foram obtidas.

Esta ferramenta, além de permitir a organizacdo dos genes apontados como
diferencialmente expressos em vias e processos bioldgicos super-representados, também
aplicou algoritmos especificos que permitiram a sugestdo matematica de vias mais
significativas dentro de cada analise com base nas medidas de centralidade topoldgicas
das redes de co-expressio dos transcritos que as compdem*®. O método de Pearson foi
utilizado para os calculos que permitiram a construcdo da rede de co-expressao entre as
vias super-representadas para as idades de 40 e 80 dias com base nos valores de

expressdo normalizada dos seus transcritos.

3.6. Validacéo dos resultados do microarray por qPCR

3.6.1. Reacdes de transcrigdo reversa

As reag0es de transcrigdo reversa foram realizadas a partir de um segundo lote de
amostras de RNA obtidas da por¢do lombar da medula espinal de animais transgénicos
e selvagens de ambas as idades (40 e 80 dias). Amostras independentes aquelas do
microarray foram utilizadas para assegurar a confiabilidade dos resultados (n=6).
Assim, 1.000 ng de RNA total foram submetidos a reacdo de transcricdo reversa
utilizando-se o kit RT-transcription reagents (Applied Biosystems), o qual utiliza a
enzima Multriscribe como transcriptase, como recomendado pelo fabricante. A reacdo
foi incubada no termociclador por 10 minutos a 25 °C, seguidos de 30 minutos a 42 °C,
e etapa final subsequente de 5 minutos a 70 °C para inativacdo da enzima. O cDNA foi

armazenado a -20 °C até a utilizacdo nos experimentos de gPCR.

3.6.2. PCR quantitativa
I- Padronizacdo das Reacdes para gPCR SYBR

As reacbes de gPCR foram realizadas no aparelho PikoReal Real-Time PCR
System (Thermo Scientific) no volume final de 20 ul, e continham 1X Dynamo Color
Flash SYBR Green gPCR kit (Thermo Scientific), 400 nM de oligonucleotideos e 60 ng
de cDNA. As sequéncias dos iniciadores escolhidos para validagdo estdo apresentadas

na Tabela 2. Os transcritos foram escolhidos por apresentarem valores de Fold maiores
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em comparagao aos demais e possivel participacdo dos seus produtos nos mecanismos
da doenca®®*'?%,

As reacOes foram realizadas nas condi¢Ges de ciclagem recomendadas pelo
fabricante que, resumidamente, compreenderam 7 minutos a 95 °C, para a ativacdo da
enzima Tbr DNA Polymerase modificada, seguidos de 45 ciclos de desnaturagdo a 95
°C durante 10 segundos e 30 segundos a 60 °C, para o pareamento dos iniciadores e
extensdo. Etapa de 20 minutos de duracdo foi adicionada ao final da amplificacdo, na
qual a temperatura aumentou gradualmente de 60 °C para 98 °C a 0,3 °C por segundo
com a continua aquisicdo da fluorescéncia'®®, a partir da qual se obteve uma curva de
dissociacdo. Assim, a presenca de um pico unico confirmou a especificidade da
amplificacdo. As rea¢des foram realizadas em placas de 96 pocos com qualidade Optica.

O nivel de fluorescéncia emitida aumenta gradualmente, uma vez que a cada ciclo
da reacdo novas moléculas de fita dupla sdo formadas, sendo que, o ciclo no qual a
fluorescéncia atinge um determinado limite é inversamente proporcional ao nivel de

129

expressdo do transcrito analisado™". O parametro utilizado foi o Ct (Cycle Threshold ou

ciclo limite), uma linha aleatéria fixa na regido exponencial das reacfes e usada na

130 0 uso

determinac¢do do ciclo em que cada reacdo atinge o0 maximo de sua eficiéncia
de uma amostra comum utilizada em todas as placas foi importante nos casos em que
houve necessidade de repeticbes de reacOes cujas duplicatas eventualmente
apresentaram desvio padrdo maior do que 0,5.

Os oligonucleotideos foram selecionados utilizando-se a ferramenta disponivel na

internet http://www.idtdna.com/scitools/Applications/Real TimePCR/, a qual forneceu as

sequéncias dos iniciadores e também as temperaturas de anelamento e tamanhos dos
fragmentos. A especificidade das sequéncias foi verificada utilizando-se o BLAST

(http://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

Diferentes concentragdes (400 nM, 800 nM e 1000 nM) foram testadas para cada
par de oligonucleotideos, de forma que as quantidades ideais foram padronizadas
individualmente. Considerou-se a utilizacdo da menor concentracdo de
oligonucleotideos capaz de fornecer menores valores de Ct, a fim de evitar a formacao
de estruturas secundarias.

A eficiéncia para cada par de oligonucleotideos foi entdo calculada usando cinco
diluicdes seriadas de cDNA convertido de RNA total (100 ng, 20 ng, 4 ng, 0,8 ng e 0,16

ng). A curva foi entdo gerada em logaritmo de base 10 dos resultados dos Cts obtidos


http://www.idtdna.com/scitools/Applications/RealTimePCR/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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para cada concentracdo de cDNA e o software calcula as eficiéncias de cada par de
iniciadores. Para isso, 0 valor correspondente ao coeficiente angular (slope) da equacao
da curva padrdo (y = ax + b, a = slope) foi utilizado para célculo da eficiéncia da reacdo
através da seguinte equacao:

1
Ef = 10(_slope)

-1
Todos os primers apresentaram eficiéncia entre 100 = 5 %.

Tabela 2. Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados nos experimentos de validagédo
do microarray e seus respectivos tamanhos de amplificados.

Gene ID Sequéncias dos iniciadores (5°-3°) Fragmento (pb)

40 dias

Glgl A: GAGTGAGATTGCAGCCAGAG 143
R: CAGGATGTAGTTCTTTGAGGGAG

Aqp4 A: GCTCGATCTTTTGGACCCG 112
R: AGACATACTCATAAAGGGCACC

Calca A: TGCAGATGAAAGCCAGGG 149
R: CTTCACCACACCTCCTGATC

Gria3 A: GTGCAGTTATACAACACCAACCA 113
R: GAGCAGAAAGCATTAGTCACAGA

80 dias

Eef2 A:CATGTTTGTGGTCAAGGCATAC 141
R: TTGTCAAAAGGATCCCCAGG

Nsgl A: AAGTGTACAAGTATGACCGCG 128
R: GACAGTGTAAAATTTCTCCCGG

Syt10 A: AGACCATTGGAACGAGATGC 148

R: TGGAGGCTTTTATGGTGTGG
Normalizador

Gapdh A: GAGTAAGAAACCCTGGACCAC 109
R: TCTGGGATGGAAATTGTGAGG

A expressdo diferencial dos transcritos alvo foi determinada pela quantificacéo
relativa em relagdo ao Gapdh, uma vez que o experimento do microarray nao apontou
nenhuma expressdo diferencial entre transgénicos e selvagens para este transcrito nas
duas idades analisadas. O modelo mateméatico AACt foi utilizado para os calculos das
medidas relativas de expressdo para este e para 0s demais experimentos de gPCR
descritos adiante (ABI PRISM 7700 Sequence Detection System protocol; Applied

Biosystems).
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I1. ReacGes utilizando-se 0 método Tagman

As reacoes foram realizadas no aparelho StepOnePlus™ Real-Time PCR System
(Applied Biosystems). Os ensaios Tagman sdo inventoriados pela empresa Applied
Biosystems e contam com eficiéncia de 100 %. O transcrito Ube2i (Mm04243971 g1)
foi escolhido para ser avaliado nas amostras de animais 80 dias. O transcrito Gapdh
(Mm99999915 g1) foi utilizado como controle endogeno.

As reacOes seguiram conforme recomendacdes do fabricante, foram usados 1X
TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied biosystems), 1X ensaio a ser avaliado e
60 ng cDNA. As reagdes foram realizadas nas condi¢Ges universais de ciclagem que
consiste em 2 minutos a 50 °C, seguidos de 10 minutos a 95 °C para a ativagdo da
enzima AmpliTag Gold® DNA polymerase, seguidos de 50 ciclos de desnaturagdo a 95
°C durante 15 segundos e 1 minuto a 60 °C para o pareamento dos iniciadores e sonda e
extensdo. As reacOes foram realizadas em placas de 96 pogos (Fast MicroAmp®
Optical, Applied Biosystems).

A expressdo diferencial dos transcritos alvo foi determinada pela quantificacdo
relativa em relacdo a média de Gapdh, uma vez que o experimento do microarray ndo
apontou nenhuma expressao diferencial entre os animais transgénicos e selvagens para

este transcrito nas duas idades analisadas, conforme descrito acima.

3.6.3 Analise estatistica para as validac6es

Os dados gerados pelas analises do gPCR para os camundongos transgénicos de
ambas as idades e seus respectivos controles foram comparados pelo teste-t de Student
unilateral. O critério para que os transcritos fossem considerados diferencialmente

expressos entre os grupos foi valor de p < 0,05 para cada um deles.

3.7. Microdisseccao a laser dos tipos celulares de interesse

A porcdo lombar da medula espinal dos animais transgénicos e selvagens com 40
dias de idade foi congelada com meio de congelamento em isopentano a -45 °C e
armazenada a -80 °C até a utilizagdo. Secc¢des de 5 um foram montadas em laminas pré-
esterilizadas por incubacéo a 180 °C durante 8 horas em forno préoprio. Cada lamina foi
montada de forma a conter sec¢fes de um Unico animal (3 a 5 animais por grupo). As

laminas foram armazenadas em -80 °C até o0 momento do uso. O aparelho utilizado nas



MATERIAIS E METODOS - 29

microdisseccOes faz parte do nucleo de multiusuarios da FMUSP, sob responsabilidade
do Prof. Chin Jia Lin, no laboratorio de Patologia Molecular (LIM-22).

3.7.1. Processamento tecidual para microdissecc¢éo a laser de astrdcitos de 40
dias

As secgdes foram marcadas com anticorpo anti-glial fibrillary acidic protein
(GFAP). Resumidamente, as seccdes foram fixadas em acetona gelada durante 2
minutos, posteriormente incubadas com solucdo triton 3 % durante 3 minutos e, logo
apos, lavadas brevemente em solucdo salina tamponada (do inglés, PBS). Entdo, o
anticorpo primario anti-GFAP feito em coelho (Dako) foi diluido em solucéo triton 0,3
% acrescida de albumina bovina 1 % e incubado na concentracdo de 1:50 durante 3
minutos. O anticorpo foi retirado apos 3 lavagens com PBS durante 15 segundos cada.
O anticorpo secundario fluorescente anti-coelho feito em cabra conjugado ao Texas red,
foi incubado também na concentracdo de 1:50, utilizando-se 0 mesmo diluente que o
primario, durante 3 minutos. Apos lavagem das laminas em PBS para a retirada do
excesso do anticorpo, as mesmas passaram por periodo breve de secagem antes da sua
visualizacdo no microscépio.

As seccdes foram entdo observadas no microscopio do microdissector (PALM
MicroBeam, Zeiss) para selecdo dos astrocitos marcados. Aproximadamente 150
astrécitos foram selecionados e coletados por lamina. Os parametros utilizados no laser
foram 89 pJ para a energia da UV e 67 pJ para foco da UV. Estes pardmetros foram
sempre 0S mesmos para 0s demais tipos celulares descritos abaixo, uma vez que sdo

dependentes do tipo de tecido e espessura da seccao.

3.7.2. Processamento tecidual para microdisseccdo a laser de neur6nios
motores de 40 e 80 dias

As seccdes foram marcadas com anticorpo anti-Choline Acetyltranferase (ChAT).
Resumidamente, as seccdes foram fixadas em acetona gelada durante 2 minutos,
posterimormente incubadas com solucdo triton 3 % durante 3 minutos e logo apos
lavadas brevemente com PBS. Entdo, o anticorpo primario anti-ChAT feito em cabra
(Abcam) foi diluido em solucdo de triton 0,3 % acrescida de albumina bovina 1 %,
inibidor de RNAse 0,1 U/ul e DTT 1 mM e incubado na concentracdo de 1:100 over

night a 4 °C. O anticorpo foi retirado apds 3 lavagens com PBS durante 15 segundos
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cada. O anticorpo secundario fluorescente anti-cabra conjugado ao Alexa 594
(Invitrogen), foi incubado no mesmo diluente que o primario, na concentracdo de 1:200,
durante uma hora em temperatura ambiente. Apos lavagem das laminas em PBS para
retirada do excesso de anticorpo, as mesmas passaram por periodo breve de secagem
antes da sua visualizacdo no microscopio. As seccdes foram entdo observadas no
microscopio do microdissector para selecdo dos neurdnios motores marcados.

Aproximadamente 100 neurdnios motores foram selecionados e coletados por lamina.

3.7.3. Processamento tecidual para microdissecgdo a laser de microglias de 80
dias

As secgOes foram fixadas em acetona gelada durante 2 minutos, posterimormente
incubadas com solucéo triton 3 % durante 3 minutos e logo apds lavadas brevemente
com PBS. Entdo, o0 anticorpo primario anti-lbal feito em coelho (Wako) foi diluido em
solucdo de triton 0,3 % acrescida de albumina bovina 1 %, inibidor de RNAse 0,1 U/ul
e DTT 1 mM e incubado na concentracdo de 1:100 over night a 4 °C. O anticorpo foi
retirado por lavagem com PBS durante 15 segundos por 3 vezes. O anticorpo secundario
fluorescente anti-coelho feito em cabra conjugado ao Texas red foi incubado no mesmo
diluente que o primario, na concentracdo de 1:50, durante uma hora em temperatura
ambiente. Apos lavagem das laminas em PBS para a retirada do excesso do anticorpo,
as mesmas passaram por periodo breve de secagem antes da sua visualizacdo no
microscopio. As seccBes foram entdo observadas no microscopio do microdissector para
selecdo das microglias marcadas. Aproximadamente 30 microglias foram selecionadas e

coletadas por lamina.

3.7.4. Extracdo e amplificacdo do RNA

ApoOs a coleta das células descrita acima, 0 RNA foi extraido com o kit PicoPure
RNA isolation (Arcturus) de acordo com recomendacdes do fabricante. Imediatamente
apos a extracdo, 0 RNA foi submetido ao protocolo de amplificacdo utilizando-se o kit
RiboAmpHSP"™ (Arcturus) na tentativa de minimizar possiveis degradacdes decorrentes
da armazenagem. O protocolo usado para amplificacdo baseia-se na amplificagdo
guiada pela T7-RNA polimerase e promotor T7 *! 32 Resumidamente, o cDNA foi
sintetizado a partir do RNA total, utilizando-se oligonucleotideos que ancoram na cauda

poli-A dos RNA mensageiros e possuem sitio para T7 RNA Polimerase. Este cDNA foi
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submetido a transcricdo in vitro em dois ciclos de amplificagdo para producéo
exponencial de RNA. O RNA amplificado (RNAa) foi quantificado pelo NanoDrop
1000 e a qualidade da amplificacdo foi avaliada com o kit Pico6000 Bioanalyzer

conforme descrito anteriormente.

3.7.5. Reacéo de transcricdo reversa e caracterizacdo do tipo celular coletado

Quantidade de 1 pg de RNAa foi utilizado nas reacdes de transcri¢do reversa. O
kit RT-transcription reagents (Applied Biosystems Life Technologies) foi utilizado com
protocolo modificado do original para aumentar a eficiéncia da transcricdo. Assim, o
iniciador Oligo(dT)16 foi adicionado as amostras e esta solucdo foi incubada a 70 °C
durante 5 minutos, entdo, os demais reagentes necessarios, como o tampao de reacao,
MgCl,, dNTPs, inibidor de RNAse, nas mesmas concentracfes recomendadas pelo
fabricante, e 156,25 U de transcriptase reversa, foram adicionados e a reacdo foi
incubada a 37 °C por 60 minutos, seguidos de 95 °C por 5 minutos.

Os cDNAs das amostras enriquecidas dos 3 tipos celulares foram submetidos a
PCRs para certificacdo da pureza celular. Os iniciadores utilizados na avaliagdo da
presenca de neurbnios motores, astrocitos e microglias, respectivamente o Chat, o Gfap
e 0 Cd68, estdo apresentados na Tabela 3. As reacdes foram preparadas para o volume
final de 20 pl, utilizando a enzima GoTaq Flexi DNA Polymerase (Promega), de acordo
com as recomendacdes do fabricante, e 500 nM de cada iniciador. O protocolo das
PCRs consistiu-se na incubacdo a 95 °C por 5 minutos, seguidos por 35 ciclos de 95 °C
por 30 segundos, 30 segundos a 60 °C, 72 °C por 45 segundos, finalizando com 72 °C

por 7 minutos.

Tabela 3. Sequéncia dos iniciadores para a avaliagdo do enriquecimento celular das
amostras submetidas a microdissec¢éo a laser.

Gene Iniciador de avango 5°-3° Iniciador de retrocesso 5°-3° Fragmento (pb)
Chat CAAATAAGTCATAAAGGCAGAGGC  CTCAAGGAAGACTGTGCTATGG 140
Gfap CAGACTTTCTCCAACCTCCAG CTCCTGCTTCGAGTCCTTAATG 138
Cdes ACTTCGGGCCATGTTTCTC TGGTAGGTTGATTGTCGTCTG 136

Os produtos das PCRs foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 3 %

contendo brometo de etideo e visualizados sob exposicdo a luz UV.
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3.7.6. gPCR nas células microdissecadas

As reacOes foram realizadas no aparelho PikoReal Real-Time PCR System
(Thermo Scientific) no volume final de 20 ul de solu¢do contendo o Maxima SYBR
Green gPCR Master Mix 1X (Thermo Scientific), 800 nM de oligonucleotideos e 12 ng
de cDNA. As sequéncias de oligonucleotideos utilizadas nos experimentos e em quais
tipos celulares os transcritos foram avaliados estdo apresentados na Tabela 4.

As reacOes foram realizadas nas condi¢cdes de ciclagem recomendadas pelo
fabricante, as quais consistiram de 10 minutos a 95 °C para a ativacdo da enzima
Maxima® Hot Start Tag DNA Polymerase, seguidos de 50 ciclos de desnaturacdo a 95
°C durante 15 segundos e um minuto a 60 °C para o pareamento dos iniciadores e
extensdo. Os critérios de controle de qualidade das reagdes foram descritos
anteriormente para 0 método SYBR.

O cDNA proveniente dos astrécitos microdissecados foi avaliado também para o
gene Ube2i (Mm04243971 g1) por PCR quantitativa. Gapdh (Mm99999915 g1) foi
utilizado como controle endogeno. As reacBes foram realizadas no aparelho
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems).

As reagOes seguiram conforme recomendacdes do fabricante, nas quais foram
usados 1X TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied biosystems), 1X ensaio a ser
avaliado e 40 ng de cDNA. As reacOes foram realizadas nas condigdes universais de

ciclagem conforme descrito anteriormente para metodo Tagman.

A expressdo diferencial dos transcritos alvo foi determinada pela quantificacdo
relativa em relacdo a média de Gapdh. Para célculo da medida relativa de expressdo foi

utilizado 0 modelo matematico AACt conforme descrito acima.
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Tabela 4. Sequéncias de iniciadores utilizadas nas analises de expressdo génica das
células microdissecadas utilizando o método SYBR.

Gene Iniciadores (5°-37) Fragmento (pb)
Astrdcitos 40 dias
Cxcrd F: TGTTGGGAGTTTATGTTCCTCTAG 147
R: AGTCCTACACACAGATAAACAGC
Slcla2 F: TCTGTCGTAATAGATGAGTGCAAG 119

R: AGAATTGGCTGAGAATCGGG

Neurdnios 40 dias

Slcl7a6  F:GTGTTTACCTGTCAGTTTTGGG 123
R: AAGGTCAGGAGTGGTTTGC
Cxcrd F: TGTTGGGAGTTTATGTTCCTCTAG 147

R: AGTCCTACACACAGATAAACAGC

Neurdnios 80 dias

Aktl F: GAGGATGTTTCTACTGTGGGC 132
R: TCTAATTGTTCTGGGCACTGAG

Microglias 80 dias

Tubala F:GGAGGAAGAAGGAGAGGAATAC 142
R: GTCAGTAACTGTATGAAAGCACAC
Tap2 F: GATGTCTACGCCCACCTG 141

R: ACGGTCCCAATCTTTATCCTG

Normalizador

Gapdh F: GAGTAAGAAACCCTGGACCAC 109
R: TCTGGGATGGAAATTGTGAGG

3.7.7. Analise estatistica das qPCRs nas células microdissecadas

Os dados gerados pelas gPCRs, para cada tipo celular, foram analisados pelo
teste-t de Student bilateral comparando-se as amostras de animais transgénicos aquelas
de seus respectivos controles. O critério para que 0s genes fossem considerados

diferencialmente expressos foi valor de p < 0,05.



4. RESULTADOS
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4.1. Condicao geral, peso corporal e sobrevida

Os primeiros sintomas foram registrados e a progressdo da doenca foi avaliada
através do monitoramento semanal usando a pontuacdo neuroldgica. Declinio das
condicOes gerais foi observado por volta dos 80 dias de vida dos camundongos
transgénicos. O teste ANOVA de duas vias mostrou diferencas entre os selvagens e 0s
transgénicos a partir do dia 90 (p < 0,001), estas que se acentuaram nos dias
subsequentes (Figura 4A), sendo que o inicio dos tremores ocorreu no 100° dia de vida
do animal. Os animais selvagens ndo mostraram disfuncdo motora em nenhum
momento.

Os animais selvagens ganharam peso continuamente durante o periodo de analise,
enguanto que os camundongos transgénicos deixam de ganhar peso por volta do 90° dia
de vida (p < 0,001) (Figura 4B).

Com relacdo a sobrevida, os animais transgénicos comecaram a morrer por volta
da idade de 100 dias e o tempo maximo de sobrevivéncia destes animais foi de 140 dias
(Figura 4C).

Ressalta-se que pelos parametros analisados de pontuagdo neuroldgica, 0s animais
apresentaram-se indistinguiveis até a idade de 60 dias e diferencas estatisticas ndo foram
apontadas no dia 80. Isto motivou a escolha das idades de 40 e 80 dias como periodos

pré-sintomaticos de analise deste trabalho.
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Condicéo Geral
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Figura 4. Condicdo geral, peso corporal e sobrevida. (A) Mudangas na condigdo geral dos animais selvagens (WT) e
transgénicos (TG) monitorada semanalmente e mostrada como a média em cada periodo de 20 a 130 dias de vida. (B)
Peso corporal dos animais WT e TG monitorado semanalmente e mostrado como a média em cada periodo de 20 a
130 dias de vida. Para (A e B) os dados encontram-se expressos como média + erro padrdo. (***) p < 0,001, de
acordo com ANOVA de duas vias, seguido do pos-teste de Bonferroni. (C) O grafico mostra correlagdo entre a idade
e a probabilidade de sobrevivéncia para os animais WT e TG.
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4.2. Rotarod, hangwire e plano inclinado

O teste ANOVA de duas vias mostrou que animais transgénicos comecaram a ter
sua performance reduzida no rotarod aos 90 dias (p < 0,05) e no hangwire em 100 dias
(p < 0,01) (Figura 5A e B, respectivamente).

Diferencas significativas entre os selvagens e os transgénicos apareceram na idade
de 130 dias no teste do plano inclinado (p < 0,001), mais tarde que nos outros testes
(Figura 5C).
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Figura 5. Rotarod, hangwire e plano inclinado. (A) Mudancas na performance dos animais selvagens (WT) e
transgénicos (TG) no rotarod monitorada semanalmente durante 180 segundos e mostrada como a média para cada
periodo de 20 a 130 dias de vida. (B) Mudangas na performance dos animais WT e TG no hangwire monitorada
semanalmente durante 180 segundos e mostrada como a média para cada periodo de 20 a 130 dias de vida. (C)
Mudancas na performance dos animais WT e TG no plano inclinado monitorada semanalmente e mostrada como a
média para cada periodo de 20 a 130 dias de vida. Dados expressos em média + erro padrdo. (*) p < 0,05, (**) p <
0,01 e (***) p < 0,001, de acordo com ANOVA de duas vias, seguido do pés-teste de Bonferroni.
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4.3. Genes diferencialmente expressos pela analise do microarray

A andlise da qualidade dos resultados obtidos para cada array, fundamentada no
coeficiente de variacdo das sondas replicadas, identificou uma lamina que continha
valores altos em todos os arrays para aquele parametro. Em decorréncia disto, as
amostras desta ldamina ndo puderam ser utilizadas nas analises estatisticas, de forma que
cada grupo prosseguiu com numero amostral de 4. As amostras 0s animais trangénicos
foram comparadas aquelas dos animais selvagens da mesma idade, possibilitando a
identificacdo dos transcritos com expressdo desregulada. As analises apontaram 492
transcritos diferencialmente expressos (p < 0,05) nos transgénicos com 40 dias, sendo
155 e 337 transcritos super e subexpressos, respectivamente. Enquanto que na idade de
80 dias, 1105 transcritos apresentaram-se diferencialmente expressos nos animais
transgénicos, sendo que, entre eles, 433 e 672 transcritos estavam super e subexpressos,
respectivamente. O perfil da distribuicdo dos transcritos diferencialmente expressos em
fun¢do de seus valores de “p” e fold sdo encontrados no Volcanoplot da Figura 6.
Observa-se a presenca de transcritos com magnitudes maiores de fold nos resultados
obtidos das analises de 80 dias (Figura 6B) em comparagdo aos resultados de 40 dias
(Figura 6A). A diferenca de expressdo variou de -1,68 para Ocell até 1,37 para
Gadd45gipl para os animais de 40 dias (Tabela 10, ANEXO C) e -1,93 para Ocell e
1,82 para Mztl para os animais de 80 dias (Tabela 11, ANEXO C). Nem todas as
sequéncias espotadas nas laminas sdo genes com simbolo ou funcdo conhecida, desta
forma, para fins didaticos, as mesmas ndo serdo representadas nas descricdes dos
resultados abaixo. Nosso grupo busca maneiras de avaliar a influéncia destas sequéncias
na ELA.
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Figura 6. Volcanoplots representativos da distribuicdo da expressdo dos genes diferencialmente expressos em fungéo
dos valores de fold logaritimizados na base 2 (eixo das abscissas) e dos valores de p logaritmizados na base 10 (eixo
das ordenadas) de acordo com as analises do microarray nas idades de 40 dias (A) e 80 dias (B). Os pontos em verde
representam o0s transcritos que apresentaram valores de Fold maiores que 1,45 ou menores que -1,45 e valor de p
menor que 0,05. Os pontos em vermelho representam os demais transcritos diferencialmente expressos (p < 0,05)

com valores de fold entre -1,45 e 1,45.
Sessenta genes foram apontados como diferencialmente expressos em ambas as
idades do estudo (Tabela 5). Alguns deles mostraram regulagdo na mesma direcdo em

ambas as idades, enquanto que outros apresentaram regulacéo inversa (Tabela 5).
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Tabela 5. Genes diferencialmente expressos nos camundongos transgénicos SOD1%4
de ambas as idades, 40 e 80 dias. Os valores positivos e negativos representam genes
super e subexpressos, respectivamente.

Gene Fold 40 dias Fold 80 dias
Ocell -1,68 -1,92
Fam32a -1,45 -1,61
Trim37 1,22 -1,34
Lsm6 -1,3 -1,29
Mapla 12 -1,15& -1,28
Bmpr2 1,21 -1,26
Eif3j2 1,29 -1,26
Foxn3 1,28 -1,25
Plekha5 1,17 -1,25
Rfxank -1,12 -1,22
Malatl 11 -1,21
Ddx6 1,3 -1,19
Huwel 1,12 -1,19
Snx27 1,19 -1,19
Srrm3 1,18 -1,19
Dzipl 1,14 -1,17
Hook3 1,14 -1,17
Nemf 1,15 -1,16
Pdlim5 1,09 -1,16
Plvap -1,14 -1,16
Thrap3 1,15 -1,16
Srsfll -1,1 -1,15
Azinl 1,12 -1,14
Eif5b 1,19 -1,14
Hspa4 1,1 -1,14
Kras 1,19 -1,14
Sp4 1,12 -1,14
Tusc3 -1,1 -1,14
Vegfa 1,12 -1,14
Fam133b 1,09 -1,13
Fam8la 1,12 -1,13
Prkrir -1,1 -1,13
Ptrf -1,3 -1,13
6330411E07Rik 1,09 -1,12
Gria4 1,18 -1,12
Zfp866 1,07 -1,12
Marc-2 -1,07 -1,11
Hadh 1,12 -1,11
Mtf2 11 -1,11
Dhps -1,09 -1,1
Nsd1 1,12 -1,1
Mierl 1,13 -1,09
U2surp 1,13 -1,09
2610507B11Rik 1,07 11
Ncam1l 1,17 1,12
Rtnl -1,17 1,12
Chd5 1,12 1,13
Dhcr7 -1,08 1,15
Strbp 1,15 1,15
Synm -1,12 1,15
Map7dl 1,14 1,16
Speccl 11 1,17
Maea 1,1 1,19
Ncl 11&-1,1 1,19
Glgl 1,29 12
Dnajc27 1,17 1,21
Ncdn 1,14 121
Lpcat2 1,16 1,22
D17Wsu92e 1,11 1,24
Nisch 1,08 1,24
Tkt -1,1 1,25
Tmem59I 1,29 1,26
Mast3 1,24 1,28
Plac9a -1,45 1,35
Nsgl -1,17 122& 1,35
Trappc3 -1,2 1,32 & 1,41

Os transcritos Mapla, Ncl, Nsgl e Trappc3 foram representados por duas sondas diferentes.
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Todos os genes diferencialmente expressos e seus respectivos valores de fold

estdo apresentados no ANEXO C.

4.4. Analises enriquecidas para vias do KEGG

Termos KEGG enriquecidos (p < 0,05) obtidos a partir dos genes
diferencialmente expressos entre animais transgénicos e selvagens foram identificados
nas analises dos animais nas idades de 40 e 80 dias. Vias KEGG superepresentadas,
bem como os genes que fazem parte das mesmas, estdo mostrados nas Tabelas 6 e 7,
para as vias apontadas aos 40 e 80 dias, respectivametne. Ressalta-se que 0s genes
diferencialmente expressos das idades de 40 e 80 dias permitiram a identificacdo das
vias KEGG endocitose, sinapse glutamatérgica, protedlise mediada por ubiquitina, via
de sinalizagdo de quimiocina, fosforilacdo oxidativa, processamento e apresentacdo de
antigeno e juncdo oclusiva em ambos os periodos (Figura 7). Adicionalmente, outras
vias interessantes puderam ser identificadas apenas nas idades de 40 (Tabela 6) ou 80
dias (Tabela 7).

C—3 40 dias
E=A 80 dias

]:Vla de sinaliza¢do de quimiocina

:[Endocitose

]:Fosforila(;éo oxidativa

:[Processamento e apresentacio de antigeno

:I:Jungéo oclusiva

10 0 10 20

Subexpressos Super-expressos
NUmero de transcritos

Figura 7. Classificacdo das vias KEGG e numero de transcritos super e subexpressos das idades pré-
sintomaticas de 40 e 80 dias. Barras & esquerda indicam nimero de genes subexpressos e barras a direita
representam nimero de genes super-expressos para cada categoria.
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Ainda, as vias proteolise mediada por ubiquitina, via de sinalizacdo de quimiocina
e endocitose foram apontadas como super-representadas em ambas as idades entre 0s
genes super-expressos (Figura 7). Por outro lado, fosforilagdo oxidativa foi apontada em
ambas as idades pelos genes subexpressos (Figura 7). Adicionalmente, sinapse
glutamatérgica e juncdo oclusiva foram apontadas por genes super-expressos em 40 dias
e por genes super e subexpressos em 80 dias (Figura 7), enquanto que, a via
processamento e apresentacdo de antigeno foi apontada por genes subexpressos em 40
dias e super-expressos em 80 dias (Figura 7).

Algumas vias apontadas ndo foram levadas em consideracdo por serem compostas
por genes também apontados em outras vias ou genes possivelmente ndo relacionados a
ELA. Sdo elas, melanoma, sarampo, hepatite C, melanogénese, vias em cancer e cancer

de prostata em 40 dias e miocardite viral e melanogénese em 80 dias.

Tabela 6. Vias KEGG super-representadas para os genes diferencialmente super ou
subexpressos na idade de 40 dias.

Vias apontadas para 0s genes super-expressos

ID do Gene Simbolo do Gene Nome do Gene
Metabolismo de frutose e manose

170768 Pfkfb3 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3
18640 Pfkfb2 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 2
18642 Pfkm phosphofructokinase, muscle

230163 Aldob aldolase B, fructose-bisphosphate

54384 Mtmr7 myotubularin related protein 7

Juncdo oclusiva

14677 Gnail guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha inhibiting 1
16653 Kras v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog

18176 Nras neuroblastoma ras oncogene

18417 Cldn11 claudin 11

192195 Ashll ashl (absent, small, or homeotic)-like (Drosophila)

Sinapse glutamatérgica

140919 Slcl7a6 solute carrier family 17 (sodium-dependent inorganic phosphate
cotransporter), member 6

14677 Gnail guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha inhibiting 1

14802 Griad glutamate receptor, ionotropic, AMPA4 (alpha 4)

14810 Grinl glutamate receptor, ionotropic, NMDAL (zeta 1)

20511 Slcla2 solute carrier family 1 (glial high affinity glutamate transporter), member
2

Guiamento axonal

12767 Cxcrd chemokine (C-X-C motif) receptor 4

14677 Gnail guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha inhibiting 1
16653 Kras v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog

18176 Nras neuroblastoma ras oncogene

22253 Uncbsc unc-5 homolog C (C. elegans)

56637 Gsk3b glycogen synthase kinase 3 beta

Protedlise mediada por ubiquitina

107568 Wwpl WW domain containing E3 ubiquitin protein ligase 1
17999 Nedd4 neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 4
22210 Ube2b ubiquitin-conjugating enzyme E2B

59026 Huwel HECT, UBA and WWE domain containing 1
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Tabela 6. Continuacéo...

68729 Trim37 tripartite motif-containing 37
70790 Ubr5 ubiquitin protein ligase E3 component n-recognin 5

Via de sinalizacdo de quimiocina

12767 Cxcrd chemokine (C-X-C motif) receptor 4

14677 Gnail guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha inhibiting 1

16653 Kras v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog

18176 Nras neuroblastoma Ras oncogene

18708 Pik3r1 phosphatidylinositol 3-kinase, regulatory subunit, polypeptide 1 (p85
alpha)

56637 Gsk3b glycogen synthase kinase 3 beta

73178 Wasl Wiskott-Aldrich syndrome-like

Endocitose

107568 Wwpl WW domain containing E3 ubiquitin protein ligase 1

12767 Cxcrd chemokine (C-X-C motif) receptor 4

13854 Epnl epsin 1

17999 Nedd4 neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 4

193740 Hspala heat shock protein 1a

26431 Git2 G protein-coupled receptor kinase-interactor 2

78618 Acap?2 ArfGAP with coiled-coil, ankyrin repeat and PH domains 2

Vias apontadas para 0s genes subexpressos

ID do Gene Simbolo do Gene Nome do Gene
Reparo por excisdo de nucleotideo

19718 Rfc2 replication factor C (activator 1) 2
66979 Pole4 polymerase (DNA-directed), epsilon 4 (p12 subunit)

Replicacdo de DNA

19718 Rfc2 replication factor C (activator 1) 2
66979 Pole4 polymerase (DNA-directed), epsilon 4 (p12 subunit)

Metabolismo de acido graxo

11363 Acadl acyl-Coenzyme A dehydrogenase, long-chain
74205 Acsl3 acyl-CoA synthetase long-chain family member 3

Via de sinalizacdo de TGF-beta

12167 Bmprlb Bmprlb bone morphogenetic protein receptor, type 1B
15902 1d2 inhibitor of DNA binding 2
19651 RbI2 retinoblastoma-like 2

Processamento e apresentacdo de antigeno

12010 B2m beta-2 microglobulin
12317 Calr Calreticulin
19727 Rfxank regulatory factor X-associated ankyrin-containing protein

Interacdo matriz-receptor

11603 Agrn Agrin
12814 Colllal collagen, type XI, alpha 1
16773 Lama2 laminin, alpha 2

Via de sinalizacdo GnRH

12314 Calm2 calmodulin 2

16440 Itpr3 inositol 1,4,5-triphosphate receptor 3
16476 Jun Jun oncogene

17390 Mmp2 matrix metallopeptidase 2

Doenca de Parkinson

104130 Ndufb1l NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 11
12857 Cox4il cytochrome ¢ oxidase subunit IV isoform 1

66576 Uqgcrh ubiquinol-cytochrome ¢ reductase hinge protein

67264 Ndufb8 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex 8

Fosforilacao oxidativa

104130 Ndufb11l NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 11
12857 Cox4il cytochrome c oxidase subunit IV isoform 1
66576 Uqgcrh ubiquinol-cytochrome ¢ reductase hinge protein
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Tabela 6. Concluséo.

67264

Ndufb8

Doenca de Alzheimer

104130
12314
12857
16440
66576
67264

Ndufb11
Calm2
Cox4il
Itpr3
Uqcrh
Ndufb8

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex 8

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 11

calmodulin 2

cytochrome c oxidase subunit IV isoform 1

inositol 1,4,5-triphosphate receptor 3
ubiquinol-cytochrome ¢ reductase hinge protein

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex 8

Tabela 7. Vias KEGG super-representadas para os genes diferencialmente super ou

subexpressos na idade de 80 dias.

Vias apontadas pelos genes super-expressos

Nome do Gene

adenylate cyclase 3
calmodulin 3

guanine nucleotide binding protein, alpha 12
guanine nucleotide binding protein, alpha 13

protein kinase C, beta

Rho guanine nucleotide exchange factor 11

adenylate cyclase 5

mitogen-activated protein kinase 1

histocompatibility 2, blastocyst
histocompatibility 2, K1, K region
histocompatibility 2, Q region
histocompatibility 2, Q region
histocompatibility 2, Q region
histocompatibility 2, Q region
histocompatibility 2, T region
histocompatibility 2, T region

heat shock protein 8

transporter 2, ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP)

actin, gamma, cytoplasmic 1

Cortactin

erythrocyte protein band 4.1-like 1
erythrocyte protein band 4.1-like 2

membrane associated guanylate kinase, WW and PDZ domain

containing 1

lethal giant larvae homolog 1
multiple PDZ domain protein

protein kinase C, beta

junction adhesion molecule 2
myosin, heavy polypeptide 14

adenylate cyclase 3

PTK2 protein tyrosine kinase 2

guanine nucleotide binding protein (G protein), beta 1
guanine nucleotide binding protein (G protein), beta 2
guanine nucleotide binding protein (G protein), beta 5
guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 12
guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 7

protein kinase C, beta
adenylate cyclase 5

mitogen-activated protein kinase 1

phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate-dependent Rac exchange factor
1

F-box and WD-40 domain protein 11

hect (homologous to the E6-AP (UBE3A) carboxyl terminus) domain

and RCC1 (CHC1)-like domain (RLD) 2
mahogunin, ring finger 1

ID do Gene  Simbolo do Gene
Contracdo de musculo liso vascular
104111 Adcy3
12315 Calm3
14673 Gnal2
14674 Gnal3
18751 Prkch
213498 Arhgefll
224129 Adcy5
26413 Mapkl
Processamento e apresentacdo de antigeno
14963 H2-BI
14972 H2-K1
15006 H2-Q1
15007 H2-Q10
15013 H2-Q2
15018 H2-Q7
15039 H2-T22
15040 H2-T23
15481 Hspa8
21355 Tap2
Juncdo oclusiva
11465 Actgl
13043 Cttn
13821 Epb4.111
13822 Epb4.112
14924 Magil
16897 Ligl1
17475 Mpdz
18751 Prkch
67374 Jam2
71960 Myh14
Via de sinalizacdo de quimiocina
104111 Adcy3
14083 Ptk2
14688 Gnbl
14693 Gnb2
14697 Gnb5
14701 Gngl2
14708 Gng7
18751 Prkch
224129 Adcy5
26413 Mapkl
Prex1
277360
Protedlise mediada por ubiquitina
103583 Fbxw11
15204 Herc2
17237 Mgrnl
19823 Rnf7

ring finger protein 7
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Tabela 7. Continuacéo...

ubiquitin-conjugating enzyme E20

ubiquitin-conjugating enzyme E2M
ubiquitin-conjugating enzyme E21

ubiquitin-conjugating enzyme E2G 2

protein inhibitor of activated STAT 3

F-box and WD-40 domain protein 7

ubiquitination factor E4B, UFD2 homolog (S. cerevisiae)

actin, gamma, cytoplasmic 1

PTK2 protein tyrosine kinase 2

guanine nucleotide binding protein, alpha 12

guanine nucleotide binding protein, alpha 13

guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 12
phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase, type 1 gamma
integrin beta 4

Rho guanine nucleotide exchange factor 4

Gelsolin

mitogen-activated protein kinase 1

actin related protein 2/3 complex, subunit 5

myosin, heavy polypeptide 14

adenylate cyclase 3

glutamate receptor, ionotropic, kainate 4
glutamate-ammonia ligase (glutamine synthetase)
guanine nucleotide binding protein (G protein), beta 1
guanine nucleotide binding protein (G protein), beta 2
guanine nucleotide binding protein (G protein), beta 5
guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 12
guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 7
protein kinase C, beta

glutaminase 2 (liver, mitochondrial)

adenylate cyclase 5

mitogen-activated protein kinase 1

actin, gamma, cytoplasmic 1

histocompatibility 2, blastocyst
histocompatibility 2, K1, K region
histocompatibility 2, Q region

histocompatibility 2, Q region

histocompatibility 2, Q region

histocompatibility 2, Q region

histocompatibility 2, T region

histocompatibility 2, T region

HGF-regulated tyrosine kinase substrate
mannose-6-phosphate receptor, cation dependent
transporter 2, ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP)
tubulin, alpha 1a

tubulin, beta 2A class 1A

DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 3

ER degradation enhancer, mannosidase alpha-like 2
crystallin, alpha B

heat shock protein 8

ribophorin 11

sel-1 suppressor of lin-12-like (C. elegans)

amplified in osteosarcoma

ubiquitin-conjugating enzyme E2G 2

valosin containing protein

prolactin regulatory element binding

ring finger protein 5

membrane-bound transcription factor peptidase, site 1
DnalJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 2
ubiquitination factor E4B, UFD2 homolog (S. cerevisiae)

histocompatibility 2, blastocyst
histocompatibility 2, K1, K region
histocompatibility 2, Q region

217342 Ube20
22192 Ube2m
22196 Ube2i
22213 Ube2g2
229615 Pias3
50754 Fbxw7
63958 Ube4b
Regulacédo do citoesqueleto de actina
11465 Actgl
14083 Ptk2
14673 Gnal2
14674 Gnal3
14701 Gng12
18717 Pip5kic
192897 Itgb4
226970 Arhgef4
227753 Gsn
26413 Mapk1
67771 Arpc5
71960 Myh14
Sinapse glutamatérgica
104111 Adcy3
110637 Grik4
14645 Glul
14688 Gnbl
14693 Gnb2
14697 Gnb5
14701 Gngl2
14708 Gng7
18751 Prkch
216456 Gls2
224129 Adcy5
26413 Mapkl
Fagossomo

11465 Actgl
14963 H2-BI
14972 H2-K1
15006 H2-Q1
15007 H2-Q10
15013 H2-Q2
15018 H2-Q7
15039 H2-T22
15040 H2-T23
15239 Hgs
17113 Mépr
21355 Tap2
22142 Tubala
22151 Tubb2a
Processamento de proteina no reticulo endoplasmatico
100037258 Dnajc3
108687 Edem2
12955 Cryab
15481 Hspa8
20014 Rpn2
20338 Selll
216440 0s9
22213 Ube2g2
269523 Vep
50907 Preb
54197 Rnf5
56453 Mbtps1
56812 Dnajb2
63958 Ubedb
Moléculas de adesdo celular
14963 H2-BI
14972 H2-K1
15006 H2-Q1
15007 H2-Q10

histocompatibility 2, Q region
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Tabela 7. Continuacéo...

15013 H2-Q2 histocompatibility 2, Q region

15018 H2-Q7 histocompatibility 2, Q region

15039 H2-T22 histocompatibility 2, T region

15040 H2-T23 histocompatibility 2, T region

17967 Ncam1 neural cell adhesion molecule 1

18007 Neol neogenin

19274 Ptprm protein tyrosine phosphatase, receptor type, M
20340 Glgl golgi apparatus protein 1

20970 Sdc3 syndecan 3

58235 Pvrll poliovirus receptor-related 1

67374 Jam2 junction adhesion molecule 2

Endocitose

11771 Ap2al adaptor-related protein complex 2, alpha 1 subunit
12757 Clta clathrin, light polypeptide

13196 Asapl ArfGAP with SH3 domain, ankyrin repeat and PH domainl
13429 Dnm1 dynamin 1

14963 H2-BI histocompatibility 2, blastocyst

14972 H2-K1 histocompatibility 2, K1, K region

15006 H2-Q1 histocompatibility 2, Q region

15007 H2-Q10 histocompatibility 2, Q region

15013 H2-Q2 histocompatibility 2, Q region

15018 H2-Q7 histocompatibility 2, Q region

15039 H2-T22 histocompatibility 2, T region

15040 H2-T23 histocompatibility 2, T region

15239 Hgs HGF-regulated tyrosine kinase substrate
15481 Hspa8 heat shock protein 8

16835 LdlIr low density lipoprotein receptor

18717 Pip5klc phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase, type 1 gamma
234852 Chmpla charged multivesicular body protein 1A
243621 lgsec3 1Q motif and Sec7 domain 3

67588 Rnf41 ring finger protein 41

98366 Smapl stromal membrane-associated protein 1

Vias apontadas para 0s genes subexpressos

ID do Gene  Simbolo do Gene Nome do Gene
Via de sinalizacdo do VEGF

11651 Aktl thymoma viral proto-oncogene 1

16653 Kras v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog

19056 Ppp3cb protein phosphatase 3, catalytic subunit, beta isoform

22339 Vegfa vascular endothelial growth factor A

Long-term depression

14678 Gnai2 guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha inhibiting 2

14683 Gnas GNAS (guanine nucleotide binding protein, alpha stimulating) complex
locus

16653 Kras v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog

18795 Plchl phospholipase C, beta 1

60596 Gucyla3 guanylate cyclase 1, soluble, alpha 3

Gap junction

14678 Gnai2 guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha inhibiting 2

14683 Gnas GNAS (guanine nucleotide binding protein, alpha stimulating) complex
locus

16653 Kras v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog

18795 Plcbhl phospholipase C, beta 1

60596 Gucyla3 guanylate cyclase 1, soluble, alpha 3

Degradacéo de RNA

104625 Cnot6 CCR4-NOT transcription complex, subunit 6

13209 Ddx6 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 6

66373 Lsm5 LSM5 homolog, U6 small nuclear RNA associated (S. cerevisiae)

72662 Dis3 DIS3 mitotic control homolog (S. cerevisiae)

78651 Lsmé LSM6 homolog, U6 small nuclear RNA associated (S. cerevisiae)

Doenca de Parkinson

12866 Cox7a2 cytochrome c oxidase subunit Vlla 2

333182 Cox6b2 cytochrome c oxidase subunit Vib polypeptide 2

66142 Cox7b cytochrome c oxidase subunit VIlb

66495 Ndufb3 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex 3

66916 Ndufb7 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 7

68202 Ndufa5 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 5
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Tabela 7. Conclusao.
Fosforilacdo oxidativa

12866 Cox7a2
333182 Cox6b2
66142 Cox7b
66495 Ndufb3
66916 Ndufb7
68202 Ndufa5
Juncdo oclusiva

11651 Aktl
14678 Gnai2
16653 Kras
17888 Myh6
30960 Vapa
58187 Cldn10
Sinapse Glutamatérgica
14678 Gnai2
14683 Gnas
14702 Gng2
14802 Griad
14805 Grikl
18795 Plcbl
19056 Ppp3ch
216227 Slc17a8
Doenca de Huntington
12866 Cox7a2
18795 Plchl
333182 Cox6b2
66142 Cox7b
66495 Ndufb3
66916 Ndufb7
68202 Ndufa5
69920 Polr2i
Doenca de Alzheimer
11820 App
12866 Cox7a2
18795 Plcbl
19056 Ppp3cb
333182 Cox6b2
66142 Cox7b
66495 Ndufb3
66916 Ndufb7
68202 Ndufa5
Ribossomo

19951 Rpl32
19981 Rpl37a
19982 Rpl36a
20068 Rps17
20085 Rps19
22186 Uba52
57294 Rps27
66489 Rpl35
67945 Rpl41l
68028 Rpl22I1
75617 Rps25

cytochrome c oxidase subunit Vlla 2

cytochrome c oxidase subunit Vib polypeptide 2
cytochrome c oxidase subunit VIlb

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex 3
NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 7
NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 5

thymoma viral proto-oncogene 1

guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha inhibiting 2
v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog

myosin, heavy polypeptide 6, cardiac muscle, alpha
vesicle-associated membrane protein, associated protein A
claudin 10

guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha inhibiting 2
GNAS (guanine nucleotide binding protein, alpha stimulating) complex
locus

guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 2

glutamate receptor, ionotropic, AMPA4 (alpha 4)

glutamate receptor, ionotropic, kainate 1

phospholipase C, beta 1

protein phosphatase 3, catalytic subunit, beta isoform

solute carrier family 17 (sodium-dependent inorganic phosphate
cotransporter), member 8

cytochrome c oxidase subunit Vlla 2

phospholipase C, beta 1

cytochrome ¢ oxidase subunit Vib polypeptide 2
cytochrome c oxidase subunit VIlb

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex 3
NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 7
NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 5
polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide |

amyloid beta (A4) precursor protein

cytochrome c oxidase subunit Vlla 2

phospholipase C, beta 1

protein phosphatase 3, catalytic subunit, beta isoform
cytochrome ¢ oxidase subunit Vib polypeptide 2
cytochrome c oxidase subunit VIlb

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex 3
NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 7
NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 5

ribosomal protein L32
ribosomal protein L37a
ribosomal protein L36A
ribosomal protein S17
ribosomal protein S19
ubiquitin A-52 residue ribosomal protein fusion product 1
ribosomal protein S27
ribosomal protein L35
ribosomal protein L41
ribosomal protein L22 like 1
ribosomal protein S25

A implementacdo de calculos matematicos capazes de permitir a construcdo de

redes de co-expressao destas vias com base nos valores de expressao de cada gene nas

amostras do estudo é outro recurso importante da ferramenta online FunNet, alem da
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organizacdo dos genes diferencialmente expressos em vias KEGG e processos
biolégicos super-representados. Para a analise a partir dos resultados dos animais de 40
dias, a via sinapse glutamatérgica apresentou o maior grau de centralidade (Figura 8A),
enquanto que para aqueles da analise de 80 dias esta posicdo de centralidade foi
ocupada pela via fagossomo (Figura 8B). Os detalhes sobre centralidade sdo
encontrados na Figura 8. Adicionalmente, nota-se a maior complexidade na rede
construida para a idade de 80 dias, esta formada por 4 mddulos funcionais, quando

comparada a de 40 dias, a qual apresentou apenas 2 médulos funcionais.
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Figura 8. Redes de co-expresséo de vias baseadas na analise do FunNet para as analises dos camundongos SOD1%4
e selvagens da idade de 40 e 80 dias. (A) Organizacdo das vias KEGG da idade de 40 dias em dois mddulos. (B)
Organizagdo das vias KEGG da idade de 80 dias em quatro modulos. Em ambas as redes, o grau de centralidade esta
representado de forma que os valores mais altos apresentam cor mais escura, enquanto que valores mais baixos
apresentam cor mais clara, sendo que processos que apresentaram valores de centralidade abaixo de 20 estdo
representados em branco para facilitar a representacdo. Processos apontados por genes super-expressos estao
representados por triangulos, enquanto que processos representados por genes subexpressos estdo representados por

circulos. Os losangos foram usados para representar processos apontados por genes super e subexpressos.
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4.5. Analises enriquecidas para o GO
A analise FunNet utilizando a base de dados GO apontou 4 processos bioldgicos

super-representados nos animais de 40 dias, 3 para 0s genes super-expressos e 1 para 0s

genes subexpressos, genes estes que estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Processos bioldgicos apresentados como super-representados para genes
super e subexpressos em animais de 40 dias.

Processos biolGgicos para 0s genes super-expressos

ID do Gene Simbolo do Gene Nome do Gene
Formacéo de nucleossomo

26914 H2afy H2A histone family, member Y
SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin, subfamily a,
67155 Smarca2 member 2
72480 Tspyl4 TSPY-like 4
Iniciacdo da traducéo
217869 Eif5 eukaryotic translation initiation factor 5
218629 Dhx29 DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 29
226982 Eif5b eukaryotic translation initiation factor 5B
56347 Eif3c eukaryotic translation initiation factor 3, subunit C
66892 Eif4e3 eukaryotic translation initiation factor 4E member 3
Organizacdo de projecdo celular
11758 Prdx6 peroxiredoxin 6
235442 Rab8b RAB8B, member RAS oncogene family
243548 Prickle2 prickle homolog 2 (Drosophila)
26562 Ncdn Neurochondrin
382406 Poclb POC1 centriolar protein homolog B (Chlamydomonas)
78514 Arhgap10 Rho GTPase activating protein 10

Processos bioldgicos para 0s genes subexpressos

ID do Gene  Simbolo do Gene Nome do Gene
Regulagdo da organizagdo de componente celular

16568 Kif3a kinesin family member 3A
55942 Sertadl SERTA domain containing 1
56213 Htral HtrA serine peptidase 1
78558 Htra3 HtrA serine peptidase 3

A analise dos dados nos animais com 80 dias de vida apontou 20 processos
biolégicos superrepresentados, sendo 12 deles para 0s genes super-expressos e 8 para 0s

genes subexpressos. Tais genes estdo apresentados na Tabela 9.


http://www.ebi.ac.uk/ego/DisplayGoTerm?id=GO:0051128
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Tabela 9. Processos bioldgicos apresentados como super-representados para genes
super e subexpressos em animais de 80 dias.

Processos biologicos para 0s genes super-expressos

ID do Gene  Simbolo do Gene Nome do Gene
processo catabolico dependente de ubiquitina mediado por SCF

103583 Fbxwl11 F-box and WD-40 domain protein 11
242960 FbxI5 F-box and leucine-rich repeat protein 5
50754 Fhxw7 Fbxw7 F-box and WD-40 domain protein 7
76454 Fbxo31 Fbxo31 F-box protein 31

polimerizacdo de proteina

12345 Capzb capping protein (actin filament) muscle Z-line, beta

22142 Tubala tubulin, alpha 1A

22151 Tubb2a tubulin, beta 2A class I1A
phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate-dependent Rac exchange

277360 Prex1 factor 1

67771 Arpc5 actin related protein 2/3 complex, subunit 5

transporte pés-Golgi mediado por vesicula

11764 Aplbl adaptor protein complex AP-1, beta 1 subunit
11769 Aplsl adaptor protein complex AP-1, sigma 1
11840 Arfl ADP-ribosylation factor 1

12757 Clta clathrin, light polypeptide

94245 Dtnbpl dystrobrevin binding protein 1

Ciclo do &cido tricarboxilico

12974 Cs citrate synthase

18293 Ogdh oxoglutarate (alpha-ketoglutarate) dehydrogenase (lipoamide)

66052 Sdhc succinate dehydrogenase complex, subunit C, integral membrane
protein

66945 Sdha succinate dehydrogenase complex, subunit A, flavoprotein (Fp)

78920 Dlst dihydrolipoamide S-succinyltransferase (E2 component of 2-oxo-

Regulacdo de morfologia celular

glutarate complex)

104445 Cdc42epl CDC42 effector protein (Rho GTPase binding) 1
11674 Aldoa aldolase A, fructose-bisphosphate

14673 Gnal2 guanine nucleotide binding protein, alpha 12
14674 Gnal3 guanine nucleotide binding protein, alpha 13
235611 Plxnbl plexin B1

Processamento de proteina

107522 Ece2 endothelin converting enzyme 2

11545 Parpl poly (ADP-ribose) polymerase family, member 1
20340 Glgl golgi apparatus protein 1

243853 Fkrp fukutin related protein

66887 Lonp2 lon peptidase 2, peroxisomal

Processo biossintético de glicoproteina

171212 Galnt10 UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase 10

20014 Rpn2 ribophorin 1l

20443 St3gal4 ST3 beta-galactoside alpha-2,3-sialy Iltransferase 4

243853 Fkrp fukutin related protein

50935 St6galnac6 ST6 (alpha-N-acetyl-neuraminyl-2,3-beta-galactosyl-1,3)-N-
acetylgalactosaminide alpha-2,6-sialy Itransferase 6

68273 Pomgntl protein O-linked mannose betal,2-N-acetylglucosaminyltransferase

Resposta celular ao estimulo com glucagon

104111 Adcy3 adenylate cyclase 3

14688 Gnbl guanine nucleotide binding protein (G protein), beta 1
14693 Gnb2 guanine nucleotide binding protein (G protein), beta 2
14701 Gng12 guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 12
14708 Gng7 guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 7
224129 Adcy5 adenylate cyclase 5
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Tabela 9. Continuag&o...
Adesao celular homofilica

12563 Cdhé cadherin 6

19274 Ptprm protein tyrosine phosphatase, receptor type, M

232370 Clstn3 calsyntenin 3

23836 Cdh20 cadherin 20

53883 Celsr2 cadherin, EGF LAG seven-pass G-type receptor 2 (flamingo
homolog, Drosophila)

58235 Pvril poliovirus receptor-related 1

65945 Clstnl calsyntenin 1

Processo catabolico de ATP

11305 Abca2 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 2
ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex, alpha

11946 Atp5al subunit 1
ATP synthase, H+ transporting mitochondrial F1 complex, beta

11947 Atp5b subunit

15481 Hspa8 heat shock protein 8

269523 Vep valosin containing protein

71960 Myh14 myosin, heavy polypeptide 14

74772 Atpl3a2 ATPase type 13a2

Endocitose

11764 Aplbl adaptor protein complex AP-1, beta 1 subunit

11769 Aplsl adaptor protein complex AP-1, sigma 1

11771 Ap2al adaptor-related protein complex 2, alpha 1 subunit

13043 Cttn Cortactin

13429 Dnm1l dynamin 1

14269 Fnbpl formin binding protein 1

16443 Itsnl intersectin 1 (SH3 domain protein 1A)

16835 Ldir low density lipoprotein receptor

19261 Sirpa signal-regulatory protein alpha

22174 Tyro3 TYRO3 protein tyrosine kinase 3

232089 Elmod3 ELMO/CED-12 domain containing 3

66147 Necap2 NECAP endocytosis associated 2

98402 Sh3bp4 SH3-domain binding protein 4

processamento de RNAm

15382 Hnrnpal heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al

19655 Rbmx RNA binding motif protein, X chromosome

20624 Eftud2 elongation factor Tu GTP binding domain containing 2

20638 Snrpb small nuclear ribonucleoprotein B

224903 Safb scaffold attachment factor B

233208 Scafl SR-related CTD-associated factor 1

24128 Xrn2 5°-3’ exoribonuclease 2

53607 Snrpa small nuclear ribonucleoprotein polypeptide A

53610 Nono non-POU-domain-containing, octamer binding protein

54451 Cpsf3 cleavage and polyadenylation specificity factor 3

70465 Wdr77 WD repeat domain 77

70616 Sugpl SURP and G patch domain containing 1

71713 Cdc40 cell division cycle 40

94230 Cpsfl cleavage and polyadenylation specific factor 1

Processos biologicos para os genes subexpressos

ID do Gene Simbolo do Gene  Nome do Gene

Monoubiquitinacéo de proteina

109331 Rnf20 ring finger protein 20

59026 Huwel HECT, UBA and WWE domain containing 1

66105 Ube2d3 ubiquitin-conjugating enzyme E2D 3

Remodelamento de cromatina

12648 Chd1 chromodomain helicase DNA binding protein 1

15353 Hmg20b high mobility group 20B

93761 Smarcal SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of

chromatin, subfamily a, member 1
Via de sinalizacdo GABA
14394 Gabral gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, subunit alpha 1



http://www.ebi.ac.uk/ego/DisplayGoTerm?id=GO:0006200
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Tabela 9. Concluséo.

14395 Gabra2 gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, subunit alpha 2

14678 Gnai2 guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha inhibiting 2

Ubiquitinacdo de protein

226098 Hectd2 HECT domain containing 2

59026 Huwel HECT, UBA and WWE domain containing 1

67345 Herc4 hect domain and RLD 4

Processo metabdlico de glicoproteina

108155 Ogt O-linked N-acetylglucosamine (GIcNAc) transferase

17156 Manla2 mannosidase, alpha, class 1A, member 2

20451 St8sia3 ST8 alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2,8-sialyltransferase 3

26878 B3galt2 UDP-Gal:betaGIcNAc beta 1,3-galactosyltransferase, polypeptide 2

Processamento de rRNA

14300 Frgl FSHD region gene 1

66181 Nop10 NOP10 ribonucleoprotein

67973 Mphosph10 M-phase phosphoprotein 10 (U3 small nucleolar ribonucleoprotein)
protein (peptidyl-prolyl cis/trans isomerase) NIMA-interacting, 4

69713 Pin4 (parvulin)

73736 Fcfl FCF1 small subunit (SSU) processome component homolog (S.
cerevisiae)

75416 Nopl4 NOP14 nucleolar protein

78651 Lsm6 LSM6 homolog, U6 small nuclear RNA associated (S. cerevisiae)

Elongacdo da traducdo

19951 Rpl32 ribosomal protein L32

19981 Rpl37a ribosomal protein L37A

19982 Rpl36a ribosomal protein L36A

22186 Uba52 ubiquitin A-52 residue ribosomal protein fusion product 1

57294 Rps27 ribosomal protein S27

66489 Rpl35 ribosomal protein L35

67945 Rpl41 ribosomal protein L41

71787 Trnaulap tRNA selenocysteine 1 associated protein 1

Processamento de RNAm

19134 Prpfdb PRP4 pre-mRNA processing factor 4 homolog B (yeast)

218543 Srekl splicing regulatory glutamine/lysine-rich protein 1

219249 Tdrd3 540ssu domain containing 3

328110 Prpf39 PRP39 pre-mRNA processing factor 39 homolog (yeast)

66354 Snwl SNW domain containing 1

66373 Lsm5 LSM5 homolog, U6 small nuclear RNA associated (S. cerevisiae)

66637 Tsen15 tRNA splicing endonuclease 15 homolog (S. cerevisiae)

67684 Luc713 LUCT-like 3 (S. cerevisiae)

67797 Snrnp48 small nuclear ribonucleoprotein 48 (U11/U12)

68011 Snrpg small nuclear ribonucleoprotein polypeptide G

68272 Rbm28 RNA binding motif protein 28

4.6. Validacao dos resultados do microarray por PRC quantitativa

Oito genes foram escolhidos e avaliados pela metodologia de gPCR para a
validacdo dos resultados apontados pelo microarray. Os genes acima mostraram
regulacdo em sentidos coincidentes aqueles encontrados no microarray. Deste modo,
houve correlacdo adequada entre as metodologias, mesmo quando utilizadas amostras
independentes. Os genes Gria3 (Fold=-1,14; p=0,11 — Figura 9A), Glgl (Fold=1,87;
p=0,007 — Figura 9B), Agp4 (Fold=1,45; p=0,011 — Figura 9C) e Calca (Fold=-1,57;
p=0,048 — Figura 9D) foram avaliados na idade de 40 dias. E os genes Ube2i
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(Fold=1,18; p=0,26 — Figura 10A), Nsgl (Fold=2,04; p=0,047 — Figura 10B), Eef2
(Fold=2,24; p=0,049 — Figura 10C) e Syt10 (Fold=-2,06; p=0,005 — Figura 10D) foram

avaliados na idade de 80 dias.
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Figura 9. Graficos dos resultados de gPCR, em Fold relativo, para verificacdo das analises de microarray na idade de
40 dias nos animais SOD1%%%** (TG) em relagéo aos selvagens (WT) para os 4 genes selecionados Gria3 (A), Glgl
(B), Agp4 (C) e Calca (D). Os valores sdo representados como média * erro padrdo. * p < 0,05 de acordo com o teste

t unilateral.
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Figura 10. Gréaficos dos resultados de gPCR, em Fold relativo, para verificacdo das analises de microarray na idade
de 80 dias nos animais SOD1%%**(TG) em relago aos selvagens (WT) para os 4 genes selecionados Ube2i (A), Nsgl
(B), Eef2 (C) e Syt10 (D). Os valores séo representados como média + erro padrdo. * p < 0,05 de acordo com o teste t

unilateral.

5. Microdissecgao a laser
Os tipos celulares de interesse no estudo foram selecionados por microdisseccao a

laser da medula espinal lombar de camundongos transgénicos e controles nas idades de
40 (astrocito e neurdnio) e 80 dias (neurdnio e microglia). A escolha dos tipos celulares
a serem avaliados baseou-se nos resultados apontados pelas analises de FunNet do
microarray. Os perfis de marcacdo obtidos que permitiram o reconhecimento de cada

tipo celular estdo representados nas Figuras 11, 12 e 13.
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Figura 11. Fotomicrografias de astrocitos durante o processo de microdisseccdo a laser em secgdes da medula espinal
do camundongo. (A) Astrocitos GFAP positivos (setas). (B) Selecdo dos astrécitos GFAP positivos para
microdissecc¢do. (C) Tecido remanescente ap6s a retirada dos astrocitos. Barra de escala 20um.

Figura 12. Fotomicrografias de neurénios motores durante o processo de microdisseccdo a laser em secgdes da
medula espinal do camundongo. (A) Neurdnios motores ChAT positivos (setas). (B) Selecdo dos neurdnios motores
ChAT positivos para microdissec¢do. (C) Tecido remanescente apos a retirada dos neurdnios motores. Barras de
escala 20pum.

Figura 13. Fotomicrografias de microglias durante o processo de microdisseccdo a laser em sec¢des da medula
espinal do camundongo. (A) Microglias Ibal positivas (setas). (B) Sele¢do das microglias Ibal positivas para
microdissec¢do. (C) Tecido remanescente ap6s a retirada das microglias. (D) Representagdo dos perfis observados
utilizando-se 0 mesmo protocolo de marcagdo (cabegas de setas), mas utilizando o microsdpio Olympus AX70, que
possui melhor resolucéo. Barras de escala 10um.

A anélise do RNA amplificado obtido das células microdissecadas mostrou perfil
adequado nos eletroferogramas respectivos (Figura 14), observado a partir da presenca
de fragmentos com multiplos tamanhos. Isto sugeriu variabilidade adequada dos RNAs

mensageiros.
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Figura 14. Eletroferograma dos RNAs mensageiros amplificados em dois ciclos (linha vermelha) com suas
representacdes do marcador de peso molecular (M) e smear das amostras (A) de astrécitos (A), neurdnios motores (B)
e microglias (C) microdissecados. A linha preta representa o marcador de peso molecular.

As amostras enriquecidas dos tipos celulares selecionados por microdissec¢do a
laser foram submetidas a PCRs para certificagdo de ndo contaminagdo por outros tipos
celulares. Os marcadores Gfap, Chat e Cd68 foram utilizados na avaliacdo da presenca
dos astrécitos, dos neurébnios motores e das microglias, respectivamente, presentes em
cada amostra. Amostra adicional da medula lombar foi utilizada como controle positivo.
Os resultados mostraram grau de pureza elevado nas amostras dos 3 tipos celulares
(Figura 15).
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Figura 15. PCRs para a certificacdo de pureza das amostras submetidas a microdisseccdo a laser. Bandas
representativas das PCRs para amplificagdo dos transcritos especificos relativos aos marcadores dos nednios motores
(Chat), das microglia (Cd68) e dos astrdcitos (Gfap) nas amostras enriquecidas e no tecido total da medula.

As amostras enriquecidas dos atrdcitos dos animais de 40 dias foram analisadas
por gPCR para os transcritos Slcla2, Ube2i e Cxcr4d. Os resultados mostraram o
aumento da expressdo dos transcritos Slcla2 (Fold=16,98; p=0,019) e Ube2i
(Fold=5,53; p=0,048) nas amostras enriquecidas dos astrdcitos de animais transgénicos
em comparagdo aos selvagens (Figura 16A e B), enquanto que o transcrito Cxcr4
mostrou-se com expressdo diminuida naquelas amostras (Fold=-16,16; p=0,033 —
Figura 16C). Por sua vez, os transcritos Slc17a6 e Cxcr4 foram analisados gPCR nas
amostras enriquecidas dos neurdnios motores dos animais de 40 dias. Os resultados
mostraram aumento da expressdo dos transcritos Slcl7a6 (Fold=7,35; p=0,0005) e
Cxcrd4 (Fold=1,90; p=0,033) nas amostras dos neurdnios motores dos animais

transgénicos em comparagéo aos selvagens (Figura 17).
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Figura 16. Andlise da gPCR dos transcritos Slcla2 (A), Ube2i (B) e Cxcr4 (C) em amostras obtidas a partir de
astrocitos microdissecados de animais com 40 dias. O grafico mostra aumento da expressdo dos transcritos Slcla2
(A) e Ube2i (B) e diminuicdo da expressdo de Cxcr4 (C) nos astrdcitos dos animais transgénicos (TG) quando
comparados aos selvagens (WT). Resultados séo apresentados como média + erro padréo. (*) p < 0,05 de acordo com
teste-t bilateral.
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Figura 17. Analise da qPCR dos transcritos Slc17a6 (A) e Cxcr4 (B) em amostras obtidas a partir de neurdnios
motores microdissecados de animais com 40 dias. O grafico mostra aumento da expressdo de ambos 0s transcritos
nos neurdnios motores dos animais transgénicos (TG) quando comparados aos selvagens (WT). Resultados séo

apresentados como média + erro padréo. (*) p < 0,05 de acordo com teste-t bilateral.

Adicionalmente, os transcritos Tap2 e Tubala foram analisados por qPCR nas
amostras enriquecidas das microglias microdissecadas dos animais de 80 dias. Os
resultados mostraram aumento da expresséo de ambos o0s transcritos (Tap2 -
Fold=15,17; p=0,015; Tubala — Fold=2,01; p=0,041) nas microglias dos animais

transgénicos em comparacdo aquelas dos selvagens (Figura 18A e B).
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Figura 18. Andlise da qPCR dos transcritos Tap2 (A) e Tubala (B) em amostras obtidas a partir de microglias
microdissecadas de animais de 80 dias. O grafico mostra aumento da expressdo de ambos os transcritos avaliados nas
microglias dos animais transgénicos (TG) quando comparados aos selvagens (WT). Resultados sdo apresentados
como média  erro padrdo. (*) p < 0,05 de acordo com teste-t bilateral.
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Por sua vez, o transcrito Aktl foi analisado por qPCR nas amostras enriquecidas
dos neurdnios motores dos animais de 80 dias. O resultado mostrou diminuicdo da
expressdo deste transcrito (Fold=-17,04; p=0,0081) nos neurdnios de animais

transgénicos em comparacao aos selvagens (Figura 19).
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Figura 19. Anélise da gPCR do transcrito Aktl em amostras obtidas a partir de neurdnios motores microdissecados
de animais com 80 dias. O grafico mostra diminuicdo da expressdo deste transcrito nos neurdnios motores dos
animais transgénicos (TG) quando comparados aos selvagens (WT). Resultados sdo apresentados como média + erro
padréo. (*) p < 0,05 de acordo com teste-t bilateral.
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Recentemente, diversos grupos apontam para a participacdo das células gliais na
toxicidade ao neurdnio motor na ELA? *® 13 A determinacdo do papel do astrécito e
da microglia no inicio e durante a progressdo da doenca € dificultada pela complexidade
das interacBes que ocorrem entre as células ndo neuronais e 0s neurénios motores. Por
outro lado, os modelos in vitro, nos quais os mecanismos moleculares podem ser
investigados mais facilmente, representam sistemas experimentais demasiadamente
simplificados. O uso da metodologia do microarray na avaliacdo da expressdo génica da
medula espinal de camundongos transgénicos, aliada a microdisseccdo a laser dos
principais tipos celulares descritos no SNC como envolvidos na patogénese da ELA,
cosolida-se como ferramenta valiosa na compreensdo dos mecanismos de sinalizacéo
dessa patologia complexa.

A avaliacdo do aparecimento dos sintomas foi realizada por testes que verificaram
a condicdo geral, a forca e a coordenacao motora dos animais transgénicos e selvagens
apartir de 20 dias de vida. Estes testes auxiliaram na escolha das idades investigadas nos
estudos moleculares subsequentes e mostraram que as col6nias dos animais utilizadas
neste estudo comportaram-se da mesma forma que aquelas equivalentes descritas na
literatura™.

1%%A s30 tremores finos

Os primeiros sintomas clinicos da doenca no animal SOD
em uma ou ambas as patas quando o camundongo é suspenso pela cauda®. Neste
modelo, a condi¢do geral dos animais transgénicos, assim como seu peso corporal,
comecou a diferir dos selvagens na idade de 90 dias. O peso corporal foi de avaliacdo

facil e ndo requereu treinamento ou familiaridade com o modelo da ELA™*. Entretanto,

G93A 20, 39
1 .

as descrigdes sobre 0 peso dos animais SOD sdo divergentes na literatura
Nossos resultados estdo de acordo com Weydt e colaboradores’ que também
descreveram a perda de peso significativa dos animais transgénicos a partir de 90 dias
de vida.

Os testes rotarod, hangwire e plano inclinado foram aplicados na avaliagdo da
forca e da coordenacdo motora. O rotarod foi especificamente desenvolvido para a
realizacdo de medidas automaticas de déficits neuroldgicos nos roedores'®®, e é
empregado largamente nas analises da fungdo motora em camundongos. NOSSOS
resultados mostraram que enquanto a habilidade do camundongo SOD1°%* de se
manter no rotarod foi sempre menor que nos controles, as diferencas entre 0s grupos

apareceram apenas na idade de 90 dias. Esses dados estdo de acordo com Kirkinezos e
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colaboradores'®®

. O hangwire, por sua vez, & um teste motor de medida basica simples e
de baixo custo e requer apenas a utilizacdo da grade de gaiola-moradia comum®. Da
mesma forma que para o rotarod, o desempenho dos animais transgénicos foi sempre
menor que o dos animais selvagens, apontando diferencas significativas do desempenho
apartir da idade de 100 dias, mostrando-se menos sensivel que o rotarod na avaliagao
dos sintomas motores.

O teste do plano inclinado requer coordenacéo das patas traseiras e for¢ca muscular
para evitar a queda do animal & medida que a plataforma vai sendo inclinada®. O plano
inclinado mostrou-se 0 menos sensivel na avaliacdo dos déficits motores no modelo
animal, uma vez que apontou para diferencas entre ambos 0s grupos apenas na idade de
120 dias. Barneoud et al.**’ descreveram o déficit precoce no desempenho do plano
inclinado nos animais de 60 dias deste modelo, utilizando, entretanto, um protocolo
diferente daquele adotado pelo nosso estudo.

Estas analises permitiram a deteccdo dos déficits motores a partir da idade de 90
dias, conforme descrito acima. Uma vez que o objetivo do estudo foi a identificacdo das
alteracdes precoces relacionadas ao inicio da doenca, as idades pré-sintomaticas de 40 e
80 dias, respectivamente mais distante e mais préxima do aparecimento dos sintomas,
foram escolhidas para as analises moleculares.

A analise do microarray apontou 492 genes diferencialmente expressos na medula

espinal dos animais SOD1°%%A

em comparagdo aos selvagens na idade de 40 dias,
enguanto que 1105 foram encontrados diferenciamente expressos nos transgénicos da
idade de 80 dias. Assim, mais do que o dobro de genes diferencialmente expressos
foram apontados na idade de 80 dias com relacdo a idade de 40 dias. Esse resultado
indica mudangas progressivas, compativeis com uma doenga neurodegenerativa em
curso ainda antes do aparecimento dos sintomas. Entre os genes diferencialmente
expressos, 60 apareceram em ambas as idades, alguns com a mesma regulagdo e outros
com regulacdo inversa entre as idades. Interessantemente, esses genes que se repetem
em ambas as idades relacionam-se com a via de degradagdo de RNA (Lsm6, Ddx6), a
via de sinalizacdo de VEGF (Vegfa, Kras), processamento e apresentacdo de antigeno
(Hspa4, Rfxank), proteolise mediada por ubiquitina (Huwel, Trim37) e moléculas de
adesdo celular (Glgl, Ncaml). Estas vias serdo discutidas mais adiante.

A gPCR foi utilizada como ferramenta para verificacdo dos resultados do

microarray. Dos 8 genes selecionados para esta etapa, 6 mostraram diferencas
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significativas em linha com os resultados apontados pelo microarray, enquanto que
outros 2 mostraram a mesma regulacdo que o micrroarray, mas sem diferencas
significativas. Grande parte dos trabalhos de microarray publicados indicam que arrays
e qPCR se corroboram qualitativamente'*®. Entretanto, diferencas quantitativas entre
ambas as metodologias também sdo conhecidas™. Isto pode estar relacionado a
variacdo na cinética de hibridacdo entre as metodologias, baixos valores de fold ou
sinais de hibridizacdo no experimento do microarray, ou ainda falta de concordancia
entre os transcritos acessados por sequéncias do microarray e gqPCR™®. O nlimero de
genes validados neste estudo é comparavel a outros estudos da literatura™*® 4.,

Estudos de expressdo génica sdo realizados na busca das vias moleculares
relacionadas & morte do neurénio motor na ELA utilizando modelos animais em

diferentes fases da doenca e material post-mortem de pacientes’ % 138 142133 - Alqyns

99, 143, 145, 150, 152

estudos focaram na analise da por¢do lombar do animal adulto enquanto

outros se basearam na analise de expressdo génica de tipos celulares especificos por

138,144,147, 151 o astricitos’ .

meio da microdissecgdo a laser de neurénios motores

As analises dos mecanismos que desencadeiam a morte do neurénio motor na
ELA podem incluir avaliacdo das vias moleculares alteradas nas regibes comumente
comprometidas antes do evento da morte do neurdnio motor, objetivando o encontro
dos alvos terapéuticos capazes de prevenir a progressdo da doenca. Em 2002, Yoshihara
e colaboradores® analisaram as alteracdes de expressdo génica na medula espinal de

animais SOD16%A

pré-sintomaticos de 7 e 11 semanas utilizando uma plataforma
restrita representativa de poucas categorias funcionais. Ferraiuolo e colaboradores®**
analisaram o perfil de expressdo génica de neurdnios motores microdissecados de
animais SOD1%%* pré-sintométicos de 60 dias empregando arrays que continham cerca
de 14.000 genes e Guipponi e colaboradores** avaliaram a expressdo génica na medula
espinal em um periodo pré-sintomatico de um modelo animal SOD1%%*# que desenvolve
a doenca de forma mais lenta (6 méses) aplicando uma tecnologia conhecida como
SAGE. Ainda, outro trabalho'*® analisou o perfil de expressio génica na medula espinal

de camundongos SOD1°%#

na idade de 55 dias através da plataforma contendo genes
considerados relevantes para fisiopatologia do SNC. Este estudo foi o primeiro que
avaliou o perfil de expressdo génica da porcdo lombar da medula espinal em fases pré-
sintomaticas da doenca no modelo animal em uma plataforma contendo o genoma total

do camundongo.
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Os genes diferencialmente expressos apontados pela analise estatistica foram
submetidos as analises enriquecidas de acordo com as bases de dados GO e KEGG, as
quais organizam genes em Vvias e processos bioldgicos fundamentados em descricfes da
literatura. A base de dados GO é largamente utilizada na pesquisa molecular em ELA
em diferentes estudos”™ *** **, Os termos apontados pela analise do GO evidenciaram
processos biologicos que podem ter relagdo com a ELA, sobretudo na idade de 80 dias.
Os termos transporte p6s-Golgi mediado por vesicula, processo catabolico dependente
de ubiqutina, ciclo do acido tricarboxilico e adesdo celular, apontados pelos genes
super-expressos destacaram-se na idade de 80 dias. Processamento de RNAm foi
apontado tanto para genes super quanto para genes subexpressos nesta idade.

Autores também utilizam a base de dados KEGG para identificar vias super-
representadas baseadas em genes diferencialmente expressos apontados pelas analises
de microarrray™* **°. KEGG ¢é a base de dados que integra as informacdes funcionais
genbmica, quimica e sisttémica, oferecendo a vantagem de ser fundamentada no
conhecimento das interacdes moleculares e das redes de reacdo para metabolismo,
processamento de informagdo genetica, processos celulares, doengas humanas e

desenvolvimento de farmacos®®®

. A andlise KEGG neste estudo apontou vias que podem
estar relacionadas a ELA nas idades pré-sintomaticas de 40 e 80 dias do camundongo
SOD1%%A, As vias sinapse glutamatérgica, protedlise mediada por ubiquitina, via de
sinalizacdo de quimiocina, endocitose, fosforilagdo oxidativa, processamento e
apresentacdo de antigeno e juncdo oclusiva foram apontadas para ambas as idades,
sugerindo que atividade tdxica possa ocorrer antes do inicio dos sintomas classicos. A
deteccdo destas vias complementa as analises anteriores que utilizaram a medula espinal
de camundongos SOD1°%** em idade pré-sintomatica®: 143 14° 150.152

Em estruturas celulares complexas, como € o caso do SNC, as funcdes bioldgicas
ndo podem ser compreendidas sem que se leve em consideracdo o sistema como um
todo. As interacGes moleculares permitem o funcionamento adequado dos componentes
celulares, de forma que determinadas influéncias podem ter impacto maior que outras.
Portanto, a classificacdo destas interagdes de acordo com sua importancia relativa pode
ser til na exploracdo da arquitetura funcional de ambientes celulares'®.

A anélise de redes de co-expressdo ganha importancia crescente nos estudos de
sistemas complexos em diversos dominios, a exemplo daqueles relacionados ao

transcriptoma, proteoma, metaboloma, metiloma e outros sistemas celulares*?®. Estas
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redes ilustram as relagdes complexas entre genes individuais ou vias moleculares,

relacionando-os de acordo com seus perfis de expressiao™®’

e organizando estes em
maddulos representativos de suas interacdes'®. Medidas de centralidade topolégica
computadas para estes modelos de redes, como grau de centralidade, sdo usadas para
identificar alvos, uma vez que componentes com maior grau de centralidade tém sido
apontados como fundamentais na propagacdo e modulacgéo de influéncias funcionais'?.

Neste estudo, o grau de centralidade das vias KEGG foi utilizado como parametro
para selecdo de genes a serem avaliados nas células microdissecadas com base nas vias
apontadas com maior grau de centralidade. Enfoque foi direcionado a idade de 40 dias,
uma vez que o perfil de expressdo génica ali sugere eventos de desencadeamento da
doenca, enquanto que na idade de 80 dias, as vias super-representadas apontadas sdo
mais sugestivas de cenario reflexo de sinaliza¢des desencadeadas nas fases pré-clinicas
anteriores.

A microdisseccdo a laser de tipos celulares especificos ganha destaque nos
estudos que envolvem analise de sistemas biologicos. Esta ferramenta mostra-se
particularmente util na ELA, ja que tipos celulares diferentes parecem participar dos
eventos relacionados a morte do neurénio motor. A obtencdo do RNA integro e em
quantidade suficiente para analises moleculares, como a qPCR, é o desafio. Muitos
grupos que utilizaram a ferramenta empregaram a coloracdo histoquimica e critérios
morfoldgicos para identificacdo dos tipos celulares de interesse®* . O
desenvolvimento da metodologia capaz de permitir a selecdo eficiente dos tipos
celulares antigeno-especificos e obter RNA com padrdo de qualidade nas analises
subsequentes foi imprescindivel para realizacao deste trabalho.

KEGG apontou a via sinapse glutamatérgica como aquela de maior grau de
centralidade na analise da idade de 40 dias, sendo que a via sinalizagdo de quimiocina
também apresentou valor elevado neste parametro. Recentemente, Cxcr4, apontado na
via de sinalizacdo de quimiocina, foi implicado com a regulacdo da liberacdo de
glutamato pelos astrocitos em situages fisiolégicas™®. Ainda, a proteina codificada
pelo transcrito Ube2i atuou sobre fragmento clivado do transportador de glutamato
astroglial EAAT2. Assim, alguns transcritos da categoria sinapse glutamatérgica e 0s
transcritos Cxcr4 e Ube2i foram selecionados para o estudado nos astrdcitos e/ou
neurdnios motores microdissecados de animais da idade pré-sintomatica de 40 dias,

conforme seré discutido a seguir. Com relagdo a analise de 80 dias, a via fagossomo foi
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apontada com alto grau de centralidade, assim os transcritos Tap2 e Tubala
identificados nesta via foram selecionados para a avaliacdo nas amostras enriquecidas
de microglia desta idade. Por sua vez, o transcrito Aktl foi avaliado em neurbnios
motores dos camundongos de 80 dias.

Interessantemente, a via sinapse glutamatérgica foi destacada por genes super-
expressos na idade de 40 dias, enquanto que, nas analises dos animais de 80 dias, esta
via foi super-representada tanto pelos genes super quanto pelos subexpressos.

A perda seletiva dos neurbnios motores na ELA foi correlacionada aos
mecanismos excitotdxicos do neurotransmissor excitatorio glutamato nestas células, os
quais parecem ser altamente sensiveis a estimulacdo excessiva dos receptores de
glutamato. A modulacdo do receptor AMPA GluR4, codificado pelo transcrito Gria4,
sugeriu comportamento dindmico desta subunidade no curso das fases pré-sintomaticas
da ELA, uma vez que sua expressao foi encontrada aumentada nos animais transgénicos
de 40 dias e diminuida nos transgénicos de 80 dias.

Reducdo de GluR4 foi descrita no camundongo SOD1 em fases mais tardias, sem
alteragdes em periodos pré-sintomaticos™®. De fato, outros trabalhos descreveram essa
mudanca de funcdo sindptica excitatéria para inibitéria precedendo a degeneracdo
neuronal*®. O aumento da expressdo deste transcrito na idade pré-sintomética de 40
dias pode contribuir para toxicidade ao neurdnio motor. Enquanto que sua diminuicao
na idade mais proxima ao aparecimento dos sintomas pode representar um mecanismo
transiente reativo a condicdo de excitotoxicidade.

Ainda, achados interesseantes deste estudo foram o aumento de expressao génica
dos transcritos Slc17a6 e Slcla2, transcritos estes que codificam para o transportador
vesicular de glutamato VGLUT2 e o transportador de glutamato astrocitario EAAT?2,
respectivamente, na medula espinal de camundongos transgénicos na idade pre-
sintomatica de 40 dias. Ambos os transcritos ndo mostraram expressao diferencial na
idade de 80 dias. Os transportadores vesiculares de glutamato (VGLUTS) exercem papel
essencial na sinalizacdo dos neurénios glutamatérgicos no SNC™!, denotando a
relevancia do nosso achado principalmente por que o transcrito Slcl7a6 foi descrito
inalterado nas fases pré-sintomaticas e também diminuido na fase sintomatica tardia do
modelo animal de ELA® %% %2 Outro estudo mostrou que a reducdo do VGLUT?2 por
manipulacdo genética no modelo animal de ELA foi capaz de reduzir a morte

neuronal'®. A avaliagio de Slc17a6 nos neurénios motores microdissecados dos
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animais de 40 dias mostrou 0 aumento da sua expressdo nos camundongos transgénicos
quando comparados aos controles, resultado compativel com aquele do microarray.
Apesar de alguns estudos descreverem VGLUT2 como expresso principalmente nos
interneurdnios da medula espinal'®®, outros também apontaram para sua expressio nos

neurdnios motores do 6rgéo*®*

. O aumento da expressdo génica do Slc17a6 na idade de
40 dias pode exacerbar o estado toxico ao neurdnio motor. Estudos adicionais sdo
necessarios para esclarecer este aspecto.

O transportador de glutamato glial de alta afinidade EAAT2, ou GLTI1,
desempenha funcdo essencial na manutencdo da homeostase do neurotransmissor na
sinapse, evitando a excitotoxicidade ao neurénio motor™® **® Evidéncias da sinalizagdo
glutamatérgica foram descritas no tecido neuronal de pacientes que morreram de ELA,
mas ndo de Alzheimer ou Huntington, sugerindo uma base molecular especifica da
ELA®. Este fendmeno foi posteriormente atribuido & perda seletiva do transportador de
glutamato EAAT2'’. Niveis reduzidos da proteina EAAT2 funcionante e aumento de
glutamato foram encontrados no plasma'®® e liquido cerebrospinal de pacientes com as
formas familiar e esporddica da ELA e também no modelo animal que expressava a
SOD1 mutada®® ** * 1% Qutros grupos correlacionaram o aumento do glutamato no
liquor & magnitude do dano na medula espinal dos pacientes com ELAY® " Niveis
aumentados de glutamato e aspartato em microdialisados corticais foram detectados nos
animais SOD1 transgénicos em fase final da doenga, entretanto este efeito ndo foi
acompanhado da diminuicdo do EAATZ2, sugerindo que outros mecanismos podem
contribuir para o aumento dos niveis extracelulares de glutamato nesta regido ’>. Os
mecanismos que desencadeiam a diminuicdo de EAAT?2 ainda ndo estdo elucidados, e
ndo estd claro se sintese/estabilidade reduzida do RNAm pode ser um fator. Niveis
normais de RNAm foram reportados nos pacientes com ELA 7. Entretanto, analise

posterior no camundongo SOD1°%A

usando hibridizagdo in situ e gPCR revelou
reducéo substancial na atividade do promotor do EAAT?2 e da quantidade do transcrito
concomitante com o inicio da doenca'’®. EAAT2 é diretamente afetado por diversos
processos deletérios que ocorrem na ELA, sugerindo que a deficiéncia de sua funcao de
transporte que resulta no aumento do glutamato extracelular pode ser evento secundario
na patogénese da doenca®. A ativacdo de caspase-3, ocorréncia relativamente tardia®’,
resulta na forma truncada inativa do transportador'’® e dano oxidativo na porgdo C-

terminal do EAAT2 diminui a capacidade de transporte do receptor'’’. H4 também a
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hipotese de que a diminuicdo da expressdo de EAAT?2 seja consequéncia da disfuncédo
174

sindptica™"". Interessantemente, quando astrocitos em cultura sdo transfectados com
SOD1%%4 ocorre a réapida, seletiva e marcante perda nos niveis protéicos de EAAT2,
mas sem reducdo na transcricdo’’®. Recentemente, novo sitio de edicdo do pré-RNAm
do EAAT2 foi descrito no intron 7, o qual foi capaz de ativar um sitio critico de
poliadenilagdo alternativa, gerando transcritos com retencdo desse intron'”. lsso
poderia resultar na terminacdo prematura da transcricdo e niveis reduzidos da proteina.
A expressdo de Slcla2 foi avaliada em astrocitos microdissecados de animais
transgénicos e selvagens da idade de 40 dias neste estudo, mostrando-se aumentada nos
transgénicos. O aumento da expressdo de Slcla2 nos astrocitos da idade pré-sintomatica
de 40 dias pode estar relacionado a tentativa de manutencdo dos niveis proteicos do
EAAT2 corretamente traduzidos. A auséncia desse aumento na fase pré-sintomatica de
80 dias pode potenciar a perda da funcdo do transportador, contribuindo para a morte
neuronal por excitotoxicidade.

A andlise KEGG também apontou para via de sinaliza¢cdo de quimiocinas como
super-representada entre 0S genes super-expressos no camundongo transgénico nas
idades de 40 e 80 dias. Quimiocinas exercem fungdes diversas no SNC e a importancia
delas na interacdo entre as células ¢ alvo de investigacdo™°®. Ainda, nimero crescente
de evidéncias aponta para a correlagdo entre a desregulacdo da sinalizacdo de
quimiocinas nos pacientes com ELA e o curso clinico da doenga®® 1818
A super-expressdo de quimiocinas nos modelos animais de ELA, como MCP-1,

foi correlacionada & ativacdo glial precoce®™ ¥

e também a infiltracdo de células
dendriticas no inicio dos sintomas®’, o que pode contribuir para a toxicidade ao neurdnio
motor antes da fase de morte neuronal. Interessantemente, a elevacdo da quimiocina

CCL5 (RANTES) foi encontrada no soro e no liquor de pacientes com ELA e na

1693A 98, 187

medula espinal de camundongos SOD em fases mais tardias

O aumento da expressdo de Cxcrd na medula espinal do camundongo transgénico
de 40 dias é particularmente interessante. A andlise nas células microdissecadas de
animais de 40 dias mostrou diminuicdo de sua expressdo nos astrocitos e aumento nos
neurdnios motores dos animais transgénicos. Sinalizacdo deficitaria de CXCR4 por seu
ligante de alta afinidade, o SDF-1/CXCL12, foi descrita nas células progenitoras gliais
no modelo animal SOD1%%** e correlacionada as alteracées da capacidade de migragio

destas células'®, sugerindo a presenca de alteracdes gliais na ELA muito precocemente,
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ja no desenvolvimento. Ainda com relacdo ao papel do CXCR4 nos astrocitos, este
receptor foi implicado na exocitose do glutamato dependente do TNF-a ¢ da PGE2
nestas células'®®. A liberacdo de quantidades aumentadas da PGE2 foi descrita em
cultura de astrdcitos transgénicos SOD1°%** mesmo na auséncia de estimulacdo por
citocinas’®. Desta forma, a diminuicdo do Cxcr4 nos astrécitos microdissecados dos
animais de 40 dias pode representar a tentativa de reducéo da sinalizacdo glutamatérgica
nesta idade, algo que também foi sugerido pela regulacdo do Slcla2 discutida
anteriormente. Contrariamente ao observado nas amostras enriquecidas de astrécitos e
consistentemente ao observado nos resultados do microrarray, o aumento do transcrito
Cxcr4 foi observado nos neurdnios motores microdissecados da idade de 40 dias.
Estudos descreveram a importancia da expressio do CXCR4 no estabelecimento
adequado da inervacdo dos musculos pelos neurdnios motores durante o

desenvolvimento®®

e no direcionamento adequado dos neurdnios motores para sua
localizacdo ventral™®. A funcdo desta sinalizacdo no neurdnio motor adulto na medula
espinal ainda permanece pouco estudada. O seu aumento nos neurénios motores na
idade pré-sintomatica de 40 dias pode representar a resposta do neurénio motor a
retracdo axonal, uma vez que a sinalizacio SDF-1/CXCR4 ja foi descrita como
importante para o guiamento axonal, atuando inclusive na reducdo da efetividade de
multiplas moléculas que atuam como repelentes axonais'®*. De fato, intervencdes in
Vvivo neste sistema precisam ser cuidadosamente planejadas, tendo em vista a regulagao
diferencial da expressdo deste transcrito em astrécitos e neurébnios motores.

A via KEGG protetlise mediada por ubiquitina foi apontada pelos genes super-
expressos das idades de 40 e 80 dias. De fato, inclusfes intracelulares positivas para a
ubiquitina presentes na ELA levam & disfuncdo do sistema ubiquitina-proteossomo*®*
1% evento que ocorre nos astrécitos e nos neurdnios motores ja nas fases pré-
sintoméaticas do modelo animal*’. Estudo recente de metanélise apresentou a lista de
genes correlacionados a disfungcdo do sistema ubiquitina-proteossomo nos modelos
animais e pacientes com ELA®. De fato, a atividade proteassomal reduzida foi descrita
nos neurdnios motores do animal SOD1%%* nas fases pré-sintomaticas da doenca'®,
sugerindo um papel importante para esta via nas fases pré-sintomaticas da ELA, uma
vez que ela pode ser relevante no desencadeamento da morte do neurénio motor.

Nossos resultados do microarray apontaram aumento da expressdo de Nedd4, que

codifica para uma E3 ubiquitinta-ligase, na medula espina de camundongos SOD1°%#
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da idade de pré-sintomatica de 40 dias. A elevacdo da NEDD4 decorrente de estresse
oxidativo in vivo foi correlacionada com neuroprotecao®®.

Interessantemente, expressdao aumentada do transcrito Ube2i foi detectada nas
amostras enriquecidas de astrocitos transgénicos de 40 dias. Ube2i codifica a proteina
Ubc9, uma enzima conjugadora de moléculas modificadoras do tipo ubiquitina (do
inglés, smal ubiquitin-like modifier - SUMO). A modificacdo do tipo SUMOilacéo é a
principal reguladora da funcdo de proteinas, exerce papel importante em varios
processos celulares e envolve a ligacdo covalente da molécula SUMO aos residuos de
lisina em proteinas especificas através de uma cascata enzimatica analoga, mas distinta
da via de ubiquitinacdo®®. Estudos demonstraram que a ativacdo de caspase-3 nos
neurdnios e astrécitos contribuiu para patogénese da ELA’2. A caspase-3 é capaz de
clivar o receptor de glutamato EAAT2 na sequéncia consenso ‘DTID’, bloqueando sua

atividade!’®

. Ainda, o fragmento proteolitico de aproximadamente 25kDa derivado da
clivagem da porcao C-terminal citoplasmatica do receptor EAAT2 (CTE) pela caspase-
3 é conjugada a molécula SUMO1 e acumula-se na medula espinal de camundongos
SOD1%%” antes mesmo do inicio dos sintomas. O acumulo da CTE-SUMO1 em
nucleos de astrdcitos faz com que os mesmos adquiram propriedades toxicas que afetam
neurdnios®®. O actmulo prolongado de CTE-SUMOL1 no nlcleo destes astrdcitos é
também gliotoxico®®’. Ainda, SUMOilacdo estd envolvida na resposta celular ao
estresse oxidativo, a hipoxia, a excitotoxicidade ao glutamato e ao defeito proteossomal,
os quais foram relacionados a toxicidade neuronal na ELA?*. O aumento da expressao
génica do Ube2i encontrado neste estudo nos astrocitos microdissecados dos animais
transgénicos de 40 dias, quando comparados aos animais selvagens, € interessante, uma
vez que, apesar de estudos in vitro mostrarem efeito toxico de astrocitos neonatais™,
experimentos in vivo detectaram astrogliose reativa préxima ao inicio dos sintomas,
ap6s a morte neuronal’®®, Dessa forma, estudos adicionais sd0 necessarios para a
avaliagdo da implicacdo precisa da SUMOilacdo na regulacdo do balanco entre a
resposta adaptativa e a neuroprotetiva ao estresse’® com importancia especial na fase
pré-sintomatica da ELA.

O aumento da expressdo do transcrito Fbxw7 na idade de 80 dias pode estar
implicado na protecdo do neurénio motor nesta fase que antecede o inicio dos sintomas
clinicos®® 2%, A FBXW?7, outro membro da familia E3 ubiquitina-ligase, é responsavel

pela conjugacdo da molécula de ubiquitina ao substrato, portanto podendo estar
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envolvido na protecdo neuronal. Desta forma, o aumento da expressdo de genes
relacionados a ubiquitinacdo nas fases pré-sintomaticas pode refletir a contraposicéo a
formacéo dos agregados.

As analises também mostraram a diminuicdo da expressao de genes relacionados a
fosforilacdo oxidativa em ambas as idades pré-sintomaricas do estudo. A fosforilacdo
oxidativa é inerentemente ligada a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS)
207 Os niveis de EROs mitocondriais e citosdlicos sio controlados por sistemas
antioxidantes e exercem funcdo de sinalizacdo, sob condicdes fisioldgicas. Entretanto,
quando os sistemas antioxidantes falham em manter os niveis de EROs dentro dos
limites seguros, entdo, aumenta-se o risco de danos a moléculas de lipideos, proteinas e
DNA. Adicionalmente, a deterioracdo progressiva das funces mitocondriais e do

sistema de fosforilacio oxidativa sio também associados a ELA* 207 208

, eventos que,
de fato, ocorrem nas fases pré-sintomaticas da doenca*® ?®°. A disfuncdo mitocondrial
pode agir sobre 0s mecanismos que desencadeiam a morte do neurénio motor na ELA,
por predispd-los a excitotoxicidade mediada por calcio, por aumentar a producdo de
EROs e por estimular vias apoptaticas intrinsecas, eventos estes presentes nas fases pre-
sintomaticas da doenca®®, portanto favorecendo a vulnerabilidade neuronal. Ressalta-se
que o ciclo do acido tricarboxilico (ATC) foi apontado como termo GO super-
representado pelos genes super-expressos na idade de 80 dias. O ciclo ATC é
responsavel por fornecer substrato & fosforilacdo oxidativa®®’ e seu aumento foi descrito
previamente nos neur6nios motores microdissecados do modelo VEGF da ELA no
periodo pré-sintomético da doenca®®,

O rompimento da bareira hematoencefalica foi descrito como evento inicial na
ELA?!. Experimentos utilizando a técnica da microscopia eletronica revelaram o
rompimento da juncéo oclusiva, alteragdes endoteliais e astrogliais, ruptura de capilares
e dano & membrana basal de células endoteliais no camundongo SOD1%%# pré-

sintomatico?'?

. Ainda, toda a unidade neurovascular, que € constituida pelo endotélio,
pela juncdo oclusiva e pela membrana basal, esta alterada nos pacientes com ELA e na
fase pré-sintomatica do modelo animal®*#°, Adicionalmente, niveis reduzidos das
moléculas de juncédo oclusiva zona ocludente-1, ocludina e claudina-5 foram detectados
no tecido post mortem de pacientes e modelos animais com ELA® 27 218 - A analise
pelo KEGG deste trabalho apontou o aumento da expressdo de genes relacionados a

juncdo oclusiva nos animais transgénicos da idade de 40 dias, bem como o0 aumento e a
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diminuicdo de genes desta categoria nos animais transgénicos da idade de 80 dias. A
regulacdo diferencial de genes de juncdo oclusiva foi correlacionada as caracteristicas
especificas da evolucdo clinica da ELA*®, entretanto, estudos adicionais sdo necessarios
para o detalhamento da influéncia da desregulacdo de jungdo oclusiva sobre a morte do
neurdnio motor na doenca.

Endocitose foi outra via KEGG apontada como super-representada entre os genes
super-expressos nos animais transgénicos de 40 e 80 dias. Os genes apontados para essa
via estdo relacionados a endocitose dependente/independente de clatrina, a autofagia e
também & neurotransmissao*® 22922 Autofagia é um processo fisiolégico necessario
para a nenovacdo/reparo de processos moleculares, envolvendo o sistema ubiquitina
proteossomo e atuando na manutencdo da estrutura e da funcéo celular®®. Defeitos
nesses processos foram implicados na patogénese da ELA*®, embora os estudos em

226, 221 Nossos resultados mostraram a via

fases pré-sintomaticas sejam escassos
endocitose dependente de clatrina nas fases pré-sintomaticas. Os transcritos da proteina
adaptadora epsina 1 (Epnl) e da E3 ligase (Wwpl) foram identificados como super-
expressos nos animais transgénicos da idade de 40 dias, enquanto que os transcritos da
clatrina (Clta) e das proteinas adaptadoras relacionadas, a Ap2ala e a Dnml, foram
diferencialmente expressos nos animais transgénicos de 80 dias. A endocitose mediada
por clatrina relaciona-se a diversas funcdes fisiologicas, a exemplo da regulacdo de
proteinas de superficie, da nutricdo, da ativacdo de vias de sinalizacdo, do trafego de
proteinas, da degradacio de componentes de membrana®®, e também ¢é
fundamentalmente importante na reciclagem de vesiculas sinapticas 2%,

O aumento dos transcritos das proteinas de choque térmico, a Hspala, também
conhecida como Hsp70-3, e a Hspa8, chamada ainda de Hsc70 foi observado nos
animais de 40 e 80 dias, respectivamente. Trabalhos recentes descreveram que o
tratamento com Hsp70 recombinante humana foi capaz de aumentar a sobrevida®® e
diminuir a desnervacdo da juncdo neuromuscular’® no camundongo transgénico
SOD1%%A, Este papel protetivo da Hsp70 foi também descrito por outros autores®**?%,
Adicionalmente, a regulacdo da Hsc70 pode ter papel marcante, ja que as chaperonas
sd0 relacionadas a autofagia?! %, Ressalta-se que aumento da Hsc70 foi descrito nas
fracBes insoliveis de medula espinal do camundongo transgénico em diferentes fases
pré-sintométicas da doenca®*, assim como a ubiquitinagdo da Hsc70 foi capaz de

induzir a degradacdo da SOD1 mutada'®. Deve-se destacar que a correlacdo existente
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na literatura cientifica entre autofagia e ELA?*® é mais frequente nas fases sintomaticas,
sendo a sua importancia nos processos mais precoces da doenca objeto para estudos
futuros.

A via do processamento e apresentacdo de antigeno foi apontada pelas analises
enriquecidas para ambas as idades deste estudo. Interessantemente, 0s genes desta
categoria mostraram expressdo diminuida na idade pré-sintomatica de 40 dias e
aumentada na de 80 dias nos animais transgénicos. O transcrito B2m, este que parece
estar implicado na plasticidade sindptica e na regeneracdo axonal ap6s axotomia do
nervo periférico®® destacou-se na idade de 40 dias. Sabe-se que apds a tradugdo no
reticulo endoplasmaético, a B2-microglobulina (B2m) se associa com a porcao
extracelular da cadeia pesada de classe | e esta interagdo é necessaria para expressao da
molécula de complexo principal de histocompatibilidade (MHC-I) completa na
superficie celular. A diminuicdo da expressdo génica de B2m na medula espinal do
camundongo transgénico na idade pré-sintomatica de 40 dias pode estar relacionada a
capacidade reduzida do neurdnio motor transgénico de responder a retracdo axonal e
desmantelamento da juncdo neuromuscular, eventos descritos em animais transgénicos
de 40 dias®®. Esses resultados corroboram achados anteriores que mostraram a reducéo
de MHC-1 nos neurdnios motores da medula espinal de camundongos transgénicos
SOD1%%” de 1 e 2 meses de idade®’. Ainda, estudos mostraram a diminuicdo da
proteina B2m no fluido cerebrospinal dos pacientes com ELAZ® ressaltando a
influéncia deste gene na patologia. A diminuicdo da expressdo de Rfxank nos animais
transgénicos da idade de 40 dias apontada por nossas analises esta de acordo com
descrigbes anteriores de diminuicdo da expressdo de MHC-II neuronal co-ocorrendo
com abundante quantidade de microglias MHC-II positivas circundando neurénios
motores SOD1%%*” de um més de idade®’. A proteina RFXANK é uma subunidade
constitutivamente expressa no complexo RFX, que se liga diretamente aos promotores
dos genes de MHC de classe 11?*°. Dessa forma, a regulacio de Rfxank, pode levar a
neuroimunomodulacéo pelas células gliais, especialmente a microglia®*® 24,

Por outro lado, na idade de 80 dias, 0s transcritos apontados para essa categoria
relacionam-se principalmente ao MHC-I (H2-BI, H2-K1, H2-Q1, H2-Q10, H2-Q2, H2-
Q7, H2-T22, H2-T23) e as moléculas associadas ao transporte de peptideos (Tap2)>*.
Estudos ainda sdo necessarios para elucidar se as respostas desencadeadas pelo MHC —

| sdo direcionadas pelos neurénios motores ou pela glia vizinha®?. Recentemente, o



DISCUSSAO - 76

aumento da expressio de RNAm que codifica MCH-I, B2m e Tap na microglia e
densidades neuronais pds-sindpticas foi correlacionado com a disfun¢éo hipocampal

mediada pelo envelhecimento®*

. Moléculas de MHC-I apresentam peptideos derivados
de antigenos enddgenos. Estes peptideos, originarios principalmente de proteinas
citosdlicas ou nucleares, sdo gerados pelo proteossomo e translocados para o limen do
reticulo endoplasmatico pelo transportador associado com processamento de antigeno
(TAP). TAP2 é um membro da familia de proteinas transportadoras ligadoras de ATP
localizada no reticulo endoplasmético®®. No reticulo endoplasmatico, chaperonas geram
um complexo heterotrimérico estavel contendo a cadeia pesada de MHC-I, B2m e o
peptideo. Este complexo MHC-I sai do reticulo endoplasmatico através de uma via
secretdria constitutiva até a superficie celular. Estudo recente mostrou que de cada 10*
proteinas degradadas apenas 1 peptideo é ligado ao MCH-1%*°. Foi sugerido que isto seja
decorrente da degradacdo destes peptideos antes da associagdo a TAP devido a curta
meia-vida destes peptideos determinada pela atividade das aminopeptidases®’. Isto
explica a relativa ineficiéncia de moléculas MHC-I em apresentar anigeno.

A expressdo de MHC-I pelos neurdénios e, particularmente, pelas microglias pode
também contribuir para o processo de stripping sinaptico, ou seja, o desligamento de
terminais pré-sinapticos do soma e dendritos de neurdnios danificados®*, funcéo esta
realizada por aquela célula glial *°. A inducdo de MHC-I na medula espinal de
camundongos transgénicos de 80 dias pode contribuir para a morte do neurénio motor
por aumentar a sinalizacdo neuroimune ou por alterar a homeostase sinaptica, nas suas
fungdes relacionadas a neurotransmissdo, neuroplasticidade e neurotrofismo.

Uma vez que o transcrito Tap2 foi também apontado na via KEGG fagossomo na
idade de 80 dias, a qual apresentou maior grau de centralidade nesta idade, este
transcrito e Tubala foram escolhidos para serem avaliados em microglias
microdissecadas de animais transgénicos e selvagens. A regulacdo destes transcritos nas
amostras microgliais enriquecidas corrobora descri¢cdes das acdes toxicas destas células
ativadas, como mobilidade e apresentacdo de antigeno, aos neurénios ainda na fase pré-
sintomética da doenca®®’.

A via do metabolismo de frutose e manose também foi apontada como
enriquecida na idade de 40 dias, com destaque para 0 aumento da expressao génica do
Pfkfb3. Lactato e corpos cetbnicos sdo substratos oxidativos excelentes para

251, 252

neuronios , a0 lado da glicose®®, o que ressalta a importancia dos astrécitos na
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manutencdo da homeostase bioenergética do SNC®*. A glicose pode ser metabolizada
tanto pela glicolise quanto pela via das pentoses®>, de forma que a primeira é a forma

P256

mais eficiente de producdo de ATP~". NUmero crescente de evidéncias sugere a

existéncia do balanco entre a glicllise e a via das pentoses. O regulador chave deste
processo é a 6-fosfofruto-2-quinase/frutose-2,6-bisfosfatase 3 (PFKFB3) 2°°,

Dados sugerem que, em comparacdo aos astrécitos, os neur6nios possuem
capacidade reduzida de metabolizar a glicose através da glicdlise®’, usando

257, 258 apesar das controvérsias®™. A

preferivelmente a via das pentoses para este fim
capacidade glicolitica neuronal reduzida deve-se a niveis negligiveis de PFKFB3 nestas
células, resultante de sua degradacdo constitutiva pelo complexo APC/Cdhl, uma
ubiquitina E3-ligase™®, isto favorece a via das pentoses em detrimento da glicélise
nestas células. Este “roteiro metabolico” possui enorme impacto para sobrevida
neuronal®®. Neur6nios sdo altamente sensiveis ao estresse oxidativo por possuirem

sistema antioxidante dependente de glutationa (GSH) pouco eficiente*®

, 0 que ressalta a
importancia da via das pentoses nestas células . Dessa forma, a superexpressio de
PFKFB3 ou inibicdo de sua degradacdo leva a seu acumulo no citoplasma, aumento da
glicolise e inibicdo da via das pentoses, culminando com baixa regeneracdo de GSH,
levando ao estresse oxidativo e & morte neuronal®®®.

Em astrocitos, por outro lado, a baixa atividade APC/Cdhl é responsavel por
acimulo de PFKFB3, contribuindo para taxas glicoliticas mais altas nestas células®™®.
Dessa forma, astrécitos produzem lactato, a ser utilizado pelos neurdnios para seu
metabolismo energético™*. Niveis reduzidos de lactato foram descritos na medula
espinal do modelo animal da ELA a partir de 40 dias’.

Adicionalmente, o Metilglioxal (MG) é outro produto inevitavel da glicélise®®>. O
sistema glioxalase, responsavel pela degradacdo do MG, é altamente importante para
proteger o0 SNC dos elementos de glicacdo avancados. Estudo recente mostrou que o
sistema glioxalase dos atrécitos é mais eficiente do que o dos neurdnios®®, de forma
que 0s astrocitos se mostraram capazes de proteger 0s neurdnios da toxicidade do MG
em cultura®®®. Dessa forma, a regulacdo do metabolismo energético de astrécitos e
neurdnios motores em fases pré-sintomaticas na ELA precisa ser melhor investigado.

A presenca de agregados proteicos na medula espinal de pacientes com ELA
familiar e esporadica sugere que o funcionamento deficitario da maquinaria de controle

de qualidade de proteina é um fator comum & neurodegeneracdo®. Controle de qualidade
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de proteina por degradacdo associada ao reticulo endoplasmatico (do inglés, ERAD)
também se apresenta desregulado na ELA, levando a sinalizacdo de estresse capaz de

264 A SOD1 mutada interfere diretamente com

induzir a morte neuronal por apoptose
ERAD por ligar-se a derlina-1, uma proteina responsavel pela translocagdo de proteinas
maldobradas do limen do reticulo endoplasméatico®® apés o inicio dos sintomas no
modelo animal. Estresse sustentado de reticulo endoplasmatico no animal que expressa
a SOD1 mutada leva a ativacdo de ASK1, uma proteina quinase apoptética, e a
sobrevivéncia pode ser prolongada por ablacdo desta proteina®®®. Adicionalmente,
ativacdo de resposta a proteina ndo dobrada ja foi descrita em fases pré-sintomaticas no

modelo animal da SOD1 mutada®®®

. O aumento de expressdo génica de transcritos que
fazem parte da via de processamento de proteina no reticulo endoplasmatico na idade
pré-sintomatica de 80 dias, mas ndo na idade de 40 dias, sustenta a hipotese de que o
estresse do reticulo endoplasmatico ndo deve ser um evento desencadeador da morte
neuronal na ELA, e sim um reflexo de outros processos que culminam na sua
desregulacdo em uma idade j& proxima ao aparecimento dos sintomas.

A regulagdo acurada da expressdo génica requer controle apropriado dos niveis de
RNAmM, que sdo determinados por taxas relativas da sintese do pré-RNAm,
processamento nuclear e turnover de RNAm citoplasmatico®®’. A principal via de
degradacdo de RNAmM em eucariotos inicia-se com deadenilacdo, sequida por decapping
e digestdo por exonuclease 5°-3’ ou degradacio por exonuclease 3°-5°%%. A via de
degradacdo de RNA foi apontada como super-representada pelos genes subexpressos na
idade de 80 dias a expemplo do Cnot6 e do Ddx6, envolvidos respectivamente nas
etapas de deadenilacio e decapping®®’?®°. Com relacdo ao Lsm6, que apresentou-se
subexpresso em ambas as idades, a literatura aponta funcOes para este transcrito tanto
relacionadas a degradacdo de RNAmM quanto para a via de spliceossomo. A
desregulacédo das vias de processamento de RNAmM e um dos mecanismos patogénicos
envolvidos em doencas do neurdnio motor®®, entretanto, quais RNAs estdo afetados em
neurbnios motores e/ou outros tipos celulares e como essa desregulacdo do
processamento de RNA podem contribuir para a morte neuronal ainda precisa ser
melhor estudado.

O VEGF, que esta envolvido na manutencdo das redes neuronais e da vasculatura,
também foi implicado na patogénese da ELA®™ 2%, A reducdo de VEGF em animais

transgénicos é suficiente para desencadear a neurodegeneracdo®’®. Adicionalmente,
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pacientes com ELA apresentam niveis circulantes reduzidos de VEGF no liquido
cerebrospinal quando comparados aos controles saudaveis’’®. A SOD1 contribui
diretamente para a deficiéncia de VEGF por ligar-se a regido 3’-ndo traduzida do seu

275, 276 Estas

RNAm, desestabilizando os transcritos e diminuindo sua expressdo
descricdes estdo em linha com a diminuicdo da expressdo do transcrito Vegfa na idade
pré-sintomatica de 80 dias observada em nossas analises. O transcrito Aktl, implicado
na via de sinalizacdo do VEGF, foi avaliado em neur6nios motores microdissecados de
animais de 80 dias e mostrou expressdo reduzida nos neurdnios obtidos de animais
transgénicos. O Akt participa das vias que promovem a sobrevivéncia neuronal, por
aumentar a expressao das proteinas anti-apoptéticas e por suprimir a atividade das pro-
apoptéticas?’ %, Estes resultados corroboram estudos anteriores que descrevem a

supressdo da via PI3K/Akt em animais SOD1°%#

morte do neurénio motor?®,

como sendo causa importante da
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1. O periodo sintomatico da doenca iniciou-se em P90 pela presenca dos sinais
neuroldgicos classicos do modelo nesta idade. As idades pré-sintomaticas eleitas para 0s

estudos moleculares foram P40 e P80.

2. As analises do microarray apontaram 492 e 1105 transcritos diferencialmente

expressos nos animais de P40 e P80, respectivamente.

3. As analises bioinformaticas apontaram 17 vias super-representadas em P40 e 11
em P80. Destas, as vias sinapse glutamatérgica, endocitose, sinaliza¢do de quimiocinas,
protedlise mediada por ubiquitina, fosforilacdo oxidativa, processamento e apresentacao
de antigeno e juncdo oclusiva foram comuns a ambas as idades. As vias sinapse
glutamatérgica e fagossomo foram apontadas como potencialmente mais importantes
em P40 e P80, respectivamente e, portanto, eleitas para analise de alguns de seus

transcritos nas amostras enriquecidas obtidas por microdisseccao a laser.

4. A analise da via glutamatérgica nas amostras enriquecidas dos astrdcitos e dos
neurénios motores dos animais de P40 mostraram aumento da expressao do Slc17a6 nos
neurbnios motores e os aumentos dos Slcla2 e Ube2i nos astrocitos dos animais
transgénicos quando comparados aos selvagens. Aumento e diminuicdo do Cxcr4 nos
neurdnios e astrocitos destes animais, respectivamente, foram também observados.
Estes resultados indicam a ocorréncia de sinalizacdes capazes de reduzir e também
promover o dano neuronal nesta idade. A analise da via fagossomo realizada nas
amostras enriquecidas de microglias e neurdnio motores de animais de P80 apontou
aumento da expressdo de Tap2 e Tubala nas microglias e diminuicdo de Aktl nos
neurénios dos animais transgénicos quando comparados aos selvagens. Este perfil
observado nas amostras dos animais de 80 dias sugere papel para a

neuroimunomodulacdo nesta idade.



ANEXOS - 82

ANEXO A

ree
A\

Corta doteda ce 12.08.09
Ao

Departamento de Neurologia

A Comissdo de Efica para Andlise de Projetos de
Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, em 19.08.09. tomou
conhecimento que o Protocolo de Pesquisa n° 01 13/08, intitulado: “Andlise
de novos mecanismos envolvidos na neurodegeneragdo da esclerose
lateral amiotréfica. Estudo molecular no modelo experimental da doenga e
avaliagdo preliminar da possivel relagGo com a clinica” contempla o sub-
projeto infitulado: “Andlise da participagdo células neuronais e ndo-
neuronais na esclerose lateral amiotréfica em camundongos fransgénicos
para SOD1 humana utilizando técnicas de microdissecgdo a laser e PCR em
tempo real ” que serd tese de doutorado de GABRIELA PINTAR DE OLIVEIRA,

A

tendo como orientador o PROF. DR. GERSON CHADI: bem como fomou

CIENCIA do relatério cientifico parcial n® 1 - referente ao periodo entre

marco/08 e agosto/09.

CAPPesq. em 19 de agosto de 2009.

A

PROF. DR. EDUARDO MASSAD

Presidente da Comissdo Etica para Andlise
de Projetos de Pesquisa

Comissao de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paule
Rua Ovidio Pires de Campos. 225, 5° andar - CEP 05430 010 - Sao Paulo - SP
Fone: 011 - 30696442 fax : 011 - 3069 6492 - e-mail : cappesq@hcnet,usp.br / secretaracappesq2ehenet, usp.be
matc
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ANEXO B

## Importagdo dos arquivos .txt
targets <- read.targets("Targets.txt")
dd <- read.AgilentFE (targets, makePLOT=FALSE)

## Avaliagdo do coeficiente de variagdo de probes replicadas

cv <- CV.rep.probes(dd, "mgug4l22a.db",6 foreground="MeanSignal",
raw.data=TRUE,writeR=FALSE, targets)

genes.rpt.agi(dd, "mgug4l22a.db" ,raw.data=TRUE,WRITE.html=FALSE , REPORT=
FALSE)

## Correcdo de background e normalizagdo

ddNORM <-

BGandNorm (dd ,BGmethod="normexp" ,NORMmethod="quantile" , foreground="Mean
Signal" ,background="BGMedianSignal" , offset=50,makePLOTpre=FALSE , makePL
OTpost=FALSE)

## Filtragem das probes por qualidade

ddFILT <- filter.probes (ddNORM,
control=TRUE,
wellaboveBG=TRUE,
isfound=TRUE,
wellaboveNEG=TRUE,
sat=TRUE,
PopnOL=TRUE,
NonUnifOL=T,
nas=TRUE,
limWellAbove=75,
1limISF=75,
1imNEG=75,
1imSAT=75,
limPopnOL~=75,
1limNonUnifOL=75,
1imNAS=100,

makePLOT=F, annotation.package="mgug4l22a.db", flag.counts=T, targets)

## Sumarizacdo das sondas replicadas

ddPROC=summarize.probe (ddFILT, makePLOT=FALSE, targets)
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## Construgdo da matriz de expressédo
eset <- build.eset (ddPROC, targets, makePLOT=FALSE,
annotation.package="mgug41l22a.db")

## Insercdo do simbolo do gene na tabela
# obtendo os ID a partir da matriz de expresséo

ID <- featureNames (eset)

# Procura dos simbolos para cada ID

Symbol <- getSYMBOL(ID, "mgug4l22a.db")

# Construgdo de um quadro temporario de identificacéo

tmp <- data.frame (ID=ID, Symbol=Symbol, stringsAsFactors=F)

# Adicionando NA aos ID que ndo possuem simbolo

tmp [tmp=="NA"] <- NA

# Montagem da matriz usando os dados criados acima

fData (eset) <- tmp

# limpesa do console para as variaveis usadas

rm(ID, Symbol, tmp)

## Aplicagdo da regressdo linear

design <- cbind("wt-Ref"=1,"tg-wt"=targets$Cy3=="tg")
design

fit <- 1mFit(eset, design)

fit <- eBayes(fit)

exp <- topTable (fit,coef="tg-wt")
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Tabela 10. Todos os genes diferencialmente expressos no animal transgénico SOD

ANEXO C

1G93A

de 40 dias com seus respectivos valores de p e Fold. Valores positivos representam
genes super-expressos e valores negativos representam genes subexpressos.

ProbelD Simbolo do Gene | Fold absoluto Fold Logado Média d~e P.Valor
Expresséo

A_51 P422030 Ocell -1.684203903 -0.752066813 7.693641523 0.0193
A_51 P471520 Stk25 -1.511899275 -0.596362028 9.484702689 0.0041
A 51 P468140 Serpindl -1.50002447 -0.584986036 7.888358881 0.0086
A 51 P366672 Slc36a2 -1.495442306 -0.580572253 6.896484761 0.0434
A 51 P391668 D8Ertd738e -1.480233806 -0.56582507 9.634933923 0.0358
A_52_P472233 Fchol -1.477685061 -0.563338821 8.468305393 0.0108
A_51 P104897 Itpr3 -1.465660969 -0.551551423 9.279208281 0.0310
A_52_P549977 Fam32a -1.452688813 -0.53872569 8.441035643 0.0483
A_51 P215627 Plac9a -1.451160261 -0.537206855 8.164177195 0.0258
A_52 P154101 Calca -1.361205621 -0.444885014 10.50696082 0.0152
A_51 P505521 Hist1lh4i -1.340073761 -0.422312412 7.904763841 0.0123
A_51 P349495 Mboat1 -1.32114865 -0.401792801 7.997191901 0.0257
A_51 P237752 Ptrf -1.317196395 -0.397470469 9.113590063 0.0401
A_52 P328492 Gas2I3 -1.314062023 -0.394033372 6.758856308 0.0411
A_52 P593268 Lsm6 -1.307745691 -0.387082016 10.03455332 0.0064
A_52 P655743 Lsm6 -1.303050917 -0.381893459 10.28659924 0.0116
A_51 P186703 Fbin5 -1.296806637 -0.37496338 7.802687575 0.0224
A_51 P239654 Nr4al -1.29562563 -0.373648913 8.529709806 0.0004
A_51 P501730 Crispld2 -1.282919321 -0.359430447 6.732376704 0.0030
A_51 P463552 wWdr78 -1.267688279 -0.342200034 7.930739463 0.0071
A_52 P652859 Lama?2 -1.247474731 -0.319010593 6.54549276 0.0318
A_52 P472302 Fxyd6 -1.240253353 -0.310634858 10.51150932 0.0346
A_51 P354652 Slc25a30 -1.232895793 -0.302050866 6.665239626 0.0260
A_51 P106538 Htra3 -1.225962661 -0.29391504 7.691205265 0.0373
A 51 P204387 Tmem63c -1.223706721 -0.291257837 7.505569353 0.0415
A 52 P240542 1d2 -1.21148868 -0.276780925 9.755582691 0.0399
A 51 P431852 Uqgcrh -1.21133136 -0.276593568 12.87071714 0.0026
A_51 P448479 Slc10a4 -1.210603032 -0.275725869 9.801982049 0.0313
A 51 P197850 Nr2cl -1.208632133 -0.273375203 6.527456847 0.0504
A 51 _P432930 Trappc3 -1.204846397 | -0.268849233 | 7.922602777| 0.0418
A_51 P291062 Coll6al -1.200543621 -0.263687824 8.743457606 0.0351
A_52 P33202 Shisa3 -1.197557086 -0.260094428 6.549308425 0.0383
A_51 P149455 Acadl -1.196028066 -0.258251244 7.676178571 0.0168
A_51 P246066 Slamf9 -1.195248863 -0.257311033 6.783212915 0.0065
A_51 P440923 Sh3pxd2a -1.19279686 -0.254348365 8.705582483 0.0385
A_51 P173961 Pdrgl -1.187068491 -0.247403178 10.22646006 0.0414
A_52 P560728 Serhl -1.185881532 -0.245959893 7.81046069 0.0504
A_51 P295286 1700066 M21Rik -1.182519279 -0.241863705 6.614938881 0.0503
A_51 P482571 Wnt6 -1.181702454 -0.240866819 6.607549263 0.0046
A_51 P511270 Pou3fl -1.181446461 -0.240554253 9.640979356 0.0499
A_51 P356760 Micall -1.180314804 -0.239171694 8.856263311 0.0409
A_51 P129012 B2m -1.17990474 -0.238670388 8.921867312 0.0074
A_51 P444264 Rtnl -1.17846279 -0.236906206 12.73174614 0.0025
A_51 P406157 Calcb -1.176665896 -0.234704738 7.647561606 0.0252
A_51 P151862 Lims?2 -1.176656605 -0.234693346 9.418441063 0.0276
A_51 P191865 Lama2 -1.175510493 -0.233287417 6.740090352 0.0392
A 52 P318532 Thx2 -1.173648332 -0.231000189 6.895468919 0.0467
A 52 P467726 Nsgl -1.169555268 -0.225960038 11.83298885 0.0417
A 52 P92161 Drp2 -1.168617189 -0.224802415 6.700269822 0.0278
A 51 P185971 Calm2 -1.165349773 -0.220763037 12.79660428 0.0027
A 51 P516125 NA -1.163706878 -0.218727709 9.314587305 0.0394
A_51_P230439 Ppfibp2 -1.1588511 | -0.212695207 | 9.113521449 | 0.0274
A 51 P316103 Limal -1.157310414 | -0.210775877| 8.190774021| 0.0324
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A_52_P640413 IgfirL -1.155044446 | -0.209072064 |  7.231814262 | 0.0242
A 52 P117325 | RbI2 -1.155494332 | -0.208510183|  7.060601177 | 0.0423
A 52 P475170 | 4931432P07Rik -1.154634782 | -0.207436591| 6.509332538 |  0.0276
A 51 P181922 | Yjefn3 -1.154599579 | -0.207392605|  7.456058711 | 0.0167
A 51 P205573 | Ndufbll -1.154046257 | -0.206701052| 11.95395442 | 0.0466
A 51 P517982 | Gabarapl2 -1.153578907 | -0.206116691| 10.59975993 | 0.0329
A 52 P163640 | Ccdcl26 1151880618 | -0.204002474| 6.730158785 | 0.0219
A 52 P931680 | Rfc2 1151798012 | -0.203887737| 9.677069998 | 0.0021
A 51 P416419 | Calr -1.150902263 | -0.202765322| 9.576280091 | 0.0450
A 52 _P590665 | Tmem161a -1.150855496 | -0.202706696 |  8.066935632 |  0.0333
A 51 P225224 | Htral 1150174679 | -0.201852983 | 12.92334571 | 0.0342
A_52 P677718 | Tatdn2 -1.149841808 | -0.201435393 | 6.774786236 | 0.0324
A _51_P199725 | Arhgap24 -1.149194993 | -0.200623612| 8.248315797 | 0.0109
A_52 P241519 | Myolc -1.148719018 | -0.200025951 | 6.934629803 | 0.0414
A 52 P563617 | Ssbp4 -1.148201644 | -0.199376027 | 8.655105275| 0.0405
A 52 P541826 | Eifdal -1.148021609 | -0.199149798 | 7.366202031 | 0.0351
A 52 P586944 | Bmprib -1.14723153 | -0.198156581 | 6.709881296 |  0.0328
A 51 P362429 | Myhll -1.14648192 | -0.197213604 |  6.791138141 |  0.0022
A 52 P131254 | NA -1.143654516 | -0.193651297 | 12.03548716 | 0.0137
A 51 P346715 | DAWSsu53e 1142552041 | -0.192261015| 11.76184176| 0.0386
A 51 PA14653 | Plvap -1.1400321 | -0.189074447 | 7.388246355| 0.0117
A_52_P56751 Lcpl -1.1400032 | -0.189037874| 7.721925252 | 0.0258
A 51 P483180 | Snx7 -1.138793936 | -0.187506716| 7.448905482 | 0.0435
A 52 P222350 | NA -1.136847658 | -0.18503894 |  7.149428133 | 0.0039
A 52 P577019 | Rpsi5a -1.136110947 | -0.184103728 |  10.60917565 | 0.0483
A 51 P397934 | Grindb -1.134676342 | -0.182280839| 8.682239412 | 0.0225
A 52 P335478 | Poled -1.134280479 | -0.181777426| 8.353686974 | 0.0286
A 52 P562807 | 3110052MO2Rik -1.134206208 | -0.181682958 | 6.972088679 | 0.0089
A 52 P362161 | Rabab -1.133581449 | -0.180888054 | 7.884499914 | 0.0218
A 51 P292276 | Agm -1.133564319 | -0.180866253 | 10.96310735 | 0.0164
A 52 P694988 | Zfp933 1132530112 | -0.179560874 | 6.445424832 | 0.0429
A 51 P100063 | Lnx1 -1.129828851 | -0.176104247 | 8.056583053 |  0.0458
A_51 P141136 | Tnrcéa 1129721412 | -0.17596705|  7.900249839 | 0.0503
A 51 P153124 | Emcn -1.129320362 | -0.175454803 |  7.924206905 | 0.0360
A_51_P459477 | Colllal -1.1287304 | -0.174700935| 7.036338775| 0.0482
A 51 P394515 | Tkt 1128632436 | -0.174575718 | 11.97122811| 0.0157
A_51_P115178 | Scara3 1127709761 | -0.173395809 | 6.564525693 | 0.0296
A_52 P322962 | NA 1126929489 |  -0.17239725|  6.61055956 | 0.0219
A _52_P96360 NA -1.126850871 | -0.172308122| 8.156790445 |  0.0482
A 51 P507778 | Sdrd2el -1.126669688 | -0.172064614 |  8.499648072 |  0.0069
A 52 P484838 | Rixank -1.126455932 | -0.171790875| 7.365826798 | 0.0307
A 51 P319551 | Kif3a -1.12640871| -0.171730395| 7.884179598 | 0.0096
A 52 P272364 | Gria3 -1.125054659 | -0.171148733| 6.452039429 | 0.0199
A 52 P430141 | Plxnal -1.12547476 | -0.170533703 | 6.971589255 | 0.0346
A 51 P436878 | Sertadl 1124149093 | -0.16883339| 7.508588517 | 0.0209
A 51 P404875 | Synm -1.122891839 | -0.167218969 |  9.913507348 |  0.0441
A 52 _P473966 | Kdelr3 -1.122875907 | -0.167198499 |  6.611004032 |  0.0236
A 51 P341736 | Mmp2 1120313494 | -0.163902494 | 6.970641561 | 0.0242
A 51 P165435 | Cox4il -1.119811506 | -0.163255908 | 12.99347746 | 0.0417
A 51 P451574 | Acotl -1.119807333 | -0.163250533 | 8.709608198 | 0.0243
A 52 P438359 | Dnajcl9 1119571163 | -0.162946233 | 7.079379491| 0.0464
A 52 P134075 | Osbpl5 -1.116635563 |  -0.15915841| 9.216698262 | 0.0142
A 51 P233059 | Kinl 1116222594 | -0.158624753| 11.22966162 | 0.0138
A 52 P218590 | NA -1.115770076 | -0.158039765 |  6.457407466 | 0.0237
A 52 P623337 | Ncl -1.114788521 | -0.156770052| 11.60649659 | 0.0172
A_52_P49601 Fthl 1114326981 |  -0.15617263 | 14.86527232 | 0.0121
A_52 P279579 | Nyapl -1.114279795 | -0.156111538 | 9.467362003 | 0.0400
A_52 P453650 | NA 111271514 | -0.154084304 9.3743494| 0.0346
A 51 P277345 | Ostfl 1112175795 | -0.153384844| 8.418080013 | 0.0397
A 52 P198898 | Samd5 1111861678 |  -0.15297732| 6.769812595 | 0.0195
A 52 P179599 | NA -1.111715053 | -0.152787054| 13.07017311| 0.0230
A 51 P331021 | Ttc32 1110571279 | -0.151301992 | 7.249097334 |  0.0441
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A 51 P234113 | Nodl -1.108684025 | -0.148848256 | 8.538987806 | 0.0376
A_52_P400999 | Arhgap3l -1.108404774 | -0.14848483| 7.510853157 |  0.0486
A 51 P437426 | Lrc33 -1.107047899 | -0.146717645| 7.339477658 |  0.0402
A 51 P153423 | NA -1.105753195 | -0.145029411| 7.050478404 | 0.0415
A 52 P515347 | Tusc3 -1.104896246 | -0.143910902 | 8.596401451 | 0.0480
A 51 P247873 | Ndufbs 1103122379 | -0.14159285| 12.39090077 | 0.0151
A 51 P290921 | Sytl2 -1.10308751 | -0.141547247 | 8.024316605 | 0.0292
A 51 P487105 | Bud3l -1.103059773 | -0.141510971| 7.704943805 | 0.0237
A 52 P685971 | Srsfll 1101814325 | -0.139881125|  9.25257059 | 0.0340
A _52 P324566 | Midn 1101162374 | -0.13902722| 8.119583408 | 0.0321
A 52 P405193 | Prkrir -1.100571066 | -0.138252305|  6.891052808 |  0.0188
A 51 P386304 | Cenl2 -1.097999153 | -0.134876941| 8534202552 | 0.0363
A_51_P273843 | Spcs2 -1.09726909 |  -0.13391737 | 9.995090394 | 0.0432
A_52_P42380 Tmem106¢ -1.097016012 | -0.133584584| 7.113249978 | 0.0191
A 51 P293938 | Raslilb -1.095890876 | -0.132104148|  8.01933226 | 0.0250
A 52 P555089 | NA -1.095885221 | -0.132096704| 9.242270375| 0.0430
A 52 P305307 | Sh3bp5 -1.094988578 | -0.13091582 | 8.918811607 | 0.0148
A 52 P424585 | Ctnnbl -1.094700947 | -0.130536804 |  9.827308238 |  0.0250
A 52 P654604 | NA -1.093764322 | -0.129301908 | 6.938714739 | 0.0312
A 51 P279851 | Dhps -1.092760706 | -0.127977513| 8.346201884 | 0.0156
A 51 P420731 | Thyl -1.088498518 | -0.122330443 | 7.554144872 | 0.0268
A_52_P53596 Sesnl -1.088199405 | -0.121942945| 6.978765026 | 0.0333
A 51 P325914 | Jun -1.086946108 | -0.120280411|  7.77928671| 0.0428
A 51 P441837 | Tmem53 -1.086816145 | -0.120107902 |  7.758364613 |  0.0496
A 52 P218058 | Clec5a -1.085135891 | -0.117875721| 6.709141334 | 0.0284
A 51 P290986 | Dhcr? -1.085029493 | -0.117734258 | 9.819274469 | 0.0489
A 51 P520936 | Bcar3 -1.084056 | -0.116439286|  7.52614621| 0.0419
A 51 P447595 | Scubel -1.083079713 | -0.115139427 | 7.126570672 | 0.0439
A 52 P112721 | Commds -1.080863208 | -0.112183949 | 7.741206098 | 0.0238
A_52_P52964 HistLhdf -1.080506219 | -0.111707376| 9.335413596 | 0.0442
A 51 P123077 | Nubpl -1.080217197 | -0.111321421| 7.726310934 | 0.0485
A 51 P450123 | Mrpl36 -1.079043887 | -0.109753543 | 9.061627839 |  0.0413
A_52_P61691 Cd59b -1.07739746 | -0.107550569 | 6.438355205 |  0.0401
A_52_P400355 | 3110035E14Rik -1.076535933 | -0.106396475| 8581471851 | 0.0391
A 51 P359333 | Fhl -1.074925128 | -0.104236176 |  10.1440364 | 0.0451
A_52_P661731 2-Mar -1.073201431 | -0.101920884| 9.317653666 | 0.0397
A 51 P511560 | Acsl3 -1.072372389 | -0.100805979 | 10.20132422 | 0.0345
A 51 _P310548 | Osgep -1.070125307 | -0.09777974| 9.404860589 | 0.0289
A 51 P465600 | Usp48 -1.069989955 | -0.097597253 |  8.09082632 |  0.0356
A 51 P115159 | Fam162a -1.06785814 | -0.094720004 |  10.04945669 |  0.0503
A 51 P306160 | Map3k13 106000923 |  0.084076826 | 6.459207426 | 0.0482
A 52 P342836 | NA 1063238115 |  0.088464729|  7.67427738| 0.0503
A 52 PA77286 | Rab8b 1063783487 |  0.089204547 | 6.480474084 | 0.0485
A 51 P428781 | Pbx4 1066316259 |  0.092635301 | 6.441723827 | 0.0465
A 51 P451176 | Bhihel 1.067763349 | 0.094501934 | 6.436438696 | 0.0386
A _52 P354286 | Dabl 1.068095347 | 0.095040439 |  6.79100819 |  0.0457
A 52 P971290 | NA 1.069426509 | 0.096837344 |  6.388147176 |  0.0414
A 52 P308681 | Atxn3 1069625291 |  0.097105484 | 7.143599768 | 0.0500
A 52 P142912 | Pikib2 1069921059 |  0.097504356 | 6.563841053 | 0.0386
A 51 P237548 | Dzankl 1069931708 |  0.097518715| 6.552715259 | 0.0456
A 52 P400509 | Atm 1.070560861 |  0.098366815| 6.648937292 | 0.0480
A 51 P399653 | Crhr2 1071257523 |  0.099305335 | 6.474436128 | 0.0371
A 52 P475886 | Rcanl 107129541 | 0.099356350 | 6.462070776 | 0.0404
A 52 P169181 | Auts2 1.071525568 | 0.099666275 | 6.448417719 |  0.0486
A 52 P796682 | Ccnel 1072077481 |  0.100409175| 6.507993066 | 0.0358
A 52 P156932 | Wac 1072169989 |  0.100533659 | 6.594795584 | 0.0499
A_52 P138126 | Pikfb3 1.072316732 0.1007311| 6.415542702 | 0.0347
A 51 P437847 | Kctdl 1072460377 | 0100924347 | 8.346472068 | 0.0353
A_52 P213004 | Pacs2 1073560622 |  0.102403659 | 6.833703418 | 0.0487
A_52_P201482 | Prickle2 1073812473 | 0102742069 | 6.501700788 | 0.0287
A 52 P585124 | Cxcrd 1.073857874 | 0.102803065| 6.402537647 |  0.0488
A 52 P201972 | Zfpl48 1073884167 |  0.102838387 | 6.641158699 | 0.0485
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A 52 P710826 | NA 1074069357 |  0.103087157| 6.590939122 | 0.0503
A 52 P323074 | Epnl 1.074148036 | 0.103192835| 6.516347779 |  0.0279
A 51 P351948 | NA 1.074288187 0.10338106 | 7.317065768 |  0.0476
A 52 P423859 | NvI 1074648261 |  0.103864535| 6.537103582 | 0.0296
A 52 P367760 | Calml4 1074668881 |  0.103892216| 6.615731351 | 0.0460
A 52 P336080 | Eif5 1074684921 | 0103913748 | 657280199 | 0.0501
A_52_P69292 Grinl 1075566303 |  0.105096461| 6.969950477 | 0.0412
A 51 P260008 | NA 1076006592 |  0.105686916 | 6.682705801 | 0.0439
A_52 P22781 Zfp866 1076512564 |  0.106365158 | 6.907296691 | 0.0431
A_51 P363525 | Fbrsll 1.076770864 | 0106711279 | 8.258417296 | 0.0252
A 52 P500077 | Zfp551 1.077496328 | 0.107682953 |  7.288904681 |  0.0397
A 51 P185141 | Myole 1077531668 |  0.107730269 | 6.742450971 | 0.0378
A 51 P164895 | Slc25a36 1077626994 |  0.107857895| 6.718675553 | 0.0314
A_52 P581390 | Kiflc 1077892322 | 0108213064 |  6.60746979 | 0.0276
A_52_P16209 2610507B11Rik 1.0779773| 0.108326798| 6.523147977 | 0.0465
A 52 P155302 | Ankibl 1078182678 |  0.108601637 | 6.599670552 | 0.0447
A 52 P675039 | Fhadl 1.078580346 0.10913365| 6.548780338 |  0.0225
A 52 P250278 | Dhx29 1.078871379 0.10952288 | 7.065128526 |  0.0463
A 51 P511612 | NA 1078895089 |  0.109554585 | 6.497744878 | 0.0443
A 52 P214630 | Sox9 1079332129 |  0.110138875| 756642132 | 0.0361
A 51 P320650 | C77370 1079821367 |  0.110792669 | 6.623724702 | 0.0323
A 52 P459657 | Pcskin 1079969242 |  0.110990225| 6.692500328 |  0.0504
A 51 P352005 | Hsd3b4 1.080084326 |  0.111143954| 6.502004016 | 0.0210
A 51 P285779 | Asphd2 1.080109026 |  0.111176945| 9.679522967 |  0.0445
A 52 P496497 | Abhd6 1.080174702 | 0.111264665| 7.753295415 |  0.0427
A 51 P437608 | Tulp3 1080210077 |  0.111311912| 6.757037836 | 0.0336
A 51 P459741 | Gpraspl 1080555773 | 0111773539 | 6.802390062 | 0.0449
A 51 P143103 | Pprcl 10806461 | 0.111894134| 7.309051064 | 0.0297
A 52 P303491 | Grid2 1080726417 |  0.112001355| 7.408870504 | 0.0463
A 52 P168549 | Fgfla 1080767317 | 0112055052 | 6.503691572 | 0.0403
A 52 P297212 | Zkscan3 1081472863 |  0.112997465| 7.171825888 | 0.0301
A 52 P550884 | Samdi2 1.081685368 | 0.113280921|  6.505505258 |  0.0365
A_52 P380301 | Unchc 108174632 |  0.113362213 | 7.103945431 | 0.0477
A_52 P145033 | Nisch 1081915037 |  0.113587209 | 6.897340535 | 0.0345
A_52 P395149 | Smtnl2 1082395231 | 0114227387 | 7.187672298 | 0.0377
A_52 P561236 | Brisbp 1082463478 | 0114318349 | 6.932265918 | 0.0306
A_51_P244154 | Lrrc8b 1082545511 | 0114427678 | 7.238964025 | 0.0430
A_51_P346893 | Extll 1082625314 | 0114534027 | 6.685628725| 0.0291
A 51 P233267 | NA 1.082674133 | 0.114599082 | 6.825737504 |  0.0386
A 52 P947423 | NA 1.082993731 | 0.115024892 | 6.443921427 | 0.0174
A 51 P275501 | Zfp292 1083233102 |  0.115343732|  7.05019541| 0.0421
A 51 P178575 | Brd3 1.083762708 0.11604801| 8930068417 | 0.0368
A 52 P649296 | Nras 1083837783 |  0.116148847 | 6.719202515| 0.0248
A 51 P294156 | 4930422G04Rik 1.083875629 |  0.116199222 6.6325791| 00177
A 52 P679711 | 4930538K18Rik 1084132684 |  0.116541336 | 6.395477475| 0.0384
A 51 P437050 | Hegl 1.084242532 | 0.116687507 | 6.536603336 |  0.0472
A 51 P332359 | Med6 1.084253195 |  0.116701695|  7.155800767 |  0.0281
A 51 P205820 | KIfLL 1084488252 |  0.117014425| 6.469622806 | 0.0285
A 51 P476900 | NA 1.084516882 011705251 7.529614971| 0.0284
A 51 P156222 | Elfnl 1084828372 |  0.117466815| 7.722203308 | 0.0277
A 51 P343350 | Amn 1084980987 |  0.117669762| 7.097276805 | 0.0126
A 52 P738798 | NA 1085272989 |  0.118057983 | 6.476066349 | 0.0274
A 52 P533724 | Ino80 1087465512 |  0.120969648 | 6.522569488 |  0.0249
A 52 P118638 | Senp5 1.087738393 | 0.121331623 | 6.85/888853 |  0.0347
A 51 P416243 | Ex0sC9 1087761545 | 0121362329 | 7.571865451 | 0.0423
A_52_P51564 Arhgap10 1087892308 |  0.121535749| 6.561122387 | 0.0235
A 51 _P393748 | Ddx58 1087896163 |  0.121540862 | 6.502722954 | 0.0342
A 51 P275915 | Ubr5 1088160967 | 0121891984 | 6.723347244 | 0.0434
A_52 P539414 | Gtf2h3 1.088197365 012194024 | 7.200936622 |  0.0466
A_52 P612079 | Prepl 1088308111 |  0.122087056 | 8.418121513 | 0.0503
A 51 P152797 | 2810039B14Rik 1.088416534 | 0.122230778 |  6.588098557 |  0.0430
A 52 P198289 | NA 1088717408 |  0.122629531| 6.592297673 | 0.0146
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A_51_P417758 Fut9 1.088834558 0.122784762 6.403301375 0.0289
A_52_P582384 Narf 1.089006739 0.123012882 6.720126668 0.0307
A_52_P527977 Sdk2 1.089072146 0.123099529 7.03488123 0.0199
A_52_P457028 Mia3 1.089142496 0.123192719 6.417400325 0.0333
A_51 P408881 Pdlim5 1.089836895 0.124112237 6.638607246 0.0503
A_52_P459399 Tnrc6b 1.089889086 0.124181325 6.780039284 0.0334
A_51_P264956 Kiflb 1.089953713 0.124266869 6.545731536 0.0243
A_52_P574214 Rrplb 1.090082967 0.124437943 6.570424443 0.0215
A_52_P627306 Mtf2 1.091288676 0.126032785 7.707880463 0.0270
A_51_P507851 Geel 1.091420049 0.126206451 7.099094354 0.0341
A_52_P24696 Mgat5 1.091517488 0.126335245 6.439985475 0.0138
A_52_P111145 NA 1.091756086 0.126650573 6.55947474 0.0503
A_52_P596360 NA 1.091870408 0.126801636 6.454141665 0.0273
A_52_P266106 Usp38 1.091924168 0.126872667 6.57602032 0.0244
A_51_P311319 Scrn3 1.092771147 0.127991298 6.735616419 0.0434
A_51_P135654 Eif4ebp2 1.093115955 0.128446446 7.22438544 0.0363
A_52_P379631 Steap2 1.093228073 0.128594413 6.643570391 0.0184
A_52_P333749 Rmdn3 1.093493464 0.128944597 6.757710651 0.0230
A_51_P381440 Zfp40 1.093516964 0.128975602 6.621030526 0.0334
A_52_P411358 NA 1.093822534 0.129378689 6.534411904 0.0349
A_51_P101621 Crebl 1.093834256 0.129394149 7.243676625 0.0502
A_51_P273044 Baz2a 1.094006336 0.129621093 8.333217638 0.0243
A_51_P459873 6330411E07Rik 1.094073717 0.129709947 6.844400572 0.0301
A_52_P5549 Fam133b 1.094180114 0.129850241 7.427069026 0.0470
A_51_P459091 Ybey 1.094293234 0.129999384 6.630118927 0.0149
A_51_P520412 Rabl6 1.094552884 0.130341661 8.271860075 0.0483
A_51_P170987 Rgs7bp 1.095375246 0.131425182 7.710453526 0.0272
A_52_P545255 Cpsf2 1.095454323 0.13152933 7.043433663 0.0313
A_52_P462366 NA 1.095787151 0.131967592 6.723106913 0.0120
A_51_P377045 Malat1 1.095944378 0.13217458 7.214187153 0.0487
A_52_P662600 Pdlim5 1.096467955 0.132863648 6.601390607 0.0222
A_51_P355589 Fjx1 1.096966255 0.133519146 7.253413145 0.0293
A_52_P539434 Lbh 1.097006976 0.1335727 6.551972129 0.0225
A_52_P287692 Stk32c 1.097803781 0.134620213 6.593477472 0.0233
A_51_P456466 Mixipl 1.098291296 0.135260746 6.681335625 0.0206
A_52_P367294 Fsdil 1.098859243 0.136006597 6.695014527 0.0175
A_51_P278843 NA 1.099032127 0.13623356 6.917853509 0.0441
A_52_P348189 Krtcap3 1.099213793 0.136472013 6.455975989 0.0279
A_52_P540855 Prdx6 1.099271268 0.136547445 8.07508804 0.0482
A_52_P318683 NA 1.099692685 0.137100411 6.673574769 0.0277
A_52_P22180 Usp38 1.099730448 0.137149952 6.515267626 0.0266
A_52_P218976 Cyld 1.100068973 0.137593982 6.769154602 0.0264
A_52_P497553 Dhfr 1.100416526 0.138049711 6.830856421 0.0228
A_52_P74368 Slc43a2 1.100564735 0.138244006 7.193275614 0.0466
A_52_P617817 Hspa4 1.100946297 0.138744098 7.006740376 0.0241
A_51_P141290 Plch2 1.101481937 0.139445837 7.186340428 0.0323
A_52_P416123 Malatl 1.101677499 0.139701956 7.75307016 0.0380
A_52_P142965 Brd4 1.101700502 0.13973208 8.411761079 0.0385
A_52_P287338 Eif4e3 1.10175757 0.139806809 7.077579204 0.0389
A_51_P242043 Dhcr24 1.102355041 0.140588955 9.607037152 0.0192
A_51_P487360 Hpcall 1.102610913 0.140923785 9.123670934 0.0316
A_51_P436534 Twfl 1.103549951 0.142151934 6.581332991 0.0421
A_51_P266964 Slc35d1 1.103703861 0.142353128 6.783821099 0.0300
A_51_P378381 4933436C20Rik 1.104342271 0.143187378 6.540995642 0.0285
A_52_P307938 Pik3rl 1.10457173 0.143487109 6.867673555 0.0130
A_52_P274238 Maea 1.104589372 0.143510152 9.216517126 0.0423
A_51_P153982 Speccl 1.10496513 0.144000842 10.36876278 0.0412
A_52_P641849 Khnyn 1.104976735 0.144015994 6.646357294 0.0307
A_52_P429650 Ncl 1.105305089 0.144444641 7.762715417 0.0501
A_52_P106251 Git2 1.105704757 0.144966212 6.533630492 0.0350
A_52_P494230 Brd4 1.106035124 0.145397202 7.652129206 0.0442
A_52_P381430 NA 1.106212339 0.14562834 6.774465425 0.0167
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A 51_P418859 Zfp599 1106683916 |  0.146243228| 6.857594508 | 0.0401
A 51 P396570 Plod2 1106784874 | 0.146374833| 6.980406425 |  0.0066
A 51 _P263004 Bcllla 1106820882 | 0.146421768| 7.348113464 |  0.0380
A 52 P54297 Rbm27 1107246655 | 0.146976638 | 6.718332815| 0.0079
A 52 P593361 Ashll 1108127733 | 0.148124189| 6.919764814 | 0.0129
A 51 _P264995 Mtf2 1108212172 | 0.148234119| 7.808125148| 0.0076
A 52 P296913 Cnnm1 110911223 | 0.149405358 | 10.81097588 | 0.0118
A 51 _P293901 Dhrs1 1110838798 | 0.151649472| 8.053468511| 0.0186
A 52 P558713 49304141 22Rik 1110935993 | 0.151775698 | 6.554407526 | 0.0367
A 52 P487598 Ncorl 1112147332 | 0.153347922| 7.548996914 |  0.0263
A 51 P427017 1700020114Rik 1112212325 0.15343223| 7529301789 |  0.0086
A 52 P247733 Prune 1112333581 | 0.153589507 | 6.872993227 | 0.0381
A 52 P596357 NA 111236036 | 0.153624239 | 6.759140893 | 0.0443
A 52 P513439 NA 111319569 | 0.154707227| 7.038950335| 0.0386
A 52 P52263 D17Wsu92e 1113529151 | 0.155139327 | 7.419442866| 0.0334
A 51 _P503877 NA 1113632347 | 0.155273021| 7.936411269| 0.0198
A 52 P185664 Nipald 1113990024 | 0.155736313| 7.403786125| 0.0065
A 52 P654108 Dynclli2 1114046438 | 0.155809372| 7.438670867 | 0.0354
A 52 P113250 Insig2 1114743023 0.15671117 | 7.780341089 | 0.0347
A 51 P174996 Sic17a6 1114884714 |  0.156894534 | 9.661117151| 0.0160
A 51 P247614 Ncrna00086 1115997395 0.15833366 | 8.624346081 | 0.0430
A 52 P328044 Tlel 111609064 |  0.158454196 | 8546660005 0.0097
A 51 _P443322 Eifac 1117044489 | 0.159686645 8.80385483 | 0.0434
A 52 _P507479 Fam73a 1117531203 | 0.160315114| 8.032553514 | 0.0145
A 51 P295022 Nedd4 1117669233 | 0.160493295| 10.68749727 |  0.0500
A 51 _P480855 Rad18 1117745696 |  0.160591991 | 7.204079109 | 0.0126
A _52_P69867 Ppmel 1118136728 | 0.161096614 | 7.282451887 | 0.0356
A 51 _P383599 NA 1118294613 | 0.161300314 | 7.976652341| 0.0233
A 51 P221510 Fam8la 1118661088 0.16177302 7.19119251| 0.0486
A 52 P407871 Lsm12 1118875006 |  0.162048876 | 7.501752281| 0.0103
A 51 _P206153 Ptprd 111919689 |  0.162463858 10.866322 |  0.0339
A 51 P156882 Adarb1 1119574587 |  0.162950645| 7.020148601 |  0.0044
A 52 P402989 H2afy 1119798142 | 0.163238692| 7.658984475| 0.0311
A_52_P565940 Nsd1 1119897579 | 0.163366795| 7.255314113| 0.0130
A 51_P201390 NA 1120018467 0.16352252 | 6.777798895 | 0.0066
A _51_P234544 Azinl 1.120302472 0.1638883| 8.682072395| 0.0380
A _51_P409452 Cldn11 1120323424 | 0.163915282| 11.68900386 | 0.0087
A 51 P410581 Hdgfrp3 1121412423 | 0.165316957 | 7214797808 | 0.0280
A 52 P131915 Acap?2 1121444401 | 0.165358096 | 9.023574054 | 0.0376
A 52 P205282 Huwel 1122695755 |  0.166967018| 7.443012756 | 0.0150
A 51 P479758 Sp4 1123626127 | 0.168162076 | 6.690540476 | 0.0031
A 51 P358908 U2af2 1123841352 | 0.168438391| 6.741590526 | 0.0102
A 52 P147778 Fgfrlop 1124041438 | 0.168695222 | 6.647933229 | 0.0102
A 51 P311476 Rgma 1124777702 | 0.169639899 | 10.79795687 | 0.0479
A 51 P203321 Rbm10 1124902382 |  0.169799812 9.14571257 | 0.0263
A 52 P249424 Vegfa 1124939165 |  0.169846985 | 6.920272007 |  0.0060
A 51 _P196590 Hadh 1125141415 0.17010634 |  8.452964723 | 0.0278
A 52 P378167 Pcdhad 1125482701 | 0.170543882| 7.032258718| 0.0168
A 52 P383913 Trim35 1125602906 | 0.170697958 | 6.512756669 | 0.0345
A _52_P18299 Chd5 1125041849 | 0.171132319| 8164651351 0.0395
A 51 _P406527 Kcnd?2 1126028057 | 0.171242776| 7.931109216| 0.0048
A _51_P202040 Fam98b 1126032101 | 0.171247956 | 7.558490442 | 0.0486
A 52 P41175 Med13I 1126246743 | 0.171522934| 8120490845 0.0052
A 52 P470373 NIk 1126393655 |  0.171711112| 8.759443215| 0.0309
A 51 P463791 Srrm3 1126466748 | 0.171804728| 8782258289 | 0.0393
A _52_P529446 NA 1127499514 | 0.173126811| 7.583891884| 0.0339
A 52 P91346 Mierl 1127836982 | 0.173558555| 7.359142249 | 0.0022
A 52 P367791 Mril 1128529355 | 0.174443946| 7.237866266 | 0.0238
A 52 P409778 Wdfy3 1129515391 | 0.175703929| 7.950130064 | 0.0334
A_51_P396364 Cdk5rap2 112955516 | 0.175754724| 7.177488674| 0.0140
A 52 P110257 Wdr83 1129567152 0.17577004 758457257 | 0.0107
A 52 P108952 Ppp2r5a 1129728355 |  0.175975917 | 7.642048084 | 0.0448
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A_52_P448357 Tspyl4 1.130307107 0.17671481 7.44457408 0.0051
A_52_P294174 U2surp 1.1316316 0.178404369 7.061330014 0.0055
A_52_P585028 Cneplrl 1.132016053 0.178894417 8.164653801 0.0163
A_51_P251245 Pkp4 1.133180936 0.180378236 8.954950047 0.0501
A_52_P482875 Trak2 1.133192675 0.180393182 6.929500709 0.0029
A_52_P391639 1600029114Rik 1.133777407 0.181137426 6.50932652 0.0200
A_51 P168762 Tnfrsf21 1.134067349 0.18150632 8.977285037 0.0386
A_52_P271725 Rtn3 1.134249156 0.181737586 8.53186647 0.0465
A_51_P229599 Etnkl 1.135103888 0.182824343 7.446990095 0.0466
A_51_P438293 Smarcall 1.135257538 0.183019616 7.774412093 0.0166
A_52_P247513 Hook3 1.135578748 0.183427755 7.38564258 0.0245
A_51_P310164 2810459M11Rik 1.135658955 0.183529651 6.631043773 0.0028
A_51_P189343 Map7dl 1.136447547 0.184531097 11.15588338 0.0451
A_52_P322658 Ubginl 1.136981211 0.185208413 8.789657699 0.0269
A_51_P485391 Parn 1.137175188 0.185454527 7.565714788 0.0221
A_51_P441970 Stox2 1.138190901 0.186742551 7.948774003 0.0197
A_52_P535212 Cpeb3 1.138632492 0.187302175 8.024762386 0.0091
A_52_P148428 Nfix 1.138871816 0.187605376 7.0442366 0.0023
A_52_P384574 Stard4 1.140161801 0.189238573 7.876759126 0.0228
A_52_P89305 Frmd5 1.140440777 0.189591529 8.720141537 0.0122
A_52_P622850 Hes5 1.141022816 0.19032764 7.98526301 0.0469
A_51_P438349 Kiflc 1.141783713 0.191289389 8.200979281 0.0048
A_51_P258690 Scrgl 1.141827557 0.191344785 9.905906341 0.0230
A_52_P464570 Wwpl 1.141876545 0.191406681 7.340481265 0.0288
A_51_P317076 Usel 1.142132446 0.191729961 8.63048982 0.0386
A_51_P125825 Dzipl 1.143272736 0.19316961 7.526890454 0.0231
A_52_P568028 Ncdn 1.14455437 0.194785997 9.358803485 0.0386
A_52_P459143 Celf6 1.14473911 0.195018841 7.709897982 0.0065
A_52_P108089 BC030336 1.145139758 0.195523682 9.023113148 0.0253
A_51_P432432 Pcdh9 1.145169626 0.19556131 8.849190334 0.0114
A_52_P461517 Ubap?2| 1.145189184 0.19558595 7.450202802 0.0205
A_51_P373142 Al854703 1.145346742 0.195784425 9.619347433 0.0207
A_51_P504037 Smarca2 1.145849278 0.196417288 8.350059829 0.0416
A_52_P160518 Sfmbtl 1.146332247 0.197025247 6.975984214 0.0154
A_52_P529013 Paip2b 1.146727319 0.197522372 6.51314266 0.0385
A_52_P121525 Strbp 1.148112669 0.199264226 6.958952178 0.0186
A_51_P393761 Ndufs2 1.148832416 0.200168362 9.480059624 0.0198
A_51_P146063 Nemf 1.149116647 0.200525253 8.942409071 0.0476
A_51_P385258 Miox 1.149365982 0.200838255 6.558471608 0.0425
A_52_P647393 E130308A19Rik 1.150282201 0.201987844 7.732666236 0.0153
A_51_P193379 Mtmr7 1.151546589 0.20357278 7.075658447 0.0469
A_51_P437068 Cnnml 1.151609298 0.203651343 8.966903305 0.0014
A_51_P184398 Tthk?2 1.151631829 0.203679567 7.121035973 0.0300
A_52_P471088 Ctage5 1.152344218 0.20457173 7.20034488 0.0008
A_52_P345946 NA 1.152602252 0.204894744 6.766469125 0.0458
A_51_P337269 Aldob 1.152717323 0.205038769 7.101947797 0.0293
A_51_P158400 NA 1.153519141 0.206041944 7.22052715 0.0041
A_51_P473383 Tenm4 1.153760139 0.206343326 10.27050127 0.0286
A_52_P79763 Thrap3 1.154622758 0.207421567 7.99299822 0.0298
A_51_P494430 1d4 1.155695559 0.208761403 9.060728487 0.0382
A_51_P117995 Pfkm 1.157042763 0.210442186 11.16043619 0.0380
A_52_P676108 Rnaseh2a 1.158245711 0.21194134 7.454346739 0.0313
A_52_P355276 Smg6 1.158590479 0.212370715 7.522025566 0.0419
A_52_P429944 Apbal 1.159486939 0.213486569 6.816278071 0.0184
A_51_P256246 Tspanl3 1.159539831 0.213552379 10.25891092 0.0374
A_52_P7041 Odcl 1.160217354 0.214395104 9.572466104 0.0377
A_52_P559770 Aplp2 1.160240191 0.214423501 7.699855244 0.0125
A_51_P233367 Fzd10 1.160418994 0.214645815 6.855972104 0.0013
A_52_P53948 Srpr 1.160453291 0.214688455 7.598631024 0.0107
A_52_P96782 Wasl 1.160586005 0.214853437 7.99229398 0.0029
A 51 P169061 Lpcat2 1.16122379 0.215646034 8.400541524 0.0486
A_51_P135416 Mpped2 1.161227067 0.215650105 7.892057777 0.0332
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A_51_P205545 | Creldl 1162230513 ]  0.216896236 | 8.462711018 | 0.0229
A 51 P412835 | Daxx 1162351091 | 0.217045004 | 8.774230572 | 0.0125
A_52_P64601 Msl1 1162415408 | 0.217125732| 7.241721538 |  0.0446
A 52 P454950 | Ube2b 1164010963 |  0.219104646 | 9.200084473 | 0.0257
A 52 P493620 | Fgfrlop2 1164231197 | 0219377582 | 8.943154757 | 0.0411
A 51 P243900 | Nell2 1165558693 |  0.221021655| 9.135431911| 0.0157
A 51 P348325 | Poclb 1166005402 |  0.221574473| 6.763290377 | 0.0115
A 51 P182572 | Phactrl 1168588356 |  0.224766819| 10.97076802 | 0.0324
A 52 P239052 | Zfp148 1169052681 |  0.225339943 | 8.821128233 | 0.0074
A_52_P73703 Dnajc27 1171438925 |  0.228281738 |  9.419298513 |  0.0030
A 51 P406105 | Rpsdy? 1.171857503 0.22879715| 9.728765059 |  0.0309
A_52_P646312 | Plekha5 1172033713 |  0.229014068 | 8.088474634 | 0.0126
A_52_P44TATT | Prepl 117225475| 0.229286125| 9.362909227 | 0.0086
A_52_P75568 Hspadl 1173208212 | 0230459075 | 7.561452244 | 0.0135
A 51 P326764 | Achd3 1173413943 | 0230712039 | 7.537829577 | 0.0193
A 52 P382754 | Ncaml 1173624695 | 0230971133 | 10.32414274| 0.0498
A 52 P157150 | Rassf4 117602721 |  0.233921441| 7.380282963 | 0.0105
A 52 P399175 | Rffl 1176929052 | 0.235027354 | 7.926231236 | 0.0124
A 51 P257885 | Mmd2 1178881888 |  0.237419182| 9.945632967 | 0.0032
A 52 P516034 | Ptpdal 1179474175|  0.238143831| 8.796148684 | 0.0340
A 51 P125035 | Sytll 1179840406 |  0.238501724| 10.69588436 | 0.0413
A 51 P323712 | Agt 1182500494 |  0.241840786|  11.8077946 | 0.0101
A 52 P513167 | Larpdb 1182520602 |  0.241865319| 7.235803649 | 0.0328
A 51 P501735 | Griad 1.182863197 0.24228323| 8588995508 |  0.0019
A 52 P536947 | Cyfip2 1183160693 | 0.242646029 |  10.31480834 |  0.0479
A 51 P340200 | G3bp2 1183411583 |  0.242951921| 10.38375846 | 0.0484
A 52 P168496 | Slcla2 1185479647 |  0.245470894| 9.157389192 | 0.0065
A 52 P641629 | Gsk3b 1185692093 |  0.245729411| 7.280433015| 0.0089
A 52 P240152 | Snx27 1187467646 |  0.247888207 | 8.358103263 | 0.0077
A 51 P463789 | Srm3 1187526668 | 0247959912 | 9.732121121| 0.0264
A 51 P454280 | Chd4 1190007151 |  0.250970243 | 8.114276243 | 0.0007
A _52_P82741 Hspala 1190469624 | 0.251530809 8.2218115 | 0.0191
A 51 P377237 | Kras 1190898136 |  0.252050017 | 7.580098801 | 0.0063
A _51_P249544 | Haus8 1193622545 |  0.255346691 | 8.381915399 | 0.0160
A_51_P498640 | Pdxk 119531363 | 0.257389206| 9.207620776| 0.0078
A 52 P592305 | Kencl 119533885 | 0.257419645 89397215 | 0.0437
A_52_P243658 | Edil3 1197187585 |  0.259649223 | 7.463260626 | 0.0056
A_52_P45708 Vezfl 1.197265464 0.25974307| 8.724976195| 0.0017
A 51 PA79659 | Eif5b 1197466842 | 0.259985708 |  8.633395821 |  0.0483
A 52 P317393 | Gprs6 1.204563832 | 0.268510846 | 8.955796891 |  0.0019
A 52 P136275 | Tgsl 1205867032 |  0.270070833 | 8.279374759 | 0.0076
A 51 P492528 | D3Bwg0562e 1.209901382 0.27488946| 8558049354 |  0.0283
A 52 P599728 | Mapla 1.214205888 |  0.280013075| 8.958328595 | 0.0035
A 52 P636830 | G3bp2 1216434846 |  0.282659049 | 9.820957461 | 0.0290
A 52 P653585 | Gnail 1217206876 |  0.283574380 | 8.981878886 | 0.0223
A 51 P419389 | Bmpr2 1.218509776 |  0.285117825|  7.805445259 |  0.0498
A 52 P187855 | Trim37 1.220822007 | 0.287852874|  10.25064594 |  0.0108
A 52 P415365 | Fam120a 1225071882 |  0.292866403 | 7.112852139 | 0.0361
A 52 P846109 | Mapla 1.230327776 029904272 | 7.995119245| 0.0140
A 51 P518528 | Dpyl9ll 1231679953 |  0.300627426 | 10.01975596 | 0.0018
A_52_P58006 Achd3 1234179419 |  0.303552141|  7.58521375| 0.0177
A 52 P631591 | Mast3 1237306064 |  0.307203463 | 8.824236058 |  0.0442
A 51 P500981 | Map? 1.239166462 |  0.309370003 | 7.750726126 | 0.0188
A 51 P102789 | Clqc 1.257881858 | 0.330996429 |  8.255815989 |  0.0134
A _52 P155100 | Srcinl 1.282454468 |  0.358907605| 11.35226569 | 0.0417
A_51_P479528 | Kihdcl0 128443613 | 0.361135152| 8977833602 | 0.0282
A_52_P289835 | Foxn3 1284727701 | 0.361462611| 8.763636676 | 0.0074
A_52 P279759 | Glgl 1.286170817 0.36308226 | 7.384041009 |  0.0014
A 51 P142175 | Lancll 1291153916 |  0.368660991 | 751401959 | 0.0001
A _52_P654965 | Eif3j2 1.29133598 0.36886441| 7.982257508 | 0.0187
A 51 P215038 | Tmem59l 1.293148059 | 0.370887466 | 1152653294 |  0.0019
A 52 P573497 | Ddx6 1298558792 |  0.376911333| 7.932720916 | 0.0019
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A 51 P419319 | Agp4 1307324867 0.386617691|  10.1316974 | 0.0113
A 52 P250517 | Zip106 1.307554575 | 0.386871163 | 7.129419128 | 0.0233
A 51 P509997 | Cox6az 1.345903439 | 0.428574909 |  7.663388985 |  0.0203
A 52 P191567 | Plcll 1.346240062 | 0428935695 | 7.853744491 | 0.0333
A 51 P419086 | Gadddbgipl 1365883402 |  0.449834334 | 964219593 | 0.0444

Tabela 11. Todos os genes diferencialmente expressos no animal transgénico SOD1°%4
de 80 dias com seus respectivos valores de p e Fold. Valores positivos representam
genes super-expressos e valores negativos representam genes subexpressos.

ProbelD Simbolo do Fold absoluto Fold Logado Média d~e P.Valor
Gene Expresséo

A_51 P422030 Ocell -1.926137195 -0.945710467 | 7.380022796 0.004
A_52_P567281 NA -1.802418196 -0.849933783 | 10.48723334 0.015
A_52_P442031 KIf2 -1.757929594 -0.813877291 | 11.42533989 0.013
A_52_P527944 Ptprz1l -1.729486407 -0.790343675 | 14.69646178 0.000
A_52_P586928 Pdyn -1.679497739 -0.748029853 | 10.16510915 0.017
A_51 P318830 Syt10 -1.66243188 -0.733295226 | 8.958153717 0.005
A_52 P549977 Fam32a -1.617644597 -0.693894677 | 8.317250618 0.008
A_52 P336748 NA -1.604941822 -0.682521002 11.6145284 0.001
A_51 P128075 Tescl -1.5519168 -0.634051215 6.67612467 0.016
A_52 P292251 NA -1.532726727 -0.616100499 | 6.791582186 0.044
A_52 P313382 Tfap2e -1.419602225 -0.505486741 8.82959688 0.049
A_52 P2670 Rmrp -1.417508964 -0.503357858 | 7.381494135 0.047
A_51 P180747 Ctla2a -1.400991151 -0.486447844 | 7.934491912 0.011
A_51 P440682 Capl -1.388451673 -0.473476963 | 7.262431519 0.038
A_51 P309618 Yaeldl -1.383809679 -0.468645537 | 7.006236848 0.000
A 51 P300759 Ppih -1.381266607 -0.46599181 | 8.120232642 0.000
A 51 P178083 Resp18 -1.361433559 -0.445126578 10.4724229 0.003
A 52 P187855 Trim37 -1.345616344 -0.428267134 | 10.06505455 0.011
A 52 P676406 Cdc3711 -1.320687689 -0.401289345 | 9.386810779 0.013
A 51 P259118 Klhi1 -1.319513878 -0.400006525 | 8.413875297 0.002
A 52 P176983 9530080011Rik -1.317211804 -0.397487345 | 10.27860007 0.009
A 52 P513624 NA -1.316198465 -0.396377044 | 7.561510257 0.024
A 52 P425634 2610005L07Rik -1.312715864 -0.39255468 | 9.013941293 0.008
A 51 P267544 Frgl -1.308483728 -0.387895983 | 7.614467992 0.009
A 51 P358894 Ttc9b -1.303669965 -0.382578686 | 8.144690401 0.028
A_52_P555537 2810008D0O9Rik -1.298972997 -0.377371441 | 9.599079269 0.003
A_51 P403704 2610100L16Rik -1.298511238 -0.376858499 | 7.578343661 0.016
A_52_P94874 Gnas -1.294467869 -0.372359155 | 7.463768948 0.017
A_52 P655743 Lsm6 -1.292192803 -0.369821345 | 10.34870526 0.019
A_52 P846109 Mapla -1.288507184 -0.365700581 | 8.006607885 0.018
A_52 P482124 Fam32a -1.287988029 -0.365119185 | 8.119495815 0.024
A_51 P449824 Exoc3I2 -1.285364759 -0.362177823 | 6.550582038 0.016
A_52 P127892 NA -1.283170792 -0.359713208 7.66589616 0.001
A_51 P383644 Amyl -1.282838864 -0.359339967 | 9.219959673 0.025
A_51 P400269 Slc38a5 -1.280588961 -0.356807478 | 8.289531475 0.003
A_51 P493234 Cp -1.28044151 -0.356641352 | 7.491880958 0.046
A_52 P335089 2610005L07Rik -1.279291893 -0.355345479 | 7.515241667 0.009
A 52 P258959 NA -1.275018075 -0.350517699 | 8.504297755 0.024
A_51 P489522 Ctla2b -1.274483469 -0.34991266 | 7.272573401 0.017
A 51 P456465 Cldn10 -1.270406101 -0.345289746 9.55478568 0.025
A 52 P593268 Lsm6 -1.269121132 -0.343829775 | 10.08061305 0.023
A 52 P654965 Eif3j2 -1.268678859 -0.343326925 | 8.026880979 0.007
A 52 PATT752 Csnklal -1.266366548 -0.340695051 7.95235847 0.003
A 52 P94201 Sytl -1.26512546 -0.339280461 | 7.517121897 0.013
A 52 P490874 Srrm4 -1.261495052 -0.335134548 | 7.439101524 0.001
A 51 P319562 Ank2 -1.260915604 -0.334471716 | 8.206160891 0.048
A 52 P392456 Rnd3 -1.260901561 -0.334455648 | 6.403321542 0.002
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A_51_P323443 Vapb -1.260828176 -0.334371681 | 8.484951047 0.024
A_51_P419389 Bmpr2 -1.257009377 -0.329995412 | 7.756211883 0.032
A_52_P646312 Plekha5 -1.254382578 -0.326977427 8.27636289 0.042
A_51_P147684 Nr2f2 -1.252326426 -0.324610657 | 7.225899386 0.041
A_52_P289835 Foxn3 -1.251587844 -0.323759552 | 8.582021884 0.019
A_51_P227866 Tmx4 -1.247608537 -0.319165329 | 9.100258112 0.011
A_51 P278018 Vps36 -1.247199457 -0.318692205 | 9.161045819 0.002
A_52_P588483 Fbinl -1.246878255 -0.318320608 | 7.220161224 0.019
A_51_P448458 Dnm3 -1.246042528 -0.317353309 | 8.340725849 0.019
A_51_P366867 Gas5 -1.245204965 -0.316383235 | 10.75795389 0.004
A_52_P103929 Sytl -1.244545289 -0.315618731 | 9.832449582 0.043
A_52_P423128 Arglul -1.235193648 -0.304737239 10.0844939 0.007
A_51_P445487 2410066E13Rik -1.234625698 -0.304073726 | 7.525047862 0.022
A_51_P469902 NA -1.233773985 -0.303078131 | 7.895272756 0.015
A_52_P306387 Rnf214 -1.231280384 -0.300159326 | 7.392621092 0.026
A_52_P670399 NA -1.229474863 -0.298042239 | 10.47544302 0.000
A_52_P684050 Fam110a -1.228010841 -0.296323297 | 6.714388179 0.016
A_51_P269634 Zfpl4 -1.226710333 -0.294794621 | 7.333505148 0.014
A_51_P388587 AY036118 -1.225439893 -0.293299723 | 10.38182508 0.005
A_52_P683146 Cdh11 -1.222173101 -0.289448634 | 7.642475688 0.016
A_52_P484838 Rfxank -1.219505847 -0.286296675 | 7.251116711 0.017
A_52_P75384 B230219D22Rik -1.218343286 -0.28492069 | 8.731694671 0.033
A_51_P377045 Malat1 -1.213035689 -0.278621997 | 6.947858181 0.014
A_51_P224843 Tmsh4x -1.211999378 -0.277388958 | 12.40158994 0.041
A_52_P490863 Nop10 -1.209357326 -0.274240577 | 10.27543386 0.010
A_51_P351923 A030009H04R ik -1.208325062 -0.273008619 | 9.088167808 0.005
A_51_P328769 Rnf20 -1.206884388 -0.271287481 | 8.596512199 0.030
A_51_P204831 Cripl -1.206237313 -0.270513769 | 7.110367028 0.024
A_51_P243596 MIIt6 -1.205499707 -0.2696313 | 6.719634729 0.032
A_52_P997449 NA -1.203613133 -0.267371753 | 7.116169877 0.003
A_51_P160625 Wapal -1.201231429 -0.264514127 | 7.809250055 0.025
A_52_P199905 Slc27al -1.200134033 -0.263195537 8.39802795 0.003
A_51_P184024 Tsenl5 -1.200019737 -0.263058135 | 9.122772489 0.031
A_51_P114462 Ccll7 -1.198968516 -0.261793775 | 6.399026857 0.041
A_51_P476820 Calr3 -1.197903921 -0.260512201 | 6.698374672 0.034
A_51_P516833 Igf2 -1.196682325 -0.25904022 7.67443927 0.022
A_51_P133953 NA -1.19643136 -0.258737631 | 9.159972806 0.018
A_51_P296775 NA -1.196124679 -0.258367777 10.0854274 0.007
A_52_P5394 1810022K09Rik -1.194766307 -0.256728458 | 9.883614221 0.007
A_51 P441263 Rpl37a -1.193972975 -0.255770182 12.1711159 0.014
A_52_P573497 Ddx6 -1.193944312 -0.255735548 7.80357614 0.004
A_51_P463789 Srrm3 -1.192897791 -0.254470436 | 9.587991167 0.020
A_51_P305843 Chordcl -1.192029846 -0.253420358 | 8.382468622 0.002
A_52_P205282 Huwel -1.191565415 -0.252858156 | 7.324053052 0.043
A_51_P337662 Ddx26b -1.191562197 -0.252854259 | 9.030350278 0.043
A_51_P441942 Tiall -1.191345725 -0.252592139 | 9.861748833 0.019
A_51_P317443 Cd3eap -1.190534179 -0.251609039 | 8.069760011 0.033
A_52_P163820 2810006K23Rik -1.189848731 -0.250778171 | 6.988481155 0.024
A_51_P460710 Tdrd3 -1.189155799 -0.249937745 | 8.290330903 0.008
A_52_P26976 Rbm28 -1.188151111 -0.248718332 | 7.443662957 0.015
A_52_P239023 Zfp955a -1.187666777 -0.248130117 | 7.058780904 0.018
A_51_P337708 Ovgpl -1.186589713 -0.246821181 | 7.903334269 0.014
A_52_P124812 Usp15 -1.186550829 -0.246773904 | 7.787086065 0.006
A_52_P240152 Snx27 -1.185609522 -0.245628939 | 8.133965308 0.047
A_51_P459240 Gstkl -1.184776589 -0.244615038 | 8.902797691 0.017
A_52_P387458 Slirp -1.182019711 -0.241254094 | 6.968040383 0.009
A_51_P216702 Eogt -1.181957394 -0.241178032 | 6.819174729 0.005
A_51_P160664 Cox7h -1.181933907 -0.241149363 | 10.90904971 0.001
A_52_P323111 Cers6 -1.181498509 -0.240617809 | 8.625330244 0.016
A_52_P481880 Rpl36a -1.175992679 -0.233879079 | 11.41342863 0.004
A 52 _P247513 Hook3 -1.174753582 -0.232358166 | 7.377469147 0.030
A_52_P196458 Dzipl -1.174608631 -0.232180144 | 8.151559892 0.033
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A_52_P27725 D930016D06Rik -1.174310089 -0.231813418 | 7.145653668 0.017
A_51_P178646 Rpp21 -1.174287582 -0.231785767 | 10.04771198 0.031
A_51_P357195 NA -1.173189134 -0.230435614 | 6.828033273 0.004
A_51_P374549 Spatal -1.171791901 -0.228716383 | 6.502249349 0.003
A_52_P55053 Sshpl -1.171460276 -0.228308034 | 7.868696033 0.002
A_51_P132625 Hsd17b11 -1.171299055 -0.228109471 | 6.760097711 0.033
A_52_P9437 Psmb3 -1.171243151 -0.228040611 11.3348882 0.048
A_52_P295201 Rpl41 -1.170699274 -0.227370528 | 12.02490115 0.021
A_51_P449795 Cripl -1.170062097 -0.226585098 | 7.216899521 0.010
A_52_P253317 NA -1.168385724 -0.224516635 | 8.291129159 0.015
A_52_P466147 Rarres2 -1.168369512 -0.224496618 | 8.375404078 0.035
A_52_P129624 Dgkk -1.168033938 -0.224082194 | 7.065185502 0.014
A_51_P199367 Esd -1.16723927 -0.223100327 | 10.47249636 0.008
A_51_P246215 Polr2i -1.166561576 -0.22226246 | 9.653881627 0.015
A_51_P431047 St8sia3 -1.166260449 -0.221890007 | 8.293933953 0.016
A_52_P566681 Gpmé6a -1.164841012 -0.220133057 | 10.86561356 0.023
A_51_P282609 Grikl -1.163297831 -0.218220507 6.85141025 0.014
A _51_P146063 Nemf -1.162696379 -0.217474408 | 8.928338983 0.009
A_52_P61774 Cinp -1.1626408 -0.217405442 | 6.745356907 0.015
A_52_P457411 Ubl5 -1.162316488 -0.217002955 10.4591209 0.023
A_51_P318104 App -1.16203245 -0.216650357 10.117858 0.041
A_52_P469939 Gcee2 -1.161902202 -0.216488641 | 7.142932462 0.004
A_51_P133737 Luc7I3 -1.161811204 -0.216375647 | 11.45114057 0.011
A_51_P511199 Rps27 -1.161592256 -0.216103741 | 11.35063731 0.010
A_51_P225048 Zranbl -1.161507813 -0.215998858 | 7.117314676 0.006
A_51_P393161 Scaper -1.161223499 -0.215645672 | 7.673192146 0.015
A_52_P79763 Thrap3 -1.161206953 -0.215625116 | 7.943261048 0.008
A_51_P408881 Pdlim5 -1.160893109 -0.21523514 | 6.508101588 0.042
A_52_P387598 BC023202 -1.160662041 -0.214947953 | 8.724028328 0.020
A_52_P481202 Dpp8 -1.160402708 -0.214625568 | 7.195671995 0.050
A_52_P3789%4 Cox7a2 -1.160222273 -0.214401221 | 11.04212857 0.006
A_51_P305437 Renl -1.160103589 -0.214253633 8.17737509 0.023
A_52_P263518 Gng2 -1.160039594 -0.214174048 | 8.375000867 0.021
A_51_P512210 Myh6 -1.159874413 -0.213968604 | 8.237198938 0.018
A_51_P193475 Ccdc88a -1.158999694 -0.212880185 8.07139233 0.035
A_51_P100787 Snwl -1.158677616 -0.212479215 | 8.939783219 0.023
A_51_P270478 Pin4 -1.158120317 -0.211785143 | 9.228154793 0.017
A_51_P117162 Chx3 -1.15788857 -0.211496421 | 8.154163704 0.011
A_52_P684857 Srekl -1.157536468 -0.211057646 7.48773889 0.031
A_51 P414653 Plvap -1.157349602 -0.210824727 | 7.281910965 0.019
A_51_P220723 B230118H07Rik -1.156497642 -0.209762324 | 11.29227661 0.018
A_52_P599728 Mapla -1.15637329 -0.209607191 | 8.879741631 0.022
A_51_P472241 B9d1 -1.155954668 -0.209084823 | 8.354426648 0.028
A_52_P643359 Prpf4db -1.155920992 -0.209042791 | 6.878477183 0.004
A_51_P230382 Etv4 -1.155903376 -0.209020806 6.50671192 0.004
A_51_P518470 Ttcl4 -1.155824721 -0.208922632 | 7.825806609 0.050
A_52_P545643 Al597468 -1.155723101 -0.208795784 | 8.589480757 0.049
A_51_P465082 Tox3 -1.154392061 -0.207133283 6.95469469 0.011
A_52_P62775 A230057D06RIik -1.154183707 -0.206872871 | 6.706278202 0.022
A_51_P225832 2700097009Rik -1.15381166 -0.206407748 | 7.767983123 0.003
A_52_P474949 Chd1l -1.153804454 -0.206398738 | 6.946662987 0.002
A_52_P629112 NA -1.153633915 -0.206185483 | 9.721524874 0.025
A_51_P250465 Mettl5 -1.153509061 -0.206029337 | 7.628091512 0.038
A_51_P250358 Prpf39 -1.153258833 -0.205716342 | 7.238897488 0.013
A_51_P323620 Thynl -1.152420586 -0.204667337 | 10.76870925 0.040
A_51_P143142 Mrpl12 -1.151943756 -0.204070279 | 10.37611529 0.014
A_52_P197926 Rpl36a -1.151609052 -0.203651035 | 11.18613843 0.005
A_52_P123384 Cibl -1.151598048 -0.203637248 | 8.508748048 0.021
A_52_P431894 Pknox1 -1.151570918 -0.20360326 7.28381146 0.018
A_51_P149818 Srsfll -1.151539284 -0.203563628 8.39055076 0.036
A 51 P212164 Swil -1.151484019 -0.203494389 | 7.144861713 0.008
A_51_P334570 Uba52 -1.151207833 -0.203148313 | 12.04814021 0.044
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A 52 P535012 NA -1.150689624 |  -0.202498747 | 10.69684422 | 0.011
A 51 P131164 Enkur -1.150376736 |  -0.202106405 | 6.160920892 |  0.004
A 52 P599317 Hs6st2 -1.149709553 | -0.201269444 | 9.163054784 |  0.036
A 51 P234544 Azinl -1.149327692|  -0.200790192 | 8.686949975| 0.022
A 52 _P582394 Mrps1l -1.148912395 |  -0.200268797 | 7.752531873| 0.003
A 51 P441091 NA -1.148826638 |  -0.200161107 | 7.669741203| 0.025
A 51 P175988 Htr3a -1.148553902 |  -0.199818565 | 7.241106862 | 0.028
A 52 P241032 NA -1.148395819 |  -0.199619983 | 10.88372322| 0.030
A 52 P112791 Farl -1.147977054 |  -0.199093805 | 8.717351323| 0.021
A 52 P569218 Utrn -1.147713775|  -0.198762897 | 8.968890269 |  0.037
A 52 P595537 Mrpl47 -1.147530392 | -0.198532364 | 6.846736349 |  0.029
A 51 P310821 Hoxa5 -1.147126487|  -0.198024478 | 7.33968386 | 0.003
A 51 _P167535 Fabp3 -1.14666985 |  -0.197450069 | 9.081337825| 0.048
A 51 _P449911 Cnot6 -1.146599841 |  -0.197361984 | 8.663303922| 0.010
A 52 _P212597 Hook1 -1.145862675|  -0.196434156 | 6.872595842 | 0.046
A 51 _P434527 NA -1.145381369 |  -0.195828042 | 6.884036065| 0.006
A 51 P159565 Arhgef9 -1.145339536 |  -0.195775348 | 7.962492736 |  0.033
A 52 P657324 Rnf32 -1.145325922 | -0.195758201 | 7.260343148 |  0.026
A 51 P138141 Angel?2 -1.145210779|  -0.195613155 | 7.871262311| 0.021
A 52 P358963 Hmg20b -1.145059226 |  -0.195422221 | 7.960367765| 0.049
A 51 P117752 Asgrl -1.144747286|  -0.195029144 | 6.874326897 | 0.022
A 51 P225186 Calcrl -1.144346649 |  -0.194524144 | 7.614539416| 0.022
A 51_P509489 Kras -1.144093767 |  -0.194205297 93315898 | 0.027
A 51 P127841 Pdss1 -1.143953697 | -0.194028658 | 7.13265224 |  0.014
A _52_P540045 NA -1.143835914 | -0.193880109 | 6.630440802 |  0.009
A 51 P387379 Tshz3 -1.143809668 |  -0.193847005 | 7.875456841|  0.040
A 51 _P461404 Smarcal -1.143779993|  -0.193809575 | 7.543397144| 0.015
A 52 _P663303 Wdr60 -1.143502738 -0.19345982 | 7.453372878 | 0.032
A 52 P379126 Arhgef9 -1.143497754 |  -0.193453532 | 7.060220831| 0.028
A 51 P299195 Hnmphl -1.142847988 |  -0.192633521 | 9.475976384| 0.034
A 52 P445387 Clka4 -1.142354967 |  -0.192011013 | 9.143354994 | 0.012
A 52 P521507 NA -1.142055676 |  -0.191632985 | 8.67443817 |  0.040
A _52_P249424 Vegfa -1.141763192|  -0.191263459 | 6.696997222 | 0.026
A 52 P376841 NA -1.141575687 |  -0.191026515 | 7.60080186 | 0.032
A_51_P275989 Ccdc107 -1.141368826 |  -0.190765065 | 7.544263402 | 0.013
A 52 P118100 NA -1.14130678|  -0.190686636 | 9.278233725| 0.048
A _51_P482473 Rps17 -1.141225459 |  -0.190583836 | 11.01786759| 0.016
A 52 P212336 2610005L07Rik -1.141170162|  -0.190513931 | 7.527029348| 0.019
A 51 P168459 Ifitm2 -1.141072834 -0.19039088 | 7.008403933 |  0.012
A 52 P286928 NA -1.140983335 -0.19027772 | 7.233407613| 0.018
A 52 P258439 Mau2 -1.140898543 |  -0.190170503 | 6567777278 | 0.027
A 52 P515347 Tusc3 -1.140800802 |  -0.190046901 | 8562399928 | 0.023
A 52 P365741 Cdc3711 -1.140727922|  -0.189954732 | 9.02069311|  0.040
A 52 P623690 NA -1.140140086 |  -0.189211096 | 10.46940575|  0.048
A 51 P128287 2010107E04Rik -1.140044648 | -0.189090327 | 10.52273491| 0.039
A 51 P278353 1700049J03Rik -1.13991826 |  -0.188930376 | 7.610460437 | 0.036
A 52 P313789 Ppmia -1.1396927 | -0.188644877 | 8504791483 | 0.013
A 51 P312348 Krt7 -1.139685396 |  -0.188635631 | 8.335489865| 0.027
A _52_P440627 Nek1 -1.139367632|  -0.188233327 75834734  0.027
A 51 _P479758 Sp4 -1.139173197|  -0.187987108 | 6571375699 | 0.029
A 51 _P476783 Sptan1 -1.138439096 |  -0.187057113| 6.738626692 | 0.047
A 52 P319774 Kcnipd -1.138260998 |  -0.186831399 | 8.697913936 | 0.033
A 51 _P221449 Msi2 -1.138102952 |  -0.186631069 | 6.913747722| 0.043
A 52 P442986 NA -1.137772653 |  -0.186212311| 6.750031137 | 0.027
A_51_P479659 Eif5b -1.137536556 |  -0.185912909 | 8.652556264 | 0.011
A_52_P582309 Nub1 -1.13752296 |  -0.185895665 | 8.594068441| 0.045
A 52 P336171 Gabra2 -1.13635638 |  -0.184415358 | 8.276381988 | 0.046
A 51 P221510 Fama8la -1.136221918|  -0.184244638 | 7.055749484| 0.017
A_51_P485756 Nts -1.135966648 |  -0.183920477 | 8.655311718| 0.015
A 52 P351574 Plch1 -1.135861911|  -0.183787454 | 7.73192567 | 0.025
A 51 P280532 Supt16 -1.135835841 |  -0.183754342 | 7.124089711| 0.045
A 51 P180754 Map2 -1.135718496 |  -0.183605287 | 6.755292906 | 0.022




ANEXOS - 97

Tabela 11. Continuagéo...

A _51_P397426 Timmsb -1.135429029 |  -0.183237532 | 10.8874128] 0.034
A 52 P617817 Hspad -1.135310904 |  -0.183087432 | 6.899260799 | 0.018
A 51 P377237 Kras -1.134782829 |  -0.182416226 | 7.514925485| 0.028
A _51_P474367 Ptges3 -1.134376662 |  -0.181899756 | 9.524373527 |  0.009
A _52_P62530 NA -1.133740219|  -0.181090104 | 6.742489678 | 0.041
A 51 P101777 Herc4 -1.133291335|  -0.180518782 | 7.700700653 | 0.015
A_52_P193440 NA -1.133037374 -0.18019545 | 6.389705636 |  0.040
A 51 _P237752 Purf -1.132909777|  -0.180032971 | 9.298255121| 0.032
A_51_P200134 Snrpg -1.132717812| -0.179788495 | 9.857414773| 0.022
A _51_P420547 Clics -1.132672035 -0.17973019 | 7.044348706 |  0.047
A _52_P380649 Prkrir -1.13261695 |  -0.179660025 | 7.227047511| 0.031
A_51_P348624 Timm10 -1.132454297 | -0.179452828 | 10.60929475| 0.016
A 51 _P118715 Rspryl -1.132313635 -0.17927362 | 7.599444868 | 0.018
A_51_P431046 St8sia3 -1.132039995 |  -0.178924929 | 7.816732027 | 0.040
A _52_P5549 Fam133b -1.131940069 |  -0.178797577 | 7.278076737| 0.014
A 51 _P108478 Mrps18c -1.13191978|  -0.178771717 | 8.685696178 | 0.029
A 52 P26626 Fam92b -1.131819635 -0.17864407 | 7.001057755 | 0.034
A 51 _P507899 Tic8 -1.131746567 |  -0.178550931 | 7.092947536 | 0.021
A_51_P478061 Cadm1 -1.13133589 |  -0.178027325 | 8.931351368 | 0.039
A_52_P287219 Man2a2 -1.130960612 |  -0.177548685 | 9.807215691 | 0.021
A_51_P242399 Krts -1.130757831|  -0.177289987 | 7.34066702 |  0.027
A_52_P346231 Azi2 -1.130485496 |  -0.176942483 | 7.488017217 | 0.039
A_51_P219109 l112rb1 -1.130416563 |  -0.176854509 | 6.479155897 |  0.049
A 52 _P558259 Dtna -1.129930005 |  -0.176233405 | 8.278734924| 0.021
A 51 P153787 Fcfl -1.129861311|  -0.176145694 | 8.250603608 |  0.048
A 51 _P238933 Nudc -1.12977608 |  -0.176036861 | 12.38535303 | 0.014
A 51 _P261107 Ogt -1.129290036 |  -0.175416062 | 8.017240697 | 0.013
A_51_P279997 Slc4a? -1.128860472|  -0.174867178 | 7.198206194 | 0.041
A_51_P249867 Snmp48 -1.128834422|  -0.174833886 | 7.641202008 | 0.013
A _51_P465292 Hnmt -1.128712485|  -0.174678037 | 7.677007035| 0.050
A _52_P67444 Arihl -1.128641495 |  -0.174587296 | 6.722505526 |  0.044
A _52_P544523 Myl4 -1.128505671 |  -0.174413669 | 7.810172012 | 0.043
A _51_P459873 6330411E07RIk -1.128235252 |  -0.174067921 | 6.609988073 | 0.017
A_52_P356093 B3galt2 -1.128047417 |  -0.173827712 | 6.873754357 | 0.047
A _51_P141772 Uhrf2 -1.127862336 |  -0.173590987 | 7.940298257 | 0.048
A_52_P650215 Nop14 -1.127829037 |  -0.173548393 | 6.956401632 | 0.031
A _52_P301223 Brwd1l -1.127594937 |  -0.173248905 | 8.177733988 | 0.026
A_52_P24320 Rpgripll -1.127574666 -0.17322297 | 6.352953219| 0.012
A 52 P573161 Rpl32 -1.127241161| -0.172796197 | 11.75633282| 0.015
A 51 _P416869 Nedd8 -1.127228014|  -0.172779371| 11.24034471| 0.021
A 52 P177161 NA -1.127045364 |  -0.172545586 | 6.888991696 |  0.033
A_52_P306396 Ppp3ch -1.126548559 |  -0.171909502 | 9.126236572 | 0.034
A 51 _P170156 Ndufa5 -1.126499354 |  -0.171846486 | 12.09172294 |  0.030
A_51_P270364 Mmaa -1.126088692 |  -0.171320461 | 9.003559632 | 0.033
A_51_P314521 Smim11 -1.125960242 |  -0.171155887 | 8.74253513 |  0.027
A 51 P337020 Senp? -1.125539285 |  -0.170616413 | 6.592726426 | 0.048
A 51 P280192 Tmem256 -1.125481397 -0.17054221 | 856244029 | 0.010
A_52_P140497 Golga3 -1.125185463 |  -0.170162819 | 7.729240598 | 0.044
A _51_P255565 Smarcad1 -1.125004272|  -0.169930479 | 6.78616172 | 0.012
A _51_P259064 Ube2d3 -1.12461685|  -0.169433567 | 8.978003742 | 0.032
A_52_P402960 B230337E12Rik -1.124329998 | -0.169065538 | 8.001259363 |  0.029
A_52_P124105 Rab14 -1.124016111|  -0.168662714 | 6.459482502 | 0.017
A_52_P270145 Zfp329 -1.123111853|  -0.167501616 | 8.717921823| 0.033
A _52_P533402 Zfp607 -1.122941368 | -0.167282602 | 7.573627007 |  0.049
A _51_P160744 Ndufb3 112273191 |  -0.167013476 | 11.51134416| 0.011
A_51_P353592 Commdé -1.122520927 |  -0.166742342 | 9.225583363 | 0.026
A _51_P110341 Scgb3al -1.122179378 |  -0.166303306 | 7.321426146| 0.037
A _51_P337290 Rps19 1122112696 | -0.166217577 | 7.345320635|  0.045
A _51_P219542 Gnpnatl -1.122014193|  -0.166090926 | 6.887871956 | 0.010
A _52_P522157 Snhg5 -1.121469537 |  -0.165390432 | 8.186611813| 0.035
A_52_P563340 NA -1.121168742|  -0.165003428 | 8.634494808 | 0.026
A_52_P502141 Hectd2 -1.121121184|  -0.164942231| 6.583093709 | 0.014
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A_52_P120842 ManZ1a2 -1.120999606 |  -0.164785772 | 7.28694719] 0.042
A_52_P507310 Mrps24 -1.120948722|  -0.164720283 | 9.183253342| 0.038
A _52_P234910 NA -1.120720925 |  -0.164427071 | 8.326941923 | 0.044
A_52_P451378 Twsgl -1.120450119 | -0.164078424 | 6.664396942 | 0.017
A_51_P159122 Kndcl -1.1202907 -0.16387314 | 6.312034979| 0.033
A_51_P184806 Elmod2 -1.119792076 |  -0.163230876 | 8.024930183 | 0.020
A_51_P321086 Amz2 -1.119679872 -0.16308631 | 8.945840095| 0.014
A_51_P261001 Mtf2 -1.110613552 |  -0.163000855 | 8.366050799 |  0.046
A_51_P336790 Lsm5 -1.110545573 |  -0.162913257 | 7.89845894 |  0.040
A_51_P464149 Fam45a -1.110483135 |  -0.162832795 | 7.785234314| 0.045
A_52_P845245 Gnai2 -1.119297584 |  -0.162593652 | 6.376891738 |  0.005
A_52_P672960 Camk4 -1.119238592 |  -0.162517614 | 7.059889378 | 0.025
A_52_P250578 Fam115a -1.119227028 |  -0.162502707 | 8.424525168 | 0.046
A_52_P412465 Bachl -1.118838087 |  -0.162001271 | 6.877997049 | 0.043
A_51_P129929 Zfp866 -1.118422681|  -0.161465523 | 6.479179738| 0.013
A_51_P501735 Gria4 -1.118155227 |  -0.161120483 | 8.631713842| 0.034
A 51 _P314323 Lsmdl -1.118099038 |  -0.161047983 |  11.198031| 0.021
A_52_P336594 NA -1.117889475|  -0.160777557 | 6.374117543| 0.041
A_52_P394755 Usp45 1117636264 |  -0.160450737 | 6.673656489 |  0.046
A_51_P189905 NA 1117566671 |  -0.160360901 | 9.575172432| 0.037
A_52_P72354 NA 1117411129  -0.160160004 | 8524396252 |  0.049
A_51_P351481 Cenll 1117215751 |  -0.159907819 | 6.966086822 | 0.027
A_52_P396917 EmI5 1117151018 |  -0.159824225 | 6.955258696 | 0.044
A _52_P518434 Hmbox1 1117126718 |  -0.159792842 | 6.443631283 | 0.012
A_52_P406864 Fam179b -1.116854229 |  -0.159440899 | 8.104739275|  0.048
A_51_P205278 Tmem161b -1.116765273 |  -0.159325986 | 6.78426147 | 0.016
A_51_P445555 NA -1.11659476 |  -0.159105691 | 8.503538069 | 0.037
A_52_P661731 2-Mar -1.115040513 |  -0.158260124 | 9.289888234| 0.031
A_51_P320980 Stxnd -1.115660846 |  -0.157898523 | 7.259281687 | 0.019
A_51_P117664 NA 1115217939 |  -0.157325673 | 9.261198344|  0.030
A_51_P482600 Btf3 -1.115207411|  -0.157312054 | 6.600784706| 0.008
A _52_P394111 NA -1.114970277 |  -0.157005251 | 7.804702078 |  0.036
A_51_P128786 4833424015Rik -1.114552468 |  -0.156464533 | 6.908471303| 0.038
A_52_P384392 Tsc22d4 -1.114474201 -0.15636322 | 6.964310559 |  0.040
A_52_P319123 NA -1.114205757 |  -0.156015676 | 7.272787079| 0.044
A_51_P366277 Nol8 -1.113612265|  -0.155247006 | 8.089577351| 0.046
A _51_P199987 Gucyla3 -1.11346624 |  -0.155057816 | 7.86653418 | 0.016
A_51_P407209 Rapgef6 -1.113364242 |  -0.154925654 | 6.98303772| 0.026
A _51_P210350 Slc17a8 1113264582 |  -0.154796509 | 7.60501457 | 0.033
A _51_P274768 Rps25 -1.112331975|  -0.153587425 | 11.81583536| 0.041
A_51_P112662 Sp3 1112273301 |  -0.153511322 | 8.389924807 | 0.038
A_51_P262230 Ggact -1.111944976 |  -0.153085399 | 7.075837091| 0.022
A_52_P348522 NA 1111794145  -0.152880689 | 7.647417009| 0.024
A_52_P551526 NA 1111642746 |  -0.152693217 | 11.25502363| 0.048
A_51_P404077 Fzd2 -1.111605426 |  -0.152644782 | 6.924787524|  0.040
A 52 P369271 Zfp280d -1.111603268 |  -0.152641981 | 6.427820807 | 0.019
A 52 _P941128 NA -1.111032944 |  -0.151901596 | 6.375254795|  0.041
A_52_P260864 Arhgap5 -1.11079821|  -0.151596758 | 8.545378006 | 0.045
A _51_P169567 Nfkbill -1.110769496 |  -0.151550463 | 7.713672879| 0.017
A_52_P78922 NA -1.110707792|  -0.151479318 | 6.891819772| 0.045
A_51_P328963 Ufd1l -1.110171286 |  -0.150782284 | 7.400269793 | 0.041
A_52_P603740 Fbx033 -1.110026698 |  -0.150594376 | 8.469628196 | 0.024
A_51_P132715 Rpl35 -1.110020318 |  -0.150586084 | 11.28489099 | 0.035
A 52_P571350 H19 -1.110002205 | -0.150562543 | 6.604468102 |  0.050
A_52_P795474 NA -1.109813337 |  -0.150317046 | 6.15317776| 0.049
A_52_P98452 Hadh -1.109672129 |  -0.150133471 | 7.165618389| 0.032
A _51_P192783 Ccdc167 -1.108947942 |  -0.149191641 | 7.292610655| 0.017
A_51_P391871 N4bp2I2 -1.10894480 |  -0.149187671 | 6.377034096| 0.031
A_51_P142046 OxId1 -1.108649576 |  -0.148803428 | 8.01767977 | 0.026
A _52_P531175 Fkbp3 -1.108627065 |  -0.148774133 | 11.07716807 | 0.024
A 52 _P268134 NA -1.108155129 |  -0.148159857 | 8.678044607 | 0.038
A_52_P181394 NA -1.108077128 |  -0.148058304 | 6.631019465|  0.029
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A_52_P65286 Lrpb -1.107814826 |  -0.147716752 | 6.200877347| 0.017
A 51 P142113 Bloclsl -1.1077389 -0.14761787 | 9.235167829 |  0.021
A 51 _P197378 Atgl2 -1.107035334 -0.14670127 | 9.569618758 |  0.043
A_51_P202623 Mterfd3 1106216114 |  -0.145633263 | 8.46354557 |  0.047
A_51 _P396708 Med21 -1.106035721 -0.14539798 | 8.280716498 | 0.026
A_52_P6404 NA 1105915799 | -0.145241548 | 6527462943 | 0.024
A 51 _P321579 NA 1105779274 | -0.145063436 | 8.187156138 | 0.050
A_52_P350301 NA 1105292544 | -0.144428267 | 10.64091028 | 0.032
A_52_P654604 NA -1.104819866 |  -0.143811166 | 6.703490344 | 0.041
A_51_P199435 NA -1.104334638 | -0.143177407 | 7.150255652 |  0.033
A _51_P416152 Cartpt -1.104106905 | -0.142879868 | 8.195193478 |  0.023
A_51_P361788 Vapa -1.104050081 |  -0.142805616 | 11.05622746 | 0.037
A_52_P571403 Minos1 -1.103806755 -0.14248762 | 10.7645778 |  0.048
A_51_P475891 Trnaulap -1.103000591 |  -0.141433564 | 9.397044645|  0.039
A_51_P495171 Pbdcl -1.102627602 |  -0.140945621 | 8518711896 | 0.048
A_51_P488718 Zfand2b 1102192024 |  -0.140375593 | 8570420153 | 0.034
A 52 P259184 Gabral -1.102105556 | -0.140262407 | 6.665881199 |  0.041
A 51 P155323 Hc -1.102016325 | -0.140145595 | 6.740694593 | 0.031
A_52_P97417 Tubgcp5 -1.101040681 |  -0.140046563 | 7.46326058 | 0.031
A _51_P279851 Dhps -1.101907502 | -0.140003124 | 8.308375939 | 0.032
A _51_P240363 Zfpd22 1101701647 |  -0.139733578 | 7.388672193 | 0.026
A_52_P6070 Evalc -1.101438499 | -0.139388942 | 6.330738854 | 0.036
A _52_P268549 Rhnol -1.101304155 |  -0.139212963 | 8.608618827 | 0.042
A_52_P269461 NA -1.100956093 | -0.138756935 | 7.262276347 |  0.041
A_51_P478952 N4bp2I1 -1.100656572 | -0.138364388 | 6.767365186 |  0.049
A 51 _P505719 DmxIL -1.099902032 | -0.137375029 | 6.856463502 | 0.044
A_52_P565940 Nsd1 -1.099248296 | -0.136517296 | 7.128536928 | 0.042
A_52_P556602 NA -1.099201214 | -0.136455503 | 6.325764589 | 0.020
A_51_P214449 Polr2k -1.098881595 |  -0.136035944 | 9.111412629 | 0.046
A_52_P338479 NA -1.098712963 |  -0.135814533 | 6.536879175| 0.046
A 51 P218814 Rpl22I1 -1.09819815 |  -0.135138387 | 11.44585856|  0.049
A _51_P222543 NA -1.097690029 | -0.134470716 | 7.555384042 |  0.024
A_52_P537907 Tsgal0 -1.097628212 |  -0.134389468 | 6.536712541| 0.039
A_52_P3754 Immp1l -1.097620387 |  -0.134379183 | 7.381037942| 0.022
A_51_P147064 1600014C23Rik -1.097246025 |  -0.133887043 | 6.270034354 | 0.028
A_52_P405340 Fert2 -1.097179756 |  -0.133799908 | 6.29719653 | 0.019
A_52_P463578 Mphosph10 -1.097079842 | -0.133668525 | 7.295727259 | 0.043
A_51_P369381 Slc18b1 -1.096776301 |  -0.133269303 |  7.0553129 | 0.020
A 51 P372312 Mrpl54 -1.096614601 |  -0.133056587 | 9.302238176 |  0.027
A 51 _P129360 Pthih -1.0962087 -0.13252249 | 6502875347 | 0.033
A _52_P303041 Tma? -1.09593566 |  -0.132163104 | 10.92822357 | 0.028
A _52_P316405 NA -1.095709555 |  -0.131865426 | 9.710049097 |  0.043
A _51_P201254 NA -1.095364592 -0.13141115 | 7.094563271| 0.045
A _52_P527637 Stx1b -1.095030496 | -0.130971049 | 6.832131343 | 0.032
A_52_P210206 Vepipl -1.094833536 | -0.130711532 | 6.752396363 | 0.020
A_52_P418014 Aktl -1.09453199 -0.13031412 | 6.227028651 |  0.015
A_51_P101719 Ttcl4 -1.094114598 | -0.129763855 | 7.526738438 |  0.036
A_52_P345548 Pcdhad-g -1.093925751 -0.12951482 | 6.606730645 | 0.044
A_52_P91346 Mierl -1.093535443 | -0.128999981 | 7.27884576 | 0.023
A_51_P253633 Mrps9 -1.093166185 |  -0.128512738 | 8.645612409 | 0.027
A 51 P315754 Dis3 -1.09312456 |  -0.128457803 | 7.345996076 | 0.041
A_52_P14938 NA -1.092919017 |  -0.128186505 | 6.567186009 | 0.042
A_52_P294174 U2surp -1.092490445 | -0.127620662 | 7.005546833 | 0.048
A_51_P227962 Dynirb2 -1.092444771 | -0.127560345 | 7.429798654 |  0.049
A_51_P520857 Gm12060 -1.092080927 |  -0.127079769 | 10.94865332 | 0.036
A_52_P521710 Dph3 -1.091101509 |  -0.125785326 | 8.63337876 | 0.042
A_51_P519276 Ndufb? -1.09107238 | -0.125746811 | 11.78595956 | 0.045
A_51_P312175 Tnks -1.090685602 |  -0.125235295 | 6.303073861| 0.036
A_51_P100099 2610002J23Rik -1.090125398 | -0.124494099 | 8.637492437 | 0.047
A_52_P642012 BC006965 -1.088931928 |  -0.122913771| 6.252032412| 0.031
A 52 _P617020 Ap3sl -1.088312059 -0.12209229 | 8.590108507 |  0.037
A_52_P65506 Cxxcd -1.088084621 -0.12179076 | 7.329018387 |  0.040
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A_51_P118720 Rspry1 -1.087540891 |  -0.121069646 | 7.374478486| 0.038
A_52_P371063 lqcc -1.086058134 | -0.119101329 | 6.179235334 |  0.040
A_52_P411780 Hdac9 -1.085216602 | -0.117983024 | 6.560549142 |  0.045
A_52_P641597 Zc3h7a -1.084139537 | -0.116550455 | 642105274 | 0.047
A_52_P660400 Grikl -1.083795054 |  -0.116091968 | 6.230069066 |  0.045
A_52_P315280 Nktr -1.083427169 |  -0.115602174 | 6.494034388 | 0.044
A_51_P193682 1700012B09RIk -1.081634369 |  -0.113212899 | 6.216830517 | 0.044
A_51_P419226 S100a14 -1.080749037 |  -0.112031551 | 6.429996868 |  0.049
A_51_P300506 Cox6b2 -1.079776027 | -0.110732092 | 6.46165825 |  0.047
A _51_P121288 MKks -1.079581097 | -0.110471621| 6.425789597 |  0.049
A_52_P160057 Gm3373 -1.07862991 | -0.109199944 | 6.798656392 |  0.048
A_51_P371091 Resdl -1.075768072 |  -0.105367077 | 7.178465589 | 0.047
A_52_P241742 2010003002Rik -1.075433766 |  -0.104918675| 6.868355907 | 0.046
A_51_P443359 Trappc2l -1.07225045 |  -0.100641922 | 9.375651696 | 0.049
A_52_P328304 Plekhg3 1.074845567 0104129380 | 8.724389267 | 0.040
A_51_P354572 Rab35 1.079370648 0.110190361 | 9.932712757 | 0.048
A 52 _P462013 Cin8 1.080872673 0.112196583 | 6.324714826 |  0.045
A 51 _P276599 AU040320 1.082183015 0.113944503 | 8.977725945 |  0.045
A _52_P185343 Gnal3 1.083176563 0115268429 | 6.707743059 |  0.039
A_52_P663030 Mrpl44 1.083310782 0.115447185 | 6.755086607 |  0.047
A_52_P609965 Zmyndi1 1.084770461 0117389798 | 7.425021078 | 0.026
A _51_P350214 Amz2 1.085446437 0.118288535 | 8.273693758 | 0.034
A_52_P89756 NA 1.08554957 0.118425606 | 6.09174633 |  0.049
A 52 _P219314 Vasp 1.085979828 0.118997305 | 6.191494745 |  0.040
A_52_P502754 Ampd3 1.086106354 0.119165382 | 6.214847128 |  0.046
A_52_P406459 Ndufaf7 1.086550457 0119755171 | 6.589461743| 0.047
A_52_P209101 Abl1 1.086597171 0119817196 | 6.150424942 | 0.037
A_52_P287917 Dcaf10 1.087726345 0121315642 | 6.501916875| 0.046
A_51_P497463 Dedd 1.08775234 012135012 | 6538923458 | 0.044
A 51 _P249824 Smapl 1.088406698 0122217741 7.641717001| 0.032
A_51_P294169 Cdc40 1.089169158 0.123228035 | 6.353890149 | 0.026
A_51_P432764 Sirpa 1.089234569 0.123314674 | 6.935133305 |  0.039
A_51_P343556 Cav3 1.089254257 0123340751 | 856353141 | 0.048
A _51_P197321 Clta 1.089952507 0124265273 | 11.71983554 | 0.040
A_51_P471219 6430571L 13RIk 1.090323421 0.124756143 | 6.156327161 | 0.026
A_51_P307316 Sydel 1.090787119 0125369560 | 7.674658375|  0.030
A_51_P362013 Rexol 1.091086186 0125765066 | 6.136942913 | 0.025
A_51_P277416 Fam3c 1.091569808 0126404397 | 6.653816368 | 0.028
A 52 _P605455 Eef2 1.091708052 0.126587098 | 6.280930294 |  0.031
A 52 P331883 Gng? 1.091750158 0.12664274 | 6.620249487 |  0.022
A 51 _P217227 NA 1.091866751 0.126796803 | 9.063525026 | 0.038
A _52_P182659 Cs 1.09223779 0127286979 | 11.82514444 | 0.048
A _51_P458852 NA 1.092608686 0127776797 | 7.708528948 | 0.033
A _52_P363452 NA 1.09311703 0.128447865 | 6.148117448 | 0.037
A_52_P63343 Gm129 1.093885084 0.129461187 | 6.396783076 | 0.035
A_52_P403764 4930402H24Rik 1.093987125 0.12959576 | 6.274451465 |  0.030
A_51_P299339 KIf15 1.094648289 0.130467406 | 6.18907059% |  0.016
A_52_P402786 Prom1 1.095459724 0.131536442 | 6.231700032 | 0.037
A_51_P450459 NA 1.096293556 0132634163 | 6.22587471| 0.046
A_52_P350519 H2-Bl 1.096546899 0132967518 | 6.204115859 | 0.031
A_52_P499980 Pias3 1.09717176 0.133789395 | 6.634089328 |  0.047
A_52_P449130 Ppfial 1.097293269 0.133949161 | 6.306298111| 0.050
A_51_P485688 Cdh6 1.097309555 0.133970572 | 6.120553931 | 0.018
A_51_P348636 Osbp2 1.097425947 0.134123591 | 6.981990127 |  0.027
A_52_P592639 Gabbrl 1.097844674 0.134673953 | 6.567879722 | 0.047
A_52_P141715 Dtna 1.099238147 0136503976 | 6.852638435 |  0.040
A_52_P56658 Emc3 1.09925861 0.136530833 | 8.875616115| 0.047
A_51_P233825 Akap1l 1.099660991 0137058831 | 6.133542574 | 0.032
A_51_P157554 Brd7 1.099893325 0137363609 | 7.152975938 | 0.016
A_51_P488383 NA 1.100110087 01376479 | 6.341436564 | 0.015
A 52 P229709 Ube2d3 1.10043719 0.138076802 |  7.1318966 |  0.036
A _51_P240864 Sppl3 1.10085857 0.138629135 | 11.29138574 | 0.028
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A_52_P240470 Aplar 1.10153889 0.13952043 | 6.65183317 | 0.040
A _51_P503542 Zfp4l4 1.10185091 0.139929027 | 8.310225182 |  0.029
A _51_P141860 Fbxwill 1.101948482 0.140056777 | 10.65785558 |  0.024
A _51_P231587 NA 1.102257452 0.140461231 | 8.059958558 | 0.025
A _51_P484671 Adcy3 1.102810019 0.14118428 | 6.411605001 | 0.043
A _51_P244543 2610507B11Rik 1.102973418 0.141398022 | 6.545891297 | 0.019
A _51_P174396 Aifm1 1.103033389 0.141476462 | 6.666217725| 0.038
A _51_P268439 Mcam 1.103476698 0.142056165 | 8.889993641| 0.044
A _51_P360622 Elmod3 1.104457336 0.14333769 | 7.301709316 | 0.033
A _52_P205991 Gnbl 1.104753611 0.143724647 | 7.833774244| 0.034
A _51_P518298 RNf187 1.104872083 0.143879351 | 11.29893997 | 0.015
A_52_P518014 Snrpa 1105127435 0.14421274 | 6506555053 | 0.036
A_51_P148093 Ptprm 1.105345654 0.144497587 | 6.771787448|  0.040
A_51_P200291 Golga3 1105408243 0.144579276 | 7.028348125 | 0.040
A _52_Pa42414 Dclk3 1.105456029 0.144641642 | 6.439849389 | 0.023
A_52_P397012 Tars 1.10547652 0.144668383 | 6.849314237 | 0.020
A 52 _P413161 Cdyl2 1.105830109 0.145129758 | 6.520071169 | 0.014
A 52 _P481793 Snx2 1.106009436 0.145363695 | 6.476206454 |  0.048
A 51 P138548 Hmgb3 1106067611 0.145439577 | 9.536955256 |  0.020
A 52 P11441 Rab6b 1106139542 0.145533396 | 12.48482909 | 0.045
A 52 _P654021 Tex261 1.106362187 0.145823755 | 6.996266347 |  0.040
A 52 P539161 Rdh1l 1.106377046 0.145843131| 7.77415424| 0.024
A 51 _P435239 Asapl 1106517438 0.146026188 | 7.949961165| 0.016
A _52_P571591 Ash2l 1.106768984 0.146354119 | 7.049520068 | 0.023
A _52_P650325 Slc35el 1.106840356 0.146447151 | 6.887779643 | 0.042
A _51_P160576 Brsk2 1.107190206 0.146903087 | 10.39163179| 0.024
A _52_P189838 Dennd4b 1.107515331 0.14732667 | 6.271937808 | 0.018
A _51_P345362 Arhgefll 1.107661934 0.147517628 | 7.198399673| 0.038
A_52_P243599 Hsd17b12 1.107836178 0.147744557 | 8.612384619| 0.046
A _52_P514336 Trappcll 1.10792611 0.147861669 | 6.306906723 |  0.020
A _51_P496054 Zcchcld 1.108056922 0.148031996 | 6.836938856 | 0.048
A _52_P228398 Eif4h 1108246844 0.148279255 | 11.9078686 |  0.030
A _52_P269384 1110018GO7Rik 1108641223 0.148792559 | 6.949800375 | 0.026
A_51_P205968 Snx15 1.10872578 0.148902589 | 8.114142337 | 0.042
A _51_P152685 PcnxI2 1.10908757 0.149373281 | 10.50605021 | 0.032
A _51_P169087 Gls2 1.109368847 0.149739118 | 9.441828051 | 0.049
A _52_P647919 Usf2 1.10943272 0.14982218 | 7.310735654 | 0.027
A_51_P124505 lars 1.109834577 0.150344656 | 6.983598517 | 0.026
A 51 _P407193 Clpl 1.109876129 0.15039867 | 6.61868473 |  0.031
A 52 P235108 Vps35 1109903125 0.15043376 | 6.363927004 |  0.027
A 52 _P362670 Adam15 1.110114247 0.150708159 | 6.480436232| 0.036
A 51 _P348804 Amotl2 1.11058853 0.151324401 | 6.920160155| 0.019
A 51 _P418375 Jam?2 1110610412 0.151352827 | 8.339137139| 0.031
A 51 _P502964 Tmem63a 1110846814 0.151659883 | 9.860320801| 0.037
A 52 _P213402 Dhx34 1110900118 0.151729108 | 7.004367153 |  0.050
A _52_P556111 4933426 M11Rik 1.11119915 0.1521174 | 6.874908138 | 0.028
A _52_P554267 113 1111276368 0.152217652 | 8.908769749 |  0.029
A_52_P550932 H1f0 1.111319962 0.152274245| 6.33807284| 0.035
A_52_P375598 Rail 1.111371596 0.152341275 | 7532924715 0.048
A _51_P322871 Sh3bp4 1.111601282 0.152639404 | 6.486139611| 0.038
A _52_P618173 Limch1 1.111645973 0.152697404 | 6.72453328 |  0.027
A_52_P496935 Armc9 1111757431 0.152842048 | 6.123551371| 0.032
A _51_P362104 Enpp5 1.111985129 0.153137494 | 9.443317416| 0.016
A _51_P246705 Nop14 1112068175 0.153245235 | 7.760103674 |  0.030
A _52_P637440 Hnrmpal 1.112350055 0153610873 | 6.470506877 | 0.023
A 51 _P112817 Cyp27al 1112476943 0153775435 | 6.595949261 | 0.014
A _52_P642879 Fbxo21 1.113100585 0.154583968 | 6.474777717| 0.020
A _51_P235311 Rpl13a 1113422914 0.155001679 | 11.32338739 | 0.033
A _51_P345714 Tsc2 1.113495066 0155095166 | 9.851366432 | 0.015
A _52_P617963 FbxI5 1.113593869 0.155223173 | 7.451766848 | 0.033
A 51 _P120201 Eif5a 1.113666874 0.15531775|  9.7935341| 0.037
A 52 P141662 Tcf3 1114212837 0.156024842 | 6.306202024 | 0.011
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A_51_P177897 Ube2i 1.114220123 0.156034276 | 8.704414861 0.035
A_52_P423357 Yipf3 1.114225672 0.156041461 | 7.307855458 0.034
A_52_P477369 Csnkid 1.115217081 0.157324564 | 6.479358252 0.020
A_51_P110395 NA 1.115756156 0.158021766 | 8.722675181 0.048
A_52_P626772 11f3 1.115963052 0.158289262 | 6.268754905 0.042
A_51 P395753 Chpl 1.116002018 0.158339636 | 6.508111456 0.040
A_51 P135137 St3gal4 1.116069605 0.158427005 | 6.339179185 0.014
A_51_P440242 Pogk 1.116072262 0.15843044 | 6.848786323 0.050
A_52_P479179 Cnot8 1.116195941 0.158590306 | 6.520145163 0.017
A_52_P577329 Tmem88b 1.116294275 0.158717398 | 7.211900491 0.044
A_52_P262275 Atxn2 1.116475256 0.158951278 | 6.487777211 0.036
A_51_P510817 Camk2d 1.11683154 0.159411589 | 7.710745461 0.022
A_51_P296100 Rhot2 1.116977524 0.159600156 | 10.31023738 0.024
A_52_P455494 Mo6pr 1.117470707 0.160237013 | 9.777131018 0.014
A_51_P148122 Klhdc3 1.11794938 0.160854866 | 10.37061138 0.016
A_52_P584293 Atrnll 1.118031165 0.160960403 | 7.517652684 0.039
A_51_P444264 Rtnl 1.118483243 0.161543642 | 12.77543104 0.036
A_51_P342805 Ptpru 1.118611046 0.161708482 | 6.490887082 0.046
A_51_P186469 Sik3 1.119177248 0.162438539 | 9.426800784 0.031
A_51_P191601 2510039018Rik 1.119429766 0.162764015 | 8.968631457 0.017
A_51_P268186 8430419L09Rik 1.119601794 0.162985704 | 6.429217002 0.025
A_51_P201609 Rnf26 1.119718136 0.163135612 | 9.328969929 0.019
A_51_P480290 Caszl 1.119840491 0.163293251 | 6.702098702 0.047
A_51_P394244 NA 1.120201025 0.163757653 | 8.129164533 0.036
A_52_P119393 Mta3 1.120278683 0.163857665 | 7.691457466 0.031
A_52_P684037 Ncaml 1.120311557 0.163899999 | 6.900869778 0.027
A_52_P108845 NA 1.121459483 0.165377498 | 10.59249146 0.035
A_51_P211980 Rgs3 1.121768955 0.165775563 | 7.818307708 0.049
A_52_P649170 Lonp2 1.122376423 0.166556608 | 6.703129849 0.024
A_52_P359381 Ptk2 1.122448682 0.166649487 | 6.576183429 0.007
A_51_P492676 Sardh 1.122887646 0.167213582 | 7.271018883 0.020
A_51_P183853 Polr2m 1.12293452 0.167273804 | 11.39948734 0.022
A_51_P156434 Slc25a33 1.123132817 0.167528545 | 8.169457531 0.038
A_51_P106373 Sdhc 1.123250615 0.167679852 | 8.833325301 0.046
A_51_P443723 Slc35c1 1.123267718 0.167701818 | 8.922965361 0.042
A_51_P406346 Magil 1.12343703 0.167919262 9.24735644 0.049
A_52_P396884 2010300C02Rik 1.123577869 0.168100113 | 6.617044305 0.033
A_51_P155675 Selll 1.123846049 0.168444421 | 6.773810229 0.016
A 51 P504114 Atplla 1.123928502 0.168550262 | 6.699161635 0.012
A 51 _P466371 Pitpna 1.123992925 0.168632954 | 11.31361445 0.020
A_51_P511112 H1f0 1.12414548 0.168828753 | 6.129136432 0.007
A_52_P226407 NA 1.124190678 0.168886757 | 7.523447234 0.030
A_52_P48398 Rnf4l 1.124387783 0.169139683 | 6.703316546 0.029
A_52_P350477 Mcfd2 1.124454791 0.169225658 | 6.478067284 0.033
A_51_P114049 Tmem109 1.124887031 0.169780123 | 10.47014261 0.007
A_51_P308557 Ncln 1.125174941 0.170149328 | 6.799718438 0.032
A_52_P231691 Whnt7b 1.125271429 0.170273039 | 7.096599672 0.039
A_51_P209225 Tada3 1.125294695 0.170302868 | 7.316398415 0.038
A_52_P652212 Psmd14 1.12551193 0.170581348 | 9.217721691 0.037
A_52_P686136 Prrc2b 1.125598596 0.170692434 | 11.14412105 0.032
A_52_P517247 lgsec3 1.125987408 0.171190694 | 10.69669669 0.020
A_51_P224564 Ppm1f 1.1262665 0.171548242 | 10.40960359 0.044
A_52_P166952 Ppp2r5c 1.126394482 0.171712172 | 7.211759286 0.015
A_52_P676956 Tirap 1.126692084 0.172093292 | 6.634590226 0.048
A_52_P268104 NA 1.126721864 0172131425 | 11.58491122 0.048
A_52_P235631 Herc2 1.126797792 0.172228642 | 7.196672255 0.021
A_51_P223776 Nrldl 1.126809581 0.172243736 | 6.762205871 0.044
A_52_P925246 NA 1.126822118 0.172259787 6.58284719 0.014
A_51_P432420 Azil 1.127016193 0.172508244 8.70048172 0.049
A_51_P491470 Ddx47 1.12705668 0.172560071 | 7.828382946 0.017
A_52_P404403 Xrn2 1.127086314 0.172598004 | 6.693411198 0.018
A_51_P219918 Tmem125 1.127219954 0.172769055 | 9.930818426 0.027
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A_52_P427024 Ldir 1.12767559 0173352092 | 9.818374578 | 0.018
A_52_P45606 2510003E04Rik 1127775198 0.173479521 | 7.121195521 | 0.021
A_52_P555688 Trappcl2 1.127962933 0.173719658 | 7.697783533 |  0.047
A_52_P261322 Tancl 1.128613811 0174551909 | 6.322691302 | 0.013
A_51_P282630 Pacsin3 1.128969963 0175007103 | 10.7330216 | 0.014
A 51 _P427934 NA 1.129007659 0175055274 | 9.220337571| 0.028
A _52_P442234 H1f0 1.129056312 0175117443 | 7.303514424 | 0.046
A_52_P677822 Tmem5 1.12906582 0175129592 | 7.12998297 | 0.035
A_52_P314548 Zbtb9 1.129364531 0175511228 | 6.293921069 | 0.011
A_52_P589065 Mbtps1 1.129643135 0.175867084 | 6.948566522 |  0.037
A_52_P566406 Xpc 1.130073372 0.176416446 | 6.971880299 |  0.019
A_51_P177984 Itfg3 1.130116017 0176470886 | 8.959151932 | 0.038
A_52_P390241 Daam? 1.130196612 017657377 | 7.288839547 |  0.040
A_52_P588539 Snapin 1.130364456 0.176788006 | 7.286397584 | 0.050
A_52_P666930 Thra 1.130442779 0.176887967 | 8.498349989 | 0.015
A_52_P264902 Dnajc3 1.130447379 0.176893838 | 7.337873783| 0.015
A 52 _P42976 Gorasp2 1.130570307 0.177050712 | 6.638937863 |  0.040
A 52 P582424 9130221H12Rik 1.13075344 0.177284385 | 6.610378957 |  0.022
A _51_P269375 Ankl 1.130754168 0177285314 | 10.95866071| 0.008
A_52_P335606 Primal 1.131085366 0177707818 | 6.241020031| 0.041
A _51_P462533 Syt7 1.131330461 0.178020402 | 9.38730707 |  0.010
A _51_P295708 Ints1 1.131563156 0178317109 | 855109635 0.010
A_52_P18299 Chds 1.131913006 0.178763083 | 8.340713815|  0.027
A_52_P173197 Dusp? 1.131953819 0.178815101 | 9.693120086 |  0.032
A_52_P317040 Edem?2 1.132295456 0.179250457 | 6.687256878 |  0.014
A 51 P371311 Siclad 1.132300827 01792573 | 6.955530778 |  0.007
A_52_P600038 Dlgap4 1.132433495 0179426327 | 7.394538009 |  0.049
A_51 _P277270 Rbmx 1.132581227 0179614522 | 7.232181018| 0.041
A_52_P587441 Ctnnd2 1.13270744 0179775284 | 6.44341534|  0.005
A 51 _P126327 Otud7a 1.132770215 0179855237 | 9.267535274| 0.012
A_51_P506093 Clip3 1.132914454 0.180038928 | 7.577588645 | 0.043
A_52_P89425 Pent 1.133698829 0.181037434 | 8.184797144 |  0.020
A_52_P837662 2310057 M21Rik 1.13388238 0181270994 | 7.710400845 | 0.045
A_51_P236287 Safb 1.134142042 0181601338 | 7.292491909 | 0.013
A_52_P393056 Wdr77 1.134795008 0182431709 | 6.669209389 | 0.017
A_51_P333869 Ndnl2 1.134926484 0182598848 | 7.35824496 | 0.045
A_51_P115027 Afg3I2 1.135108892 0.182830704 | 7.330057553 | 0.022
A_52_P291924 Ncam1 1.135201607 0.182948536 | 6.762130937 | 0.031
A 52 _P85403 Hexim1 1.135234144 0.182989886 | 9.670585563 |  0.041
A 51 P167452 Snap47 1.135688603 0.183567314 | 12.95830835|  0.010
A _52_P461292 Oazl 1.135721647 0.18360929 | 11.00529986 |  0.031
A _51_P495641 Stmnl 1.135953002 0.183903262 | 13.41739608 | 0.049
A 51 _P185259 Gnb5 1.136004849 0.183968992 | 7.637153097 |  0.024
A 52 P101184 Fbxw?7 1.136196511 0.184212378 | 7.370155619 | 0.045
A _52_P654130 Oaz2 1.136492068 0.184587616 | 10.38852691 | 0.028
A_51_P426739 Gpt 1.136676579 0.184821819 | 8.102788065 |  0.037
A_52_P371946 Eif6 1.136708609 0.184862472 | 7.492676483 |  0.048
A_52_P438188 ltsn1 1.137100353 0185359583 | 7.745986044 | 0.027
A_51_P360836 Txnlda 1.137222526 0185514582 | 10.78216018 | 0.049
A_52_P43111 RNf7 1.137954042 0186442293 | 9.731879819| 0.029
A 51 P166394 Aplsl 1.138087258 0.186611175| 11.99170496 | 0.032
A_51_P505472 Ece2 1.138267749 0.186839956 | 6.907214197 | 0.028
A_52_P121960 NA 1.138672457 0.187352811| 12.10637858 | 0.019
A_51_P161429 Snx11 1.138844118 0.187570288 | 6.644501191 |  0.034
A_52_P571707 Extl3 1.138877958 0.187613156 | 9.260331961| 0.018
A_52_P421417 Vps36 1.139058052 0.187841276 | 7.192359292 | 0.042
A_51_P114062 Ncs1 1.139124504 0.18792544 | 9.920641759 |  0.008
A_52_P180972 NA 1.139167978 0.187980498 | 11.67912301| 0.034
A_51_P177819 Rnf114 1.139620856 0188553920 | 7.117737618| 0.043
A_52_P656434 Dirc2 1.139735388 0188698913 | 7.349022929 | 0.045
A 52 P271910 Pip5kic 1.139789408 0.188767291 | 7.158870465 |  0.008
A 52 P331523 Brd9 1.139813319 0.188797557 | 7.134700477 | 0.049




ANEXOS - 104

Tabela 11. Continuagéo...

A _51_P180629 Cdc42epl 1.140070799 0.18912342 | 7.241301633| 0.049
A _52_P256569 Dbndd?2 1.140115961 0.189180568 | 10.20304748 |  0.019
A _51_P466221 Amhr2 1.140586443 0.18977579 | 6.875807386 | 0.028
A _51_P372418 Zfp706 1.140776466 0.190016124 | 9.818627116| 0.014
A_52_P409833 Plat 1.140871487 0.190136289 | 7.356037008 | 0.047
A_52_P628455 Ewsrl 1.140876203 0.190142253 | 6.704731354| 0.044
A _52_P445969 2810407C02Rik 1.140942489 0.190226073 | 10.43367832| 0.045
A _52_P261562 Cpsf3 1141121311 0.19045217 | 7.986718982| 0.048
A _52_P277854 Snrpb 1141151214 0.190489976 | 7.216260222 | 0.046
A 51 _P329413 Pomgntl 1.141347816 0.190738508 | 7.965141203 | 0.043
A 52 P614762 Bad 1.141711315 0.191197907 | 6.192458963 | 0.015
A_51_P164495 Ddal 1.141738561 0.191232335 | 8561897087 | 0.037
A_51_P259555 Gpatch3 1.141772981 0.191275828 | 6.77665869 | 0.039
A _52_P16877 Tmce3 1141791112 0.191298737 | 7.144883866| 0.016
A_51_P223404 Plin3 1.141868248 0.191396198 | 9.887244318| 0.050
A_52_P548940 Trimil 1.141963533 0.191516582 | 6.963976242 | 0.044
A 52 _P244572 Map4 1.142101256 0.191690563 | 9.993405114 | 0.044
A 52 _P572447 Agpats 1.142380379 0.192043106 | 7.867659843 |  0.048
A 51 P372874 Dpf2 1.142503371 0.192198422 | 8.935103264| 0.008
A 51 _P504423 Cryab 1.142818573 0.192596389 | 8.151804827 | 0.036
A 51 _P303675 Slc18a3 1142911842 0.192714126 | 6.591296337 | 0.026
A 52 P323315 Tmem151a 1143252714 0.193144345 | 11.19914198| 0.037
A 51 _P282297 Naall 1.143271968 0.193168641 | 7.047316181| 0.015
A _51_P186899 Eginl 1.143286816 0.193187378 | 6.50055583 | 0.013
A _51_P346704 Sox10 1.143867065 0.193919399 | 8578256609 | 0.047
A_52_P436700 Gltp 1.143975423 0.194056057 | 7.606117421| 0.046
A 52 P572178 D130043K 22Rik 1.144040615 0.194138271| 7.351021421| 0.045
A_52_P79038 Scafl 1.144323212 0.194494596 | 6.87840611| 0.029
A _51_P275679 Rassf5 1.144456545 0.194662685 | 6.896057887 | 0.022
A _51_P100034 Mifdgd 1.144525976 0.194750207 | 8.95934031| 0.006
A_52_P360515 Celsr2 1.144941991 0.195274505 | 7.908645083 | 0.026
A _52_P515036 Htatip2 1.14515175 0.19553879 | 6.624820389 |  0.031
A _51_P391996 Pgd 1.145521342 0.196004337 | 7.271859204 | 0.039
A _51_P296292 Nono 1.145797402 0.196351971 | 9.912466055 | 0.038
A _52_P353038 Trim26 1.146197592 0.19685577 | 6.471670401| 0.045
A_51_P404875 Synm 1.146566635 0.197320202 | 9.786758827 | 0.023
A_52_P258194 Crtacl 1.146508138 0.197359841 | 10.17267622| 0.042
A_51_P470769 Pcdhgad 1.146657556 0.197434601 | 9.961377535| 0.034
A 51 _P271425 Lhfpl4 1.147008233 0.197875747 | 10.92328535|  0.024
A 52 _P143287 Itgh4 1.147053018 0.197932076 | 9.875413684 |  0.040
A 51 P108334 Slc25a4 1147272572 0.198208192 | 11.83070248| 0.017
A 51 P338615 Adprh 1.147599012 0.198618631 | 8.254766377 | 0.041
A 51 P140211 Ndufv3 1.147659596 0.198694791 | 7.374100818| 0.042
A 51 _P144926 Cops8 1147793872 0.198863577 | 8512223081 | 0.030
A 51 P218953 Zfp536 1.14781902 0.198895186 | 9.910549559 |  0.037
A _51_P288839 Otuds 1.147875531 0.198966213 | 7.856260159 | 0.012
A _52_P136808 Dtymk 1.147888565 0.198982594 | 8.04111123| 0.019
A _51_P188845 Adoral 1.147960954 0.199073572 | 6.740744045| 0.019
A_52_P366105 Tmem55b 1.148356521 0.199570613 | 8.346954629 | 0.035
A_51_P432544 H2-T22 1.14841811 0.199647987 | 6.949584692 | 0.047
A _51_P269652 Slc25a3 1.148565535 0.199833177 | 10.81387581| 0.040
A _51_P136277 Csnkld 1.148645828 0.199934028 | 7.062697445| 0.012
A _51_P215496 NA 1.148738853 0.200050862 | 8.605412639 | 0.045
A _52_P194805 Zfp706 1.148746338 0.200060263 | 8.509043151 |  0.018
A _52_P226788 Rogdi 1.148753799 0.200069632 | 7.343010749 | 0.035
A _51_P335350 Ankrd40 1148928474 0.200288987 | 8.603773449 | 0.017
A_52_P315988 Ccdc88e 1.14907418 0.200471936 | 6.442274385| 0.004
A _52_P364279 lgce 1.149227628 0.200664581 | 6.383054557 |  0.009
A _51_P173858 Apba? 1.149426487 0.2009142 | 8574137701| 0.015
A _51_P249268 D130043K 22Rik 1149717238 0.201279087 | 6.842909551 | 0.045
A 52 P184304 Dst 1.150099423 0.201758584 | 6.647557678 |  0.011
A 51 P483658 Trim3 1.150563663 0.202340813 | 8.004135484| 0.017
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A_52_P524426 Epb4.111 1.150785121 0.202618473 | 9.517427496 0.047
A_51_P216905 Aldoa 1.151078803 0.202986604 | 13.60883259 0.045
A_52_P102207 NA 1.151087825 0.202997912 | 8.622140462 0.004
A_51_P363801 Pgpep1l 1.151330355 0.20330185 | 7.155772531 0.032
A_51 P343818 Pghd5 1.151374766 0.203357499 6.62358974 0.007
A_51_P326542 Dnaja3 1.151597266 0.203636269 6.8262623 0.023
A_52_P327381 Fndc4 1.15174337 0.203819293 | 8.169261385 0.033
A_51_P280404 Epdrl 1.151795597 0.203884712 | 8.938637198 0.050
A_51 P155152 Ank 1.151921868 0.204042866 | 9.564209864 0.042
A_51_P479769 Ampd2 1.151964083 0.204095735 | 9.844593756 0.031
A_51_P264634 Strbp 1.151980997 0.204116919 | 6.950691838 0.031
A_51_P269029 Rnf112 1.152021781 0.204167994 | 7.526855523 0.016
A_51_P402496 Atp5al 1.152139969 0.204315995 | 11.59406405 0.020
A_51_P356355 Cds2 1.152291873 0.204506194 | 10.27745547 0.026
A_52_P263068 Rhog 1.152330554 0.204554623 | 8.702698507 0.040
A_51_P219532 Fbxo31 1.152917249 0.205288967 | 11.87921192 0.047
A_52_P274184 Vps39 1.153308293 0.205778213 6.4320126 0.024
A_52_P614582 Ube4b 1.153756593 0.206338892 | 7.423067056 0.029
A_52_P120424 Vcep 1.153815871 0.206413014 10.4380073 0.042
A_52_P594355 Thcld5 1.154055283 0.206712336 7.32816784 0.011
A_52_P339912 Inpp5j 1.154199941 0.206893162 | 6.867762269 0.042
A_51_P420415 Srd5al 1.154618877 0.207416718 | 8.019237876 0.028
A_51_P501312 Gm16515 1.154732241 0.207558358 | 8.711800058 0.022
A_51_P187612 Desil 1.154948121 0.207828049 7.85886328 0.006
A_51_P473252 Zyx 1.155265939 0.208224995 | 10.08816582 0.009
A_52_P27103 Necap2 1.155291939 0.208257463 | 6.959271343 0.008
A_51_P174864 Rnf4l 1.15531415 0.208285198 | 6.539064286 0.034
A_51_P138348 Aplbl 1.155365013 0.208348712 | 10.18117341 0.017
A_51_P180905 NA 1.155503854 0.208522071 | 6.330433802 0.026
A_51_P433194 Bcasl 1.155934413 0.209059543 | 12.62542534 0.043
A_51_P251508 Lemd2 1.156175562 0.209360484 | 9.006104886 0.031
A_51_P135423 Capzb 1.156401471 0.209642349 | 10.37898943 0.003
A_52_P22365 Cnotl 1.156604031 0.209895036 | 6.864153196 0.017
A_52_P167958 Gripapl 1.156708586 0.210025446 | 8.689413184 0.032
A_52_P535946 Dhcr7 1.156719432 0.210038974 | 6.527116071 0.021
A_52_P537492 Tmx2 1.157218465 0.210661248 | 8.082056169 0.049
A_51_P109171 0s9 1.157223161 0.210667103 | 9.844961723 0.038
A_52_P81980 Micul 1.157237946 0.210685536 | 7.393089288 0.039
A_52_P247388 NA 1.157299311 0.210762035 | 6.774198775 0.003
A_52_P344376 Eif4a2 1.15873328 0.212548522 | 9.725902937 0.013
A_52_P377326 Plekhb2 1.158990436 0.212868662 | 6.647752387 0.027
A_52_P514306 Spata2 1.159125568 0.213036862 | 7.909660242 0.029
A_51_P209930 Rtn2 1.159143993 0.213059794 | 9.150625821 0.024
A_52_P16232 Gabbrl 1.159157824 0.213077008 | 10.35419058 0.025
A_51_P281806 NA 1.159503848 0.213507608 | 10.50966201 0.031
A_52_P120022 Prosapipl 1.159516993 0.213523963 | 8.535142898 0.015
A_51_P247665 Trappcl2 1.159803845 0.213880826 | 7.866157705 0.026
A_52_P172619 Eginl 1.160007015 0.21413353 | 8.270687566 0.007
A_52_P614731 Gng12 1.16008 0.214224298 | 8.558604622 0.033
A_51_P126177 Map1llc3b 1.160273978 0.214465512 | 11.97701169 0.013
A_51_P116130 Ube2g2 1.160297037 0.214494184 6.46105368 0.036
A_52_P378719 Eftudl 1.160382164 0.214600026 6.57414248 0.007
A_52_P587606 2310022A10Rik 1.160747297 0.215053922 | 6.419593782 0.036
A_51_P358112 Fadsl 1.16074957 0.215056747 | 9.650060902 0.048
A_51_P140311 Gnb2 1.161542939 0.216042488 | 10.07325782 0.045
A_52_P2659 NA 1.161672652 0.216203589 | 11.39361266 0.036
A_52_P213400 Dhx34 1.161911493 0.216500177 | 7.275215558 0.030
A_52_P442691 Mcccl 1.162517381 0.217252287 | 6.618932714 0.015
A_51_P141970 Muml 1.162847012 0.217661303 | 6.554757411 0.002
A_52_P408530 NA 1.162892264 0.217717445 9.53581981 0.033
A 51 _P427444 Snx3 1.162940921 0.217777808 | 9.489499025 0.041
A_52_P369310 Ogdh 1.163214755 0.218117475 | 7.923464769 0.042
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A_52_P385801 Spock2 1.163526534 0218504112 | 8.976149671| 0.010
A_52_P123738 Rnf41 1.16404147 0219142456 | 6.561025835 |  0.029
A 51 P186735 Tesk2 1.164059906 0219165306 | 7.499355191 | 0.011
A_51 _P393934 Cds2 1.164210206 021935157 | 9.127466741| 0.020
A_52_P327537 Mpdz 1.164512869 0.219726583 | 6.979866224 | 0.022
A_52_P621940 Epb4.112 1.164591985 0219824595 | 6.82990952 |  0.011
A_52_P589568 Foxo6 1.164812267 0.220097454 | 7.852263066 | 0.023
A 51 _P189343 Map7d1 1.164996013 0220325017 | 11.32642308 | 0.027
A 51 _P223078 Gm10033 1.16541425 0220842856 | 6.561932842 | 0.032
A_51_P219868 Dnm1 1.16560576 0221079911 | 9.249443997 | 0.037
A_51_P427432 Grhpr 1.16585545 0221388925 | 10.51848271|  0.009
A_52_P18665 Dtnbp1 1.166664639 0222389913 | 7.680849486 | 0.041
A_51_P259879 Fkrp 1.167140122 0222977776 | 7.94598216 | 0.022
A_51_P153982 Speccl 1.16822951 0.224323734| 105501296 | 0.045
A_51_P189927 Tm7sf3 1.168252222 0224351781 | 6.509984939 | 0.021
A_51_P341789 Sugpl 1.168618018 0224803439 | 9.990696018 |  0.030
A 51 P187171 Smim12 1.168707661 0.224914101 | 10.68498759 |  0.031
A _51_PA442402 Mgrn1 1.168955709 0225220268 | 11.75227772|  0.031
A_52_P600087 NA 1.169138754 0.22544616 | 11.95704955 |  0.045
A _51_P371993 Tmed10 1.169156799 0225468426 | 11.10888508 | 0.008
A_52_P263880 Rell2 1.169587185 0.22599941 | 8.394838257 | 0.025
A _51_P191669 Chgb 1.170495788 0227119742 | 12.97564793| 0.018
A _51_P307721 Cbinl 1.17094165 0227669185 | 9.574210045 |  0.044
A 51 _P291224 Mobp 1.170964436 0227697259 | 9.192101758 |  0.021
A 51 _P359813 Csnkid 1.170964824 0.227697738 | 10.82444928 |  0.030
A 51 _P192501 Gramd3 1.171198817 0.227986001 | 7.558398466 | 0.018
A_51_P248786 Ccdc80 1.171806733 0228734645 | 7.765732793 |  0.049
A_52_P229648 Pacsin2 1.172507272 0.22959687 | 6.738333396 |  0.013
A_52_P504236 Sic20a2 1.172690931 0229822834 | 6.685728646 | 0.035
A_51_P174906 Prpsapl 1.173691341 0231053056 | 8.625454259 |  0.005
A_51_P416046 Trimal 1.173914752 0231327646 | 7.624093362 |  0.007
A_52_P266540 Ubra 1.175024654 0232691027 | 9.548505104 |  0.038
A_51_P178063 Rasa3 1.175391613 0233141509 | 9.764417094 | 0.010
A_51_P321126 Fasn 1176418367 0234401214 | 12.25697324 | 0.003
A_52_P272811 Cpsfl 1176648447 0234683344 | 8.204123732 |  0.040
A_52_P495318 Tomm40 1.176854446 0234935898 | 6.800005275 | 0.025
A_51_P447976 Fam46c 1.176892778 0234982888 | 6.487763539 | 0.012
A_52_P58041 Arpcs 1.177003382 0235118466 | 7.370453744| 0.016
A 51 P238523 Shisad 1.177441681 0.235655605 | 9.931990845 |  0.004
A 52 P123485 Tcf25 1.17809151 0236451607 | 12.93124646 |  0.009
A _52_PA73172 NA 1.178144529 0236516533 | 9.706228991 |  0.008
A _51_P202801 Abcb9 1.178382329 02368077 | 10.82469927 |  0.003
A _51_P439612 Dnajb2 1.178931655 0237480085 | 10.51858514 | 0.012
A _51_P365008 NA 1.179349061 0.237990787 | 9.282875772| 0.008
A _52_P282279 Mthfdl 1.179450494 0238114865 | 7.025558121 | 0.037
A_52_P308465 PIxnb1 1.179638727 0238345092 | 7.825737359 |  0.047
A_52_P193925 Sulf2 1.180012991 0238802743 | 9.264855479 |  0.022
A_52_P138727 Sirt7 1.180382397 0239254311 | 8.068354329 | 0.050
A_51_P318580 Myh14 1.180427424 0239309343 | 10.46645294 | 0.027
A_51_P460633 Hgs 1.180952479 0239950912 | 7.42917388| 0.017
A_52_P37077 Ncam1 1.181223706 0240282215 | 6.926690513 |  0.026
A_52_P97889 Bagalnt4 1.181658506 0.240813164 | 7.211216042 | 0.017
A_51 _P384994 Grik4 1.182346897 0.24165338 | 9.131749967 |  0.008
A _51_P475628 Paqré 1.182568735 0.24192404 | 9.600971094 | _ 0.005
A_51_P356705 Plekhb? 1.182721853 0242110827 | 10.26338483 | 0.008
A_51_P154222 Kars 1.183327385 0242849272 | 8.971150015 | 0.014
A_52_P320032 Fus 1.183753797 0.243369054 | 7.70706229 |  0.024
A_52_P674530 HKL 1.184917257 0244786319 | 7.405528637 |  0.027
A_51_P433733 Nucbl 1.185044214 0.244940887 | 8.825085947 | 0.022
A_52_P262080 Snurf 1.185310206 0245264674 | 8518779484 | 0.038
A 51 _P262340 Rbm3 1.185739336 0.245786894 | 9.629994897 | 0.015
A 52 P352131 Acvrl 1185771321 0.24582581 | 7.270621908 |  0.011
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A_52_P171064 Wnkl 1.186821419 0.247102869 | 8.886687175 0.034
A_52_P568257 Sortl 1.18709464 0.247434957 | 8.535318405 0.021
A_51_P300717 Stxbpl 1.187312096 0.24769921 | 11.36644989 0.016
A_51_P144438 Znfx1 1.187374305 0.247774799 | 7.611579359 0.050
A_52_P290369 Usp19 1.18754489 0.247982049 | 7.184651832 0.039
A_51_P239766 Plcdl 1.18754758 0.247985317 8.39796341 0.024
A_51_P358940 Whp2 1.187891358 0.248402897 | 10.56860371 0.017
A_52_P522097 Adiporl 1.187938467 0.24846011 7.53818378 0.014
A_51_P411645 Maea 1.188063598 0.248612066 | 7.825473774 0.036
A_51_P114094 Clstn3 1.188496022 0.249137075 | 11.95771567 0.044
A_51_P311945 Oaz2 1.189520709 0.250380389 | 10.03134506 0.031
A_51_P323878 Coro7 1.190115309 0.251101361 | 9.650991063 0.027
A_51_P490023 Tubb2a 1.190121241 0.251108553 | 13.28086786 0.031
A_52_P166694 Vampl 1.190158648 0.251153898 | 12.04102212 0.050
A_52_P377160 Galnt6 1.190285178 0.251307268 | 6.975783599 0.001
A_52_P419298 Laspl 1.191862874 0.253218261 | 7.058144556 0.004
A_52_P508985 Asb8 1.192485512 0.253971738 7.65121114 0.046
A_52_P485971 Scap 1.19260325 0.254114174 | 10.58903886 0.004
A_51_P360840 Zfpm1l 1.192650233 0.254171008 | 9.064252842 0.005
A_52_P510647 Chtop 1.193395006 0.255071644 | 9.595897448 0.006
A_51_P125695 Scn8a 1.193474393 0.255167613 | 7.646627665 0.038
A_52_P86176 Tap?2 1.193757882 0.255510259 | 6.732532076 0.009
A_51_P170371 Hspa8 1.193769096 0.255523811 | 13.27071209 0.015
A_51_P142057 Ap2al 1.193884444 0.255663205 7.56138107 0.009
A_52_P305230 Igsf21 1.194323925 0.256194178 | 9.678978126 0.016
A_51_P409919 Emcl 1.194704735 0.256654108 | 6.682439457 0.040
A_52_P633597 Rftnl 1.194929822 0.256925892 | 7.438238923 0.005
A_52_P566718 Acss2 1.195120409 0.257155978 | 6.943049897 0.030
A_51_P185794 Preb 1.195204564 0.257257562 | 9.921623988 0.050
A_51 P386638 Llgll 1.195292201 0.257363343 | 9.675677948 0.038
A_51 P175018 Apcddl 1.195686778 0.257839511 | 8.896068616 0.021
A_52_P642109 Prpsapl 1.19582376 0.258004782 | 8.511915374 0.035
A_51_P514922 2610301G19Rik 1.195910814 0.258109804 | 7.658158524 0.009
A_52_P683572 Wsh2 1.196286646 0.258563119 | 7.738695893 0.024
A_52_P623337 Ncl 1.196991967 0.259413471 | 11.71539374 0.044
A_51_P512364 Fus 1.197047455 0.259480347 | 9.425942352 0.039
A_51_P381683 Aatk 1.19719632 0.259659749 | 12.48530965 0.004
A_52_P656024 Sirt2 1.197713976 0.260283422 | 8.600995586 0.017
A_52_P282500 Kif21b 1.19794189%4 0.260557933 | 9.047152332 0.003
A_51_P180492 Dbp 1.19841199 0.261123963 | 11.46820467 0.025
A_52_P113916 Gm7146 1.199025785 0.261862684 | 6.216218934 0.016
A_52_P376574 NA 1.199169262 0.262035309 | 9.395786471 0.033
A_51_P348372 Prex1 1.200045938 0.263089634 | 8.226579559 0.034
A_52_P460526 Eif4g2 1.200164352 0.263231984 | 8.375493514 0.038
A_52_P279759 Glgl 1.200552674 0.263698703 | 7.278929146 0.045
A_51_P464300 Gdfl 1.200632835 0.263795028 | 11.83578637 0.006
A_52_P90289 Oaz2 1.201694236 0.265069857 | 7.975847373 0.024
A_52_P322389 Strn4 1.201765575 0.265155501 6.6733188 0.005
A_52_P178998 Fam168b 1.201795104 0.26519095 | 10.82529848 0.010
A_52_P27871 Fnbpl 1.20218207 0.265655408 7.8205401 0.028
A_52_P578562 Slc41al 1.202721303 0.266302377 | 7.939631692 0.024
A_52_P268206 Mcam 1.202806657 0.266404758 | 6.563271983 0.001
A_51_P168862 Snrpn 1.203024409 0.266665915 | 9.235505107 0.003
A_51_P260051 Arfl 1.203547747 0.267293378 | 8.554523242 0.009
A_51_P343566 Galnt10 1.203566135 0.26731542 | 7.994829494 0.034
A_52_P28651 Pvrll 1.203985557 0.267818086 | 8.564524924 0.022
A_52_P354390 Snrpn 1.204457079 0.268382983 | 9.855355693 0.044
A_52_P473813 NA 1.20485294 0.268857068 | 9.594001953 0.016
A_51_P234833 Strn4 1.204865854 0.26887253 | 8.409276419 0.003
A_51_P263503 Mapk1 1.205373581 0.26948035 | 6.852293435 0.003
A_52_P642662 Efhdl 1.20576984 0.269954548 | 6.679781262 0.013
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ANEXOS - 108

Tabela 11. Continuagéo...

A_51_P519756 Ruscl 1.205866934 0.270070717 | 10.3933183 [ 0.029
A_51_P488399 Acss2 1.205888269 0.270096241 | 8.305337327 |  0.034
A_52_P177847 Tril 1.205999257 0.270229018 | 7.667070214 | 0.014
A_52_P157170 RNf157 1.206505114 0.270834031 | 9.106858014 | 0.032
A_52_P140072 Dist 1.206883693 0.271286651 | 7.582395986 |  0.002
A_51_P259603 Adcyaplrl 1.207200701 0271665549 | 9.902023504 |  0.040
A_52_P189235 Dnajc27 1.207386857 0.271888002 | 7.693184741| 0.050
A_51_P354272 Cluh 1.207458754 0.271973908 | 9.834236504 | 0.015
A_52_P461378 Tmbim1 1.207690526 0272250807 | 7.646820215| 0.022
A_52_P675996 KIf9 1.208021776 0272646461 | 8.223921774 | 0.013
A _52_P383753 Tom1l2 1.208190831 0.272848344 | 10.41172448 |  0.050
A_51_P425749 Cdca7 1.20868497 0273438272 | 7.759264919 | 0.026
A_52_P179272 Usp30 1.209049054 0.273872779 | 6.622779407 | 0.013
A_52_P772918 Larpl 1.211402765 0.276678609 | 6.868305127 | 0.015
A_51_P510567 Zfyve2s 1.211464196 0276751767 | 7.469057731| 0.002
A_51_P483946 Dmwd 1.211718284 0277054321 | 8508718296 | 0.038
A 51 _P499061 Ube2o 1.212186712 0.277611933 | 11.61909614 |  0.005
A _52_P568028 Ncdn 1.212755607 0.278288849 | 9.653465164 |  0.010
A _51_P442097 Slcala3 1.213450219 0.279114924 | 7.451172346| 0.004
A _51_P507942 Atp13a2 1.21412486 0.279916795 | 11.28578781| 0.005
A _52_P143866 Glul 1.215082656 0.281054456 | 7.364518328 |  0.005
A _52_P463143 Cdca? 1.215462807 0281505747 | 11.87296318 | 0.028
A _51_P439746 Vmpl 1.217260115 0283637480 | 8.974874002 | 0.027
A_52_P193611 Pkd2I1 1.217637538 0.284084741|  6.6836589 |  0.045
A_52_P670978 Nkain1 1.218025398 0284544216 | 7.933324414 |  0.037
A_52_P676744 St6galnacé 1.219102495 0285819425 | 8.734591851| 0.025
A_51 P133229 Sulf2 1.219507717 0286298887 | 9.383014718| 0.025
A_51 P193176 SIc25a25 1.219864144 0286720484 | 8514670413 | 0.016
A_51 _P169061 Lpcat2 1.220242465 0287167843 | 7.939793697 |  0.005
A_52_P557129 Slc12a5 1.220567605 0287552206 | 13.40589404 | 0.014
A_52_P661327 Phyhipl 1.221339768 0288464604 | 7.192995855 |  0.003
A_52_P347176 Nat8l 1.222032709 0.289282901 | 12.79350354 |  0.004
A_52_P116384 Usp4 1.222292829 0289589958 | 8.185939106 |  0.020
A_52_P467726 Nsgl 1.222459168 0289786278 | 11.95523024 | 0.016
A_52_P650855 Myold 1.223499869 0.291013947 | 10.3228362 |  0.047
A_52_P352187 Acsl6 1.224396755 0.292071126 | 6.835289552 | 0.026
A_52_P604618 Sbfl 1.224765848 0.29250596 | 7.227562051|  0.013
A_51_P194249 Stmn4 1.226381746 0294408128 | 13.90919597 | 0.021
A 52 P350664 Pygh 1.226771478 0.29486653 | 9.771442267 |  0.048
A 51 P216742 Arhgap23 1.226871486 0.294984135 | 8.859622731|  0.023
A _51_P161582 Ddrl 1.227486129 0.295706721 | 10.58632352|  0.005
A _52_P282741 Sdc3 1.227868603 0.296156183 | 8.396446058 |  0.039
A_52_P269003 Neol 1.227980434 0.296287574 | 7.525883511| 0.003
A _51_P130459 Vdacl 1.228468092 0.296860386 | 9.995869047 |  0.001
A _51_P257640 NA 1.228963916 0.297442557 | 7.39821965|  0.010
A_52_P429909 Dynli2 1.230629167 0.299396092 | 11.80778112 | 0.033
A_51_P244453 Kctd3 1.231173965 0.300034629 | 8.21738305 |  0.039
A_52_P109503 Sdha 1.232038494 0.301047332 | 9.274912563| 0.005
A_51_P411007 Cdk2ap1l 1.232267175 0.301315080 | 9.132643702 | 0.028
A_52_P546135 NA 1.232448297 0301527125 | 7.119644343| 0.002
A_52_P54976 NA 1.233358764 0.302592518 | 7.873469204 |  0.040
A 51 P124285 Nkd1 1.233813554 03031244 | 825781992 |  0.002
A_51 _P362638 Trf 1.234029251 0.303376592 | 12.34321398 | 0.041
A_52_P485007 Abca2 1.236514248 0.306278863 | 9.111611377 | _ 0.006
A_52_P518233 Ndrg3 1.236842263 0306661523 | 7.615724541| 0.010
A_52_P85040 Mog 1.237603509 0.307549193 | 8.034547364 | 0.010
A_51_P241465 Gsn 1.238331017 0.308397011 | 12.29743954 | 0.008
A_51_P363396 Klc2 1.238413863 0.308493526 | 6.757388615 | 0.023
A_51_P314277 Parpl 1.23886123 0.309014594 | 7.890391969 | 0.007
A_51_P397920 D17Wsu92e 1.239188233 0.30939535 | 9.458906024 |  0.021
A 51 P436719 Eftud2 1.239255786 0.309473994 | 8.323356826 |  0.030
A _51_P500135 Ndrg4 1.239725125 0.310020278 | 13.23465452 |  0.002
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A_51_P228883 Htatip2 1.239869965 0.310188822 | 7.527049042 0.031
A_51_P506513 Qdpr 1.239995336 0.310334694 | 11.98704614 0.011
A_52_P376829 Rpl4 1.240261753 0.310644628 | 9.403469598 0.005
A_52_P276302 Tshzl 1.240802024 0.311272944 | 7.060904364 0.010
A_51 P433837 Sic22a23 1.241158431 0.311687284 | 9.104436035 0.019
A_52_P111715 Galnt6 1.242032952 0.31270345 | 8.127554755 0.007
A_51 P355416 Nisch 1.242802266 0.313596777 | 10.46741731 0.038
A_52_P674489 Atp5al 1.243863999 0.314828754 | 12.35749123 0.042
A_52_P49378 Kifla 1.244493399 0.315558578 | 12.55121955 0.002
A_51_P339200 Abhd16a 1.246131011 0.317455753 | 8.202939512 0.048
A_51_P169745 Tubala 1.246150027 0.317477768 | 13.31823311 0.010
A_52_P326214 Cttn 1.246940592 0.318392733 | 7.418090527 0.017
A_51_P195506 Csfl 1.247108029 0.318586442 8.18626987 0.041
A_52_P128068 Kazn 1.247463983 0.318998162 | 8.246019223 0.027
A_52_P229044 Slc20a2 1.247811359 0.319399847 | 6.917196796 0.010
A_51_P167313 Pghd5 1.248742998 0.320476589 | 10.34015265 0.034
A 51 _P128667 Lynx1 1.24878377 0.320523693 | 11.12867886 0.035
A_51_P394515 Tkt 1.250686481 0.322720183 | 12.00966603 0.023
A_52_P448205 Clstnl 1.25192978 0.324153645 | 12.78360005 0.005
A_51_P349341 Npcl 1.253028316 0.325419018 | 7.321206144 0.003
A_51_P160870 Rtn4 1.253202891 0.325620003 | 9.962956627 0.019
A_51_P274992 Garl 1.253784536 0.326289441 6.90286089 0.039
A_51_P226645 Cacng2 1.255419053 0.328169009 | 8.176599432 0.022
A_52_P482849 NA 1.256753885 0.329702148 | 7.922307503 0.009
A_51_P215038 Tmem59I 1.257815518 0.33092034 | 11.68281033 0.006
A_51_P485810 Pygb 1.258611272 0.331832769 | 8.384300049 0.029
A_52_P436564 Cdh20 1.25925708 0.332572842 | 9.043535732 0.019
A_52_P379337 Rtn4 1.259532434 0.332888273 10.2254835 0.002
A_52_P381846 Rasa3 1.260706223 0.33423213 | 6.814348956 0.004
A_51_P450632 Usp5 1.261458155 0.335092351 | 8.061219565 0.026
A_52_P621603 Tubb2a 1.261566686 0.335216469 | 13.10356256 0.008
A_52_P581056 Tyro3 1.262261132 0.336010401 | 8.324602714 0.014
A_51_P483908 Dctnl 1.262960584 0.336809615 | 10.79503277 0.026
A_51_P204582 Rnf5 1.263130215 0.337003373 | 8.492084816 0.030
A_51_P199041 Adcy5 1.26337299 0.337280633 | 7.427299504 0.035
A_51_P509518 Ralgds 1.263839941 0.337813765 | 10.62683303 0.020
A_52_P428354 H2-Q10 1.264043747 0.338046394 | 6.629508471 0.003
A_51_P193011 Klcl 1.266229105 0.340538463 | 13.62181281 0.007
A_51_P260504 Arhgef4 1.269911775 0.344728272 | 11.48965422 0.025
A 51 _P372141 Pnkd 1.271595893 0.346640262 | 8.046950437 0.022
A_51_P454949 Gstm3 1.272301135 0.347440176 | 10.68061004 0.027
A_51_P232901 Cnp 1.27307928 0.348322265 | 12.07838927 0.002
A_52_P57651 Rpn2 1.273354392 0.348633997 | 7.436950327 0.017
A_51_P102809 Gnll 1.274397686 0.349815552 | 8.926087024 0.011
A_52_P449208 Adcy5 1.274438367 0.349861605 | 7.144834166 0.027
A_51_P356353 Cds2 1.275300655 0.350837405 | 12.88541095 0.003
A_52_P282035 Rnf5 1.276931002 0.352680572 8.97776296 0.013
A_51_P281835 Inf2 1.276945275 0.352696698 | 9.631683927 0.002
A_52_P12877 Hspa8 1.277097385 0.352868542 | 11.56003611 0.007
A_52_P495565 Efnb3 1.278952951 0.354963193 | 10.46919414 0.004
A_51_P172054 Gas6 1.279354045 0.355415567 | 11.47533906 0.008
A_51_P111902 Slc22al7 1.279824248 0.355945706 | 8.285987903 0.030
A_51_P515623 Qpctl 1.279982906 0.356124543 | 7.133447303 0.032
A_52_P112188 Gnas 1.280836389 0.357086201 | 9.600728705 0.019
A_52_P363920 Psmd2 1.281255326 0.357558002 9.51481009 0.003
A_52_P631591 Mast3 1.28339922 0.359970011 | 8.869353621 0.040
A_51_P222453 Tmem254a 1.284367249 0.361057782 7.67034161 0.021
A_51_P207636 Atp5b 1.285812607 0.362680402 11.5322491 0.021
A_52_P243102 Kctd3 1.28602174 0.362915031 | 6.986273665 0.032
A_52_P248378 Cry2 1.288840093 0.366073278 | 7.940210568 0.033
A _51_P246844 Abca2 1.288901858 0.366142415 | 8.880033547 0.023
A_51_P431870 Map1s 1.289392094 0.366691042 | 8.099589497 0.003




ANEXOS - 110

Tabela 11. Continuagéo...

A _51_P386189 Tnk2 1.289416053 0.36671785| 9.176925083 | 0.012
A _52_P310140 Wsb2 1.290351886 0.36776455 | 7.214393771| 0.012
A _52_P665386 Ube2m 1.292776304 0.37047266 | 9.158852792 | 0.021
A_51_P100246 Ube2m 1.292878051 0.370586201 | 8.974821763| 0.029
A 51 P171107 Tmem35 1.293064142 0.370793841 | 10.19535007 |  0.002
A 52 P174313 Aktip 1.293335266 0.371096308 | 8.392622697 |  0.006
A _52_P227267 Atpla2 1.295273607 0.373256878 | 10.95347608 | 0.036
A _52_P57582 NA 1.296620984 0.374756827 | 8.453910905| 0.044
A _52_P395397 Aars 1.297136195 0.375329966 | 9.016966086 |  0.020
A 51 _P145220 Nefm 1.298328981 0.376655991 | 12.66448046 |  0.006
A _52_P429308 Efhd2 1.299353611 0.377794104 | 9.963824332 | 0.038
A _51_P346472 NA 1.300644888 0.379227121 7.833407 | 0.028
A _51_P303231 Gnal2 1.300815786 0.37941667 | 6.993360794 |  0.001
A_52_P491766 Gnll 1.301759261 0.380462671 | 9.11593299 | 0.021
A _52_P267256 NA 1.304847361 0.383881053 | 11.44321684| 0.038
A_51_P454993 Tmce2 1.31067628 0.390311403 | 8.280647195|  0.000
A 51 _P472726 Pdlim2 1.313924558 0.393882442 | 10.79348405|  0.003
A _51_P200068 Arf3 1.31663006 0.396850042 | 9.761513394 |  0.028
A 51 _P444565 NA 1.321580694 0.402264517 | 8.905914627 | 0.036
A 51 P162176 Trappc3 1.324411899 0405351878 | 859937122 | 0.025
A 51 _P401659 Sspn 1.324944936 0405932404 |  8.6910528 | 0.016
A 51 _P287986 Clstn1 1.32559924 0.40664468 | 7.609298857 | 0.012
A 52 _P328867 Prkch 1.327053711 0.408226763 | 8.311493695| 0.003
A _52_P238556 Ubc 1.327358551 0.40855813 | 12.27636609 | 0.016
A _52_P320553 NA 1.327441829 0.408648641 | 10.1269749 |  0.002
A_52_P178470 Ndrg4 1.32849794 0.40979599 | 7.575482238 | 0.045
A _51_P155294 Ppplri6h 1.33061642 0.412094742 | 7.606020267 |  0.020
A 52 P112182 Gnas 1.33406194 0.415825652 | 10.89271186 | 0.011
A_52_P205572 Sumo3 1.334394785 0.416185555 | 8.369830292 | 0.026
A_51_P385906 NA 1.335532949 0.417415569 | 9.624538468 |  0.002
A 51 P128148 Chmpla 1.33563489 0.417525686 | 9.214055345|  0.026
A 52 P72237 Actgl 1.337078197 0.419083842 | 10.48505671 |  0.000
A 51 _P351872 Slc6a9 1.337921047 0419992983 |  12.925014 | 0.000
A _52_P348627 Nbrl 1.342153203 042454936 | 7.421631826 | 0.003
A _51_P215627 Plac9a 1.349773887 0.432717749 | 7.717750776| 0.049
A _52_P578266 Tank 1.351284924 0434331905 | 6.280721719 | 0.040
A_52_P604849 Cspg5 1.352442274 0435567017 | 8.603917292 | 0.002
A_51_P425048 H2-Q1 1.352703094 0435845216 | 7.11192639 | 0.003
A 52 _P81562 Eef2 1.358189996 0.441685311 | 11.16068292 | 0.003
A 51 _P358755 Nsgl 1.358702296 0.442229383 | 9.045671646 |  0.006
A 51 _P264388 Mapk8ip3 1.358717888 0.442245939 | 13.10375473|  0.002
A 51 P433192 Bcasl 1.36128999 0.444974431| 9599218712 0.006
A 51 _P456266 Tyro3 1.362512521 0.446269488 | 7.751403915|  0.029
A 52 _P424767 Rbbp4 1.366599937 0.450590965 | 6.321170475| 0.018
A 52 _P479539 Cit 1.367958161 0.452024106 | 9.056795522 |  0.050
A _52_P474242 H2-K1 1.378767451 0.463379146 | 7.065934196 |  0.010
A _51_P201187 Plip 1.390394181 0.475493949 | 7.851987054 |  0.009
A_52_P443435 B930095G15Rik 1.391494152 0.476634845 | 7.499830808 | 0.020
A_52_P299505 Eeflal 1.391925615 0477082115 | 10.64179922| 0.006
A _51_P276142 Gpra7il 13919714 0477129569 | 13.18304435| 0.001
A_51_P400752 NA 1.40382716 0.489365321 | 8.877811447| 0.015
A_51_P432930 Trappc3 1.410001138 0.495696327 | 8.098000015|  0.004
A_51_P497937 Gjc2 1.410547646 0.496255399 | 7.149088529 |  0.001
A _52_P445239 Plp1 1.410645302 0.496355277 | 10.56198161 |  0.001
A _51_P496997 H2-Q10 1.430190222 0516207045 | 8.944996158 | 0.015
A_51_P303397 Pepd 1.449040794 0535098211 | 9.617289316 | 0.026
A 52 _P1157979 | Calm3 1.452656231 0538693332 | 11.00685444 | 0.001
A _52_P318631 Eef2 1.457552595 0543547943 | 10.15740779 | 0.004
A _51_P219789 H2-Q2 1.469389934 0555217296 | 8.907647623 | 0.020
A _51_P262079 H2-Q7 1.47556976 0561272128 | 8.319767479| 0.011
A 51 _P275496 BC026762 1.485969563 0571404565 | 6.885703003 |  0.028
A 51 P304757 Gabarapll 1.494006795 057918671 | 8597662667 | 0.035
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A_51_P237754 H2-T23 1.514868269 0.599192344 | 8.583927174 0.012
A_51_P496996 NA 1.522136355 0.606097603 8.7293637 0.029
A_52_P329451 Mbp 1.551906797 0.634041916 | 11.25358176 0.004
A_52_P313279 NA 1.61951588 0.695562614 | 9.291974672 0.015
A_52_P644972 Mztl 1.818842169 0.863020357 | 7.234335262 0.002




7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS




REFERENCIAS - 113

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Charcot JM, Joffroy A. Deux cas d’atrophie musculaire progressive avec lesion de
la substance grise et des faisceaux antero-lateraux de la moelle epiniere. Arch
Physiol Neurol Path. 1869;2:744-54.

Goetz CG. Amyotrophic lateral sclerosis: early contributions of Jean-Martin
Charcot. Muscle Nerve. 2000;23(3):336-43.

Chio A, Logroscino G, Traynor BJ, Collins J, Simeone JC, Goldstein LA, White
LA. Global epidemiology of amyotrophic lateral sclerosis: a systematic review of
the published literature. Neuroepidemiology. 2013;41(2):118-30.

Redler RL, Dokholyan NV. The complex molecular biology of amyotrophic
lateral sclerosis (ALS). Prog Mol Biol Transl Sci. 2012;107:215-62.

Brooks BR. EI Escorial World Federation of Neurology criteria for the diagnosis
of amyotrophic lateral sclerosis. Subcommittee on Motor Neuron
Diseases/Amyotrophic Lateral Sclerosis of the World Federation of Neurology
Research Group on Neuromuscular Diseases and the EI Escorial "Clinical limits of
amyotrophic lateral sclerosis™ workshop contributors. J Neurol Sci. 1994;124
Suppl:96-107.

de Carvalho M, Dengler R, Eisen A, England JD, Kaji R, Kimura J, Mills K,
Mitsumoto H, Nodera H, Shefner J, et al. Electrodiagnostic criteria for diagnosis
of ALS. Clin Neurophysiol. 2008;119(3):497-503.

Ince PG, Lowe J, Shaw PJ. Amyotrophic lateral sclerosis: current issues in
classification, pathogenesis and molecular pathology. Neuropathol Appl
Neurobiol. 1998;24(2):104-17.

Dion PA, Daoud H, Rouleau GA. Genetics of motor neuron disorders: new
insights into pathogenic mechanisms. Nature reviews. 2009;10(11):769-82.

Deng HX, Chen W, Hong ST, Boycott KM, Gorrie GH, Siddique N, Yang Y,
Fecto F, Shi Y, Zhai H, et al. Mutations in UBQLN2 cause dominant X-linked
juvenile and adult-onset ALS and ALS/dementia. Nature. 2011;477(7363):211-5.
Johnson JO, Mandrioli J, Benatar M, Abramzon Y, Van Deerlin VM, Trojanowski
JQ, Gibbs JR, Brunetti M, Gronka S, Wuu J, et al. Exome sequencing reveals VCP
mutations as a cause of familial ALS. Neuron. 2010;68(5):857-64.

Mitchell J, Paul P, Chen HJ, Morris A, Payling M, Falchi M, Habgood J,
Panoutsou S, Winkler S, Tisato V, et al. Familial amyotrophic lateral sclerosis is
associated with a mutation in D-amino acid oxidase. Proc Natl Acad Sci U S A.
2010;107(16):7556-61.

DeJesus-Hernandez M, Mackenzie IR, Boeve BF, Boxer AL, Baker M, Rutherford
NJ, Nicholson AM, Finch NA, Flynn H, Adamson J, et al. Expanded GGGGCC
hexanucleotide repeat in noncoding region of COORF72 causes chromosome 9p-
linked FTD and ALS. Neuron. 2011;72(2):245-56.

Renton AE, Majounie E, Waite A, Simon-Sanchez J, Rollinson S, Gibbs JR,
Schymick JC, Laaksovirta H, van Swieten JC, Myllykangas L, et al. A
hexanucleotide repeat expansion in C9ORF72 is the cause of chromosome 9p21-
linked ALS-FTD. Neuron. 2011;72(2):257-68.

Musaro A. Understanding ALS: new therapeutic approaches. FEBS J.
2013;280(17):4315-22.

Gurney ME. Transgenic-mouse model of amyotrophic lateral sclerosis. N Engl J
Med. 1994;331(25):1721-2.

Howland DS, Liu J, She Y, Goad B, Maragakis NJ, Kim B, Erickson J, Kulik J,
DeVito L, Psaltis G, et al. Focal loss of the glutamate transporter EAAT2 in a



REFERENCIAS - 114

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

217.

28.

29.

30.

transgenic rat model of SOD1 mutant-mediated amyotrophic lateral sclerosis
(ALS). Proc Natl Acad Sci U S A. 2002;99(3):1604-9.

Wong PC, Pardo CA, Borchelt DR, Lee MK, Copeland NG, Jenkins NA, Sisodia
SS, Cleveland DW, Price DL. An adverse property of a familial ALS-linked
SOD1 mutation causes motor neuron disease characterized by vacuolar
degeneration of mitochondria. Neuron. 1995;14(6):1105-16.

Bruijn LI, Houseweart MK, Kato S, Anderson KL, Anderson SD, Ohama E,
Reaume AG, Scott RW, Cleveland DW. Aggregation and motor neuron toxicity of
an ALS-linked SOD1 mutant independent from wild-type SODL1. Science.
1998;281(5384):1851-4.

Ripps ME, Huntley GW, Hof PR, Morrison JH, Gordon JW. Transgenic mice
expressing an altered murine superoxide dismutase gene provide an animal model
of amyotrophic lateral sclerosis. Proc Natl Acad Sci U S A. 1995;92(3):689-93.
Fischer LR, Culver DG, Tennant P, Davis AA, Wang M, Castellano-Sanchez A,
Khan J, Polak MA, Glass JD. Amyotrophic lateral sclerosis is a distal axonopathy:
evidence in mice and man. Exp Neurol. 2004;185(2):232-40.

Higgins CM, Jung C, Xu Z. ALS-associated mutant SOD1G93A causes
mitochondrial vacuolation by expansion of the intermembrane space and by
involvement of SOD1 aggregation and peroxisomes. BMC Neurosci. 2003;4:16.
Boillee S, Vande Velde C, Cleveland DW. ALS: a disease of motor neurons and
their nonneuronal neighbors. Neuron. 2006;52(1):39-59.

Boillee S, Yamanaka K, Lobsiger CS, Copeland NG, Jenkins NA, Kassiotis G,
Kollias G, Cleveland DW. Onset and progression in inherited ALS determined by
motor neurons and microglia. Science. 2006;312(5778):1389-92.

Reaume AG, Elliott JL, Hoffman EK, Kowall NW, Ferrante RJ, Siwek DF,
Wilcox HM, Flood DG, Beal MF, Brown RH, Jr., et al. Motor neurons in Cu/Zn
superoxide dismutase-deficient mice develop normally but exhibit enhanced cell
death after axonal injury. Nat Genet. 1996;13(1):43-7.

Khare SD, Caplow M, Dokholyan NV. FALS mutations in Cu, Zn superoxide
dismutase destabilize the dimer and increase dimer dissociation propensity: a
large-scale thermodynamic analysis. Amyloid. 2006;13(4):226-35.

Furukawa Y, O'Halloran TV. Amyotrophic lateral sclerosis mutations have the
greatest destabilizing effect on the apo- and reduced form of SOD1, leading to
unfolding and oxidative aggregation. J Biol Chem. 2005;280(17):17266-74.

Hough MA, Grossmann JG, Antonyuk SV, Strange RW, Doucette PA, Rodriguez
JA, Whitson LJ, Hart PJ, Hayward LJ, Valentine JS, et al. Dimer destabilization in
superoxide dismutase may result in disease-causing properties: structures of motor
neuron disease mutants. Proc Natl Acad Sci U S A. 2004;101(16):5976-81.
Rodriguez JA, Shaw BF, Durazo A, Sohn SH, Doucette PA, Nersissian AM, Faull
KF, Eggers DK, Tiwari A, Hayward LJ, et al. Destabilization of apoprotein is
insufficient to explain Cu,Zn-superoxide dismutase-linked ALS pathogenesis.
Proc Natl Acad Sci U S A. 2005;102(30):10516-21.

Shaw BF, Valentine JS. How do ALS-associated mutations in superoxide
dismutase 1 promote aggregation of the protein? Trends Biochem Sci.
2007;32(2):78-85.

Gruzman A, Wood WL, Alpert E, Prasad MD, Miller RG, Rothstein JD, Bowser
R, Hamilton R, Wood TD, Cleveland DW, et al. Common molecular signature in
SOD1 for both sporadic and familial amyotrophic lateral sclerosis. Proc Natl Acad
Sci U S A. 2007;104(30):12524-9.



REFERENCIAS - 115

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

Neusch C, Bahr M, Schneider-Gold C. Glia cells in amyotrophic lateral sclerosis:
new clues to understanding an old disease? Muscle Nerve. 2007;35(6):712-24.
Bosco DA, Morfini G, Karabacak NM, Song Y, Gros-Louis F, Pasinelli P,
Goolsby H, Fontaine BA, Lemay N, McKenna-Yasek D, et al. Wild-type and
mutant SOD1 share an aberrant conformation and a common pathogenic pathway
in ALS. Nat Neurosci. 2010;13(11):1396-403.

Dal Canto MC, Gurney ME. Development of central nervous system pathology in
a murine transgenic model of human amyotrophic lateral sclerosis. Am J Pathol.
1994;145(6):1271-9.

Alves CJ, de Santana LP, dos Santos AJ, de Oliveira GP, Duobles T, Scorisa JM,
Martins RS, Maximino JR, Chadi G. Early motor and electrophysiological
changes in transgenic mouse model of amyotrophic lateral sclerosis and gender
differences on clinical outcome. Brain Res. 2011;1394:90-104.

Browne SE, Yang L, DiMauro JP, Fuller SW, Licata SC, Beal MF. Bioenergetic
abnormalities in discrete cerebral motor pathways presage spinal cord pathology
in the G93A SOD1 mouse model of ALS. Neurobiol Dis. 2006;22(3):599-610.
Niessen HG, Debska-Vielhaber G, Sander K, Angenstein F, Ludolph AC, Hilfert
L, Willker W, Leibfritz D, Heinze HJ, Kunz WS, et al. Metabolic progression
markers of neurodegeneration in the transgenic G93A-SOD1 mouse model of
amyotrophic lateral sclerosis. Eur J Neurosci. 2007;25(6):1669-77.

Ringer C, Weihe E, Schutz B. Pre-symptomatic alterations in subcellular
betaCGRP distribution in motor neurons precede astrogliosis in ALS mice.
Neurobiol Dis. 2009;35(2):286-95.

Bruijn LI, Miller TM, Cleveland DW. Unraveling the mechanisms involved in
motor neuron degeneration in ALS. Annu Rev Neurosci. 2004;27:723-49.

Chiu AY, Zhai P, Dal Canto MC, Peters TM, Kwon YW, Prattis SM, Gurney ME.
Age-dependent penetrance of disease in a transgenic mouse model of familial
amyotrophic lateral sclerosis. Mol Cell Neurosci. 1995;6(4):349-62.

Hayworth CR, Gonzalez-Lima F. Pre-symptomatic detection of chronic motor
deficits and genotype prediction in congenic B6.SOD1(G93A) ALS mouse model.
Neuroscience. 2009;164(3):975-85.

Martin LJ. Mitochondrial and Cell Death Mechanisms in Neurodegenerative
Diseases. Pharmaceuticals (Basel). 2010;3(4):839-915.

Martin LJ, Al-Abdulla NA, Brambrink AM, Kirsch JR, Sieber FE, Portera-
Cailliau C. Neurodegeneration in excitotoxicity, global cerebral ischemia, and
target deprivation: A perspective on the contributions of apoptosis and necrosis.
Brain Res Bull. 1998;46(4):281-309.

Fray AE, Ince PG, Banner SJ, Milton ID, Usher PA, Cookson MR, Shaw PJ. The
expression of the glial glutamate transporter protein EAAT2 in motor neuron
disease: an immunohistochemical study. Eur J Neurosci. 1998;10(8):2481-9.
Rothstein JD, Van Kammen M, Levey Al, Martin LJ, Kuncl RW. Selective loss of
glial glutamate transporter GLT-1 in amyotrophic lateral sclerosis. Ann Neurol.
1995;38(1):73-84.

Sargsyan SA, Blackburn DJ, Barber SC, Monk PN, Shaw PJ. Mutant SOD1 G93A
microglia have an inflammatory phenotype and elevated production of MCP-1.
Neuroreport. 2009;20(16):1450-5.

Martin LJ. Mitochondrial pathobiology in ALS. J Bioenerg Biomembr.
2011;43(6):569-79.



REFERENCIAS - 116

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

o4,

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

Jaarsma D, Haasdijk ED, Grashorn JA, Hawkins R, van Duijn W, Verspaget HW,
London J, Holstege JC. Human Cu/Zn superoxide dismutase (SOD1)
overexpression in mice causes mitochondrial vacuolization, axonal degeneration,
and premature motoneuron death and accelerates motoneuron disease in mice
expressing a familial amyotrophic lateral sclerosis mutant SOD1. Neurobiol Dis.
2000;7(6 Pt B):623-43.

Dupuis L, Gonzalez de Aguilar JL, di Scala F, Rene F, de Tapia M, Pradat PF,
Lacomblez L, Seihlan D, Prinjha R, Walsh FS, et al. Nogo provides a molecular
marker for diagnosis of amyotrophic lateral sclerosis. Neurobiol Dis.
2002;10(3):358-65.

Grundstrom E, Lindholm D, Johansson A, Blennow K, Askmark H. GDNF but
not BDNF is increased in cerebrospinal fluid in amyotrophic lateral sclerosis.
Neuroreport. 2000;11(8):1781-3.

Yamamoto M, Mitsuma N, Inukai A, Ito Y, Li M, Mitsuma T, Sobue G.
Expression of GDNF and GDNFR-alpha mRNAs in muscles of patients with
motor neuron diseases. Neurochem Res. 1999;24(6):785-90.

Collard JF, Cote F, Julien JP. Defective axonal transport in a transgenic mouse
model of amyotrophic lateral sclerosis. Nature. 1995;375(6526):61-4.

Julien JP. Neurofilaments and motor neuron disease. Trends Cell Biol.
1997;7(6):243-9.

Puttaparthi K, Wojcik C, Rajendran B, DeMartino GN, Elliott JL. Aggregate
formation in the spinal cord of mutant SOD1 transgenic mice is reversible and
mediated by proteasomes. J Neurochem. 2003;87(4):851-60.

Jaarsma D, Teuling E, Haasdijk ED, De Zeeuw CI, Hoogenraad CC. Neuron-
specific expression of mutant superoxide dismutase is sufficient to induce
amyotrophic lateral sclerosis in transgenic mice. J Neurosci. 2008;28(9):2075-88.

Lino MM, Schneider C, Caroni P. Accumulation of SOD1 mutants in postnatal
motoneurons does not cause motoneuron pathology or motoneuron disease. J
Neurosci. 2002;22(12):4825-32.

Clement AM, Nguyen MD, Roberts EA, Garcia ML, Boillee S, Rule M,
McMahon AP, Doucette W, Siwek D, Ferrante RJ, et al. Wild-type nonneuronal
cells extend survival of SOD1 mutant motor neurons in ALS mice. Science.
2003;302(5642):113-7.

Di Giorgio FP, Carrasco MA, Siao MC, Maniatis T, Eggan K. Non-cell
autonomous effect of glia on motor neurons in an embryonic stem cell-based ALS
model. Nat Neurosci. 2007;10(5):608-14.

Nagai M, Re DB, Nagata T, Chalazonitis A, Jessell TM, Wichterle H, Przedborski
S. Astrocytes expressing ALS-linked mutated SOD1 release factors selectively
toxic to motor neurons. Nat Neurosci. 2007;10(5):615-22.

Beers DR, Henkel JS, Zhao W, Wang J, Appel SH. CD4+ T cells support glial
neuroprotection, slow disease progression, and modify glial morphology in an
animal model of inherited ALS. Proc Natl Acad Sci U S A. 2008;105(40):15558-
63.

Rossi D, Martorana F, Brambilla L. Implications of gliotransmission for the
pharmacotherapy of CNS disorders. CNS Drugs. 2011;25(8):641-58.

Parpura V, Heneka MT, Montana V, Oliet SH, Schousboe A, Haydon PG, Stout
RF, Jr., Spray DC, Reichenbach A, Pannicke T, et al. Glial cells in
(patho)physiology. J Neurochem. 2012;121(1):4-27.



REFERENCIAS - 117

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Choi DW. Glutamate neurotoxicity and diseases of the nervous system. Neuron.
1988;1(8):623-34.

Bruijn LI, Becher MW, Lee MK, Anderson KL, Jenkins NA, Copeland NG,
Sisodia SS, Rothstein JD, Borchelt DR, Price DL, et al. ALS-linked SOD1 mutant
G85R mediates damage to astrocytes and promotes rapidly progressive disease
with SOD1-containing inclusions. Neuron. 1997;18(2):327-38.

Guo H, Lai L, Butchbach ME, Stockinger MP, Shan X, Bishop GA, Lin CL.
Increased expression of the glial glutamate transporter EAAT2 modulates
excitotoxicity and delays the onset but not the outcome of ALS in mice. Hum Mol
Genet. 2003;12(19):2519-32.

Pardo AC, Wong V, Benson LM, Dykes M, Tanaka K, Rothstein JD, Maragakis
NJ. Loss of the astrocyte glutamate transporter GLT1 modifies disease in
SOD1(G93A) mice. Exp Neurol. 2006;201(1):120-30.

Rothstein JD, Martin LJ, Kuncl RW. Decreased glutamate transport by the brain
and spinal cord in amyotrophic lateral sclerosis. N Engl J Med.
1992;326(22):1464-8.

Cassina P, Cassina A, Pehar M, Castellanos R, Gandelman M, de Leon A,
Robinson KM, Mason RP, Beckman JS, Barbeito L, et al. Mitochondrial
dysfunction in SOD1G93A-bearing astrocytes promotes motor neuron
degeneration: prevention by mitochondrial-targeted antioxidants. J Neurosci.
2008;28(16):4115-22.

Sasabe J, Miyoshi Y, Suzuki M, Mita M, Konno R, Matsuoka M, Hamase K, Aiso
S. D-amino acid oxidase controls motoneuron degeneration through D-serine.
Proc Natl Acad Sci U S A. 2012;109(2):627-32.

Miquel E, Cassina A, Martinez-Palma L, Bolatto C, Trias E, Gandelman M, Radi
R, Barbeito L, Cassina P. Modulation of astrocytic mitochondrial function by
dichloroacetate improves survival and motor performance in inherited
amyotrophic lateral sclerosis. PLoS One. 2012;7(4):e34776.

Vargas MR, Johnson DA, Sirkis DW, Messing A, Johnson JA. Nrf2 activation in
astrocytes protects against neurodegeneration in mouse models of familial
amyotrophic lateral sclerosis. J Neurosci. 2008;28(50):13574-81.

Martorana F, Brambilla L, Valori CF, Bergamaschi C, Roncoroni C, Aronica E,
Volterra A, Bezzi P, Rossi D. The BH4 domain of Bcl-X(L) rescues astrocyte
degeneration in amyotrophic lateral sclerosis by modulating intracellular calcium
signals. Hum Mol Genet. 2012 Feb;21(4):826-40.

Rossi D, Brambilla L, Valori CF, Roncoroni C, Crugnola A, Yokota T, Bredesen
DE, Volterra A. Focal degeneration of astrocytes in amyotrophic lateral sclerosis.
Cell Death Differ. 2008;15(11):1691-700.

Diaz-Amarilla P, Olivera-Bravo S, Trias E, Cragnolini A, Martinez-Palma L,
Cassina P, Beckman J, Barbeito L. Phenotypically aberrant astrocytes that
promote motoneuron damage in a model of inherited amyotrophic lateral sclerosis.
Proc Natl Acad Sci U S A. 2011;108(44):18126-31.

Phatnani HP, Guarnieri P, Friedman BA, Carrasco MA, Muratet M, O'Keeffe S,
Nwakeze C, Pauli-Behn F, Newberry KM, Meadows SK, et al. Intricate interplay
between astrocytes and motor neurons in ALS. Proc Natl Acad Sci U S A.
2013;110(8):E756-65.

Ferraiuolo L, Higginbottom A, Heath PR, Barber S, Greenald D, Kirby J, Shaw
PJ. Dysregulation of astrocyte-motoneuron cross-talk in mutant superoxide
dismutase 1-related amyotrophic lateral sclerosis. Brain. 2011;134(Pt 9):2627-41.



REFERENCIAS - 118

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

Pehar M, Cassina P, Vargas MR, Castellanos R, Viera L, Beckman JS, Estevez
AG, Barbeito L. Astrocytic production of nerve growth factor in motor neuron
apoptosis: implications for amyotrophic lateral sclerosis. J Neurochem.
2004;89(2):464-73.

Schiffer D, Fiano V. Astrogliosis in ALS: possible interpretations according to
pathogenetic hypotheses. Amyotroph Lateral Scler Other Motor Neuron Disord.
2004;5(1):22-5.

Hensley K, Abdel-Moaty H, Hunter J, Mhatre M, Mou S, Nguyen K, Potapova T,
Pye QN, Qi M, Rice H, et al. Primary glia expressing the G93A-SOD1 mutation
present a neuroinflammatory phenotype and provide a cellular system for studies
of glial inflammation. J Neuroinflammation. 2006;3:2.

Haase G, Pettmann B, Raoul C, Henderson CE. Signaling by death receptors in
the nervous system. Curr Opin Neurobiol. 2008;18(3):284-91.

Elliott JL. Cytokine upregulation in a murine model of familial amyotrophic
lateral sclerosis. Brain Res Mol Brain Res. 2001;95(1-2):172-8.

Barbeito LH, Pehar M, Cassina P, Vargas MR, Peluffo H, Viera L, Estevez AG,
Beckman JS. A role for astrocytes in motor neuron loss in amyotrophic lateral
sclerosis. Brain Res Brain Res Rev. 2004;47(1-3):263-74.

Raoul C, Estevez AG, Nishimune H, Cleveland DW, deLapeyriere O, Henderson
CE, Haase G, Pettmann B. Motoneuron death triggered by a specific pathway
downstream of Fas. potentiation by ALS-linked SOD1 mutations. Neuron.
2002;35(6):1067-83.

Sengun 1S, Appel SH. Serum anti-Fas antibody levels in amyotrophic lateral
sclerosis. J Neuroimmunol. 2003;142(1-2):137-40.

Valori CF, Brambilla L, Martorana F, Rossi D. The multifaceted role of glial cells
in amyotrophic lateral sclerosis. Cell Mol Life Sci. 2013.

Aguzzi A, Barres BA, Bennett ML. Microglia: scapegoat, saboteur, or something
else? Science. 2013;339(6116):156-61.

Hall ED, Oostveen JA, Gurney ME. Relationship of microglial and astrocytic
activation to disease onset and progression in a transgenic model of familial ALS.
Glia. 1998;23(3):249-56.

Henkel JS, Beers DR, Siklos L, Appel SH. The chemokine MCP-1 and the
dendritic and myeloid cells it attracts are increased in the mSOD1 mouse model of
ALS. Mol Cell Neurosci. 2006;31(3):427-37.

Henkel JS, Engelhardt JI, Siklos L, Simpson EP, Kim SH, Pan T, Goodman JC,
Siddique T, Beers DR, Appel SH. Presence of dendritic cells, MCP-1, and
activated microglia/macrophages in amyotrophic lateral sclerosis spinal cord
tissue. Ann Neurol. 2004;55(2):221-35.

Turner MR, Cagnin A, Turkheimer FE, Miller CC, Shaw CE, Brooks DJ, Leigh
PN, Banati RB. Evidence of widespread cerebral microglial activation in
amyotrophic lateral sclerosis: an [11C](R)-PK11195 positron emission
tomography study. Neurobiol Dis. 2004;15(3):601-9.

Urushitani M, Sik A, Sakurai T, Nukina N, Takahashi R, Julien JP.
Chromogranin-mediated secretion of mutant superoxide dismutase proteins linked
to amyotrophic lateral sclerosis. Nat Neurosci. 2006;9(1):108-18.

Roberts K, Zeineddine R, Corcoran L, Li W, Campbell IL, Yerbury JJ.
Extracellular aggregated Cu/Zn superoxide dismutase activates microglia to give a
cytotoxic phenotype. Glia. 2013;61(3):409-19.



REFERENCIAS - 119

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

Gowing G, Dequen F, Soucy G, Julien JP. Absence of tumor necrosis factor-alpha
does not affect motor neuron disease caused by superoxide dismutase 1 mutations.
J Neurosci. 2006;26(44):11397-402.

Beers DR, Henkel JS, Xiao Q, Zhao W, Wang J, Yen AA, Siklos L, McKercher
SR, Appel SH. Wild-type microglia extend survival in PU.1 knockout mice with
familial amyotrophic lateral sclerosis. Proc Natl Acad Sci U S A.
2006;103(43):16021-6.

Appel SH, Zhao W, Beers DR, Henkel JS. The microglial-motoneuron dialogue in
ALS. Acta Myol. 2011;30(1):4-8.

Butovsky O, Siddiqui S, Gabriely G, Lanser AJ, Dake B, Murugaiyan G, Doykan
CE, Wu PM, Gali RR, lyer LK, et al. Modulating inflammatory monocytes with a
unigue microRNA gene signature ameliorates murine ALS. J Clin Invest.
2012;122(9):3063-87.

Kipnis J, Avidan H, Caspi RR, Schwartz M. Dual effect of CD4+CD25+
regulatory T cells in neurodegeneration: a dialogue with microglia. Proc Natl
Acad Sci U S A. 2004;101 Suppl 2:14663-9.

Lincecum JM, Vieira FG, Wang MZ, Thompson K, De Zutter GS, Kidd J, Moreno
A, Sanchez R, Carrion 1J, Levine BA, et al. From transcriptome analysis to
therapeutic anti-CD40L treatment in the SOD1 model of amyotrophic lateral
sclerosis. Nat Genet. 2010;42(5):392-9.

Hensley K, Fedynyshyn J, Ferrell S, Floyd RA, Gordon B, Grammas P,
Hamdheydari L, Mhatre M, Mou S, Pye QN, et al. Message and protein-level
elevation of tumor necrosis factor alpha (TNF alpha) and TNF alpha-modulating
cytokines in spinal cords of the G93A-SOD1 mouse model for amyotrophic lateral
sclerosis. Neurobiol Dis. 2003;14(1):74-80.

Yoshihara T, Ishigaki S, Yamamoto M, Liang Y, Niwa J, Takeuchi H, Doyu M,
Sobue G. Differential expression of inflammation- and apoptosis-related genes in
spinal cords of a mutant SOD1 transgenic mouse model of familial amyotrophic
lateral sclerosis. J Neurochem. 2002;80(1):158-67.

Goldknopf IL, Sheta EA, Bryson J, Folsom B, Wilson C, Duty J, Yen AA, Appel
SH. Complement C3c and related protein biomarkers in amyotrophic lateral
sclerosis and Parkinson's disease. Biochem Biophys Res Commun.
2006;342(4):1034-9.

Kuhle J, Lindberg RL, Regeniter A, Mehling M, Steck AJ, Kappos L, Czaplinski
A. Increased levels of inflammatory chemokines in amyotrophic lateral sclerosis.
Eur J Neurol. 2009;16(6):771-4.

Simpson EP, Henry YK, Henkel JS, Smith RG, Appel SH. Increased lipid
peroxidation in sera of ALS patients: a potential biomarker of disease burden.
Neurology. 2004;62(10):1758-65.

Mantovani S, Garbelli S, Pasini A, Alimonti D, Perotti C, Melazzini M, Bendotti
C, Mora G. Immune system alterations in sporadic amyotrophic lateral sclerosis
patients suggest an ongoing neuroinflammatory process. J Neuroimmunol.
2009;210(1-2):73-9.

Kriz J, Nguyen MD, Julien JP. Minocycline slows disease progression in a mouse
model of amyotrophic lateral sclerosis. Neurobiol Dis. 2002;10(3):268-78.

Gordon PH, Moore DH, Miller RG, Florence JM, Verheijde JL, Doorish C, Hilton
JF, Spitalny GM, MacArthur RB, Mitsumoto H, et al. Efficacy of minocycline in
patients with amyotrophic lateral sclerosis: a phase Il randomised trial. Lancet
Neurol. 2007;6(12):1045-53.



REFERENCIAS - 120

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

Yiangou Y, Facer P, Durrenberger P, Chessell IP, Naylor A, Bountra C, Banati
RR, Anand P. COX-2, CB2 and P2X7-immunoreactivities are increased in
activated microglial cellsyfmacrophages of multiple sclerosis and amyotrophic
lateral sclerosis spinal cord. BMC Neurol. 2006;6:12.

Drachman DB, Frank K, Dykes-Hoberg M, Teismann P, Almer G, Przedborski S,
Rothstein JD. Cyclooxygenase 2 inhibition protects motor neurons and prolongs
survival in a transgenic mouse model of ALS. Ann Neurol. 2002;52(6):771-8.
Cudkowicz ME, Shefner JM, Schoenfeld DA, Zhang H, Andreasson KI, Rothstein
JD, Drachman DB. Trial of celecoxib in amyotrophic lateral sclerosis. Ann Neurol.
2006;60(1):22-31.

Nguyen MD, D'Aigle T, Gowing G, Julien JP, Rivest S. Exacerbation of motor
neuron disease by chronic stimulation of innate immunity in a mouse model of
amyotrophic lateral sclerosis. J Neurosci. 2004;24(6):1340-9.

llieva H, Polymenidou M, Cleveland DW. Non-cell autonomous toxicity in
neurodegenerative disorders: ALS and beyond. J Cell Biol. 2009 ;187(6):761-72.
Ferraiuolo L, Kirby J, Grierson AJ, Sendtner M, Shaw PJ. Molecular pathways of
motor neuron injury in amyotrophic lateral sclerosis. Nat Rev Neurol.
2011;7(11):616-30.

Burgemeister R. New aspects of laser microdissection in research and routine. J
Histochem Cytochem. 2005;53(3):409-12.

Going JJ, Lamb RF. Practical histological microdissection for PCR analysis. J
Pathol. 1996;179(1):121-4.

Hernandez S, Lloreta J. Manual versus laser micro-dissection in molecular
biology. Ultrastruct Pathol. 2006;30(3):221-8.

Miana-Mena FJ, Munoz MJ, Yague G, Mendez M, Moreno M, Ciriza J, Zaragoza
P, Osta R. Optimal methods to characterize the G93A mouse model of ALS.
Amyotroph Lateral Scler Other Motor Neuron Disord. 2005;6(1):55-62.

Rosen DR, Siddique T, Patterson D, Figlewicz DA, Sapp P, Hentati A, Donaldson
D, Goto J, O'Regan JP, Deng HX, et al. Mutations in Cu/Zn superoxide dismutase
gene are associated with familial amyotrophic lateral sclerosis. Nature.
1993;362(6415):59-62.

Weydt P, Hong SY, Kliot M, Moller T. Assessing disease onset and progression in
the SOD1 mouse model of ALS. Neuroreport. 2003;14(7):1051-4.

Smittkamp SE, Brown JW, Stanford JA. Time-course and characterization of
orolingual motor deficits in B6SJL-Tg(SOD1-G93A)1Gur/J mice. Neuroscience.
2008;151(2):613-21.

Novoradovskaya N, Whitfield ML, Basehore LS, Novoradovsky A, Pesich R,
Usary J, Karaca M, Wong WK, Aprelikova O, Fero M, et al. Universal Reference
RNA as a standard for microarray experiments. BMC Genomics. 2004;5(1):20.
Ritchie ME, Silver J, Oshlack A, Holmes M, Diyagama D, Holloway A, Smyth
GK. A comparison of background correction methods for two-colour microarrays.
Bioinformatics. 2007;23(20):2700-7.

Smyth GK. Limma: linear models for microarray data. . In: R. Gentleman VC, S.
Dudoit, R. Irizarry, Huber W, editors. Bioinformatics and Computational

Biology Solutions using R and Bioconductor. New York: Springer; 2005.

Prifti E, Zucker JD, Clement K, Henegar C. FunNet: an integrative tool for
exploring transcriptional interactions. Bioinformatics. 2008;24(22):2636-8.

Prifti E, Zucker JD, Clement K, Henegar C. Interactional and functional centrality
in transcriptional co-expression networks. Bioinformatics. 2010;26(24):3083-9.



REFERENCIAS - 121

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

Cao P, Maximov A, Sudhof TC. Activity-dependent IGF-1 exocytosis is
controlled by the Ca(2+)-sensor synaptotagmin-10. Cell. 2011 Apr 15;145(2):300-
11.

Kang S, Kim EY, Bahn YJ, Chung JW, Lee do H, Park SG, Yoon TS, Park BC,
Bae KH. A proteomic analysis of the effect of MAPK pathway activation on L-
glutamate-induced neuronal cell death. Cell Mol Biol Lett. 2007;12(1):139-47.
Kulangara K, Kropf M, Glauser L, Magnin S, Alberi S, Yersin A, Hirling H.
Phosphorylation of glutamate receptor interacting protein 1 regulates surface
expression of glutamate receptors. J Biol Chem. 2007;282(4):2395-404.

Verpelli C, Piccoli G, Zibetti C, Zanchi A, Gardoni F, Huang K, Brambilla D, Di
Luca M, Battaglioli E, Sala C. Synaptic activity controls dendritic spine
morphology by modulating eEF2-dependent BDNF synthesis. J Neurosci.
2010;30(17):5830-42.

Zeng XN, Sun XL, Gao L, Fan Y, Ding JH, Hu G. Aquaporin-4 deficiency down-
regulates glutamate uptake and GLT-1 expression in astrocytes. Mol Cell
Neurosci. 2007;34(1):34-9.

Morrison TB, Weis JJ, Wittwer CT. Quantification of low-copy transcripts by
continuous SYBR Green | monitoring during amplification. Biotechniques.
1998;24(6):954-8, 60, 62.

Livak KJ, Schmittgen TD. Analysis of relative gene expression data using real-
time quantitative PCR and the 2(-Delta Delta C(T)) Method. Methods.
2001;25(4):402-8.

Gomes LI, Silva RL, Stolf BS, Cristo EB, Hirata R, Soares FA, Reis LF, Neves
EJ, Carvalho AF. Comparative analysis of amplified and nonamplified RNA for
hybridization in cONA microarray. Anal Biochem. 2003;321(2):244-51.

Wang E, Miller LD, Ohnmacht GA, Liu ET, Marincola FM. High-fidelity mRNA
amplification for gene profiling. Nat Biotechnol. 2000;18(4):457-9.

Yamanaka K, Boillee S, Roberts EA, Garcia ML, McAlonis-Downes M, Mikse
OR, Cleveland DW, Goldstein LS. Mutant SOD1 in cell types other than motor
neurons and oligodendrocytes accelerates onset of disease in ALS mice. Proc Natl
Acad Sci U S A. 2008;105(21):7594-9.

Knippenberg S, Thau N, Dengler R, Petri S. Significance of behavioural tests in a
transgenic mouse model of amyotrophic lateral sclerosis (ALS). Behav Brain Res.
2010;213(1):82-7.

Dunham NW, Miya TS. A note on a simple apparatus for detecting neurological
deficit in rats and mice. J Am Pharm Assoc Am Pharm Assoc (Baltim).
1957;46(3):208-9.

Kirkinezos IG, Hernandez D, Bradley WG, Moraes CT. Regular exercise is
beneficial to a mouse model of amyotrophic lateral sclerosis. Ann Neurol.
2003;53(6):804-7.

Barneoud P, Lolivier J, Sanger DJ, Scatton B, Moser P. Quantitative motor
assessment in FALS mice: a longitudinal study. Neuroreport. 1997;8(13):2861-5.
Brockington A, Heath PR, Holden H, Kasher P, Bender FL, Claes F, Lambrechts
D, Sendtner M, Carmeliet P, Shaw PJ. Downregulation of genes with a function in
axon outgrowth and synapse formation in motor neurones of the VEGFdelta/delta
mouse model of amyotrophic lateral sclerosis. BMC Genomics. 2010;11:203.
Chuaqui RF, Bonner RF, Best CJ, Gillespie JW, Flaig MJ, Hewitt SM, Phillips JL,
Krizman DB, Tangrea MA, Ahram M, et al. Post-analysis follow-up and
validation of microarray experiments. Nat Genet. 2002;32 Suppl:509-14.



REFERENCIAS - 122

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

Dallas PB, Gottardo NG, Firth MJ, Beesley AH, Hoffmann K, Terry PA, Freitas
JR, Boag JM, Cummings AJ, Kees UR. Gene expression levels assessed by
oligonucleotide microarray analysis and quantitative real-time RT-PCR -- how
well do they correlate? BMC Genomics. 2005;6:59.

Rajeevan MS, Vernon SD, Taysavang N, Unger ER. Validation of array-based
gene expression profiles by real-time (kinetic) RT-PCR. J Mol Diagn.
2001;3(1):26-31.

Dangond F, Hwang D, Camelo S, Pasinelli P, Frosch MP, Stephanopoulos G,
Brown RH, Jr., Gullans SR. Molecular signature of late-stage human ALS
revealed by expression profiling of postmortem spinal cord gray matter. Physiol
Genomics. 2004;16(2):229-39.

D'Arrigo A, Colavito D, Pena-Altamira E, Fabris M, Dam M, Contestabile A,
Leon A. Transcriptional profiling in the lumbar spinal cord of a mouse model of
amyotrophic lateral sclerosis: a role for wild-type superoxide dismutase 1 in
sporadic disease? J Mol Neurosci. 2010;41(3):404-15.

Ferraiuolo L, Heath PR, Holden H, Kasher P, Kirby J, Shaw PJ. Microarray
analysis of the cellular pathways involved in the adaptation to and progression of
motor neuron injury in the SOD1 G93A mouse model of familial ALS. J
Neurosci. 2007;27(34):9201-19.

Guipponi M, Li QX, Hyde L, Beissbarth T, Smyth GK, Masters CL, Scott HS.
SAGE analysis of genes differentially expressed in presymptomatic
TgSOD1G93A transgenic mice identified cellular processes involved in early
stage of ALS pathology. J Mol Neurosci. 2010;41(1):172-82.

Jiang YM, Yamamoto M, Kobayashi Y, Yoshihara T, Liang Y, Terao S, Takeuchi
H, Ishigaki S, Katsuno M, Adachi H, et al. Gene expression profile of spinal
motor neurons in sporadic amyotrophic lateral sclerosis. Ann Neurol.
2005;57(2):236-51.

Lobsiger CS, Boillee S, Cleveland DW. Toxicity from different SOD1 mutants
dysregulates the complement system and the neuronal regenerative response in
ALS motor neurons. Proc Natl Acad Sci U S A. 2007;104(18):7319-26.

Malaspina A, de Belleroche J. Spinal cord molecular profiling provides a better
understanding of amyotrophic lateral sclerosis pathogenesis. Brain Res Brain Res
Rev. 2004;45(3):213-29.

Offen D, Barhum Y, Melamed E, Embacher N, Schindler C, Ransmayr G. Spinal
cord mRNA profile in patients with ALS: comparison with transgenic mice
expressing the human SOD-1 mutant. J Mol Neurosci. 2009;38(2):85-93.

Olsen MK, Roberds SL, Ellerbrock BR, Fleck TJ, McKinley DK, Gurney ME.
Disease mechanisms revealed by transcription profiling in SOD1-G93A transgenic
mouse spinal cord. Ann Neurol. 2001;50(6):730-40.

Perrin FE, Boisset G, Docquier M, Schaad O, Descombes P, Kato AC. No
widespread induction of cell death genes occurs in pure motoneurons in an
amyotrophic lateral sclerosis mouse model. Hum Mol Genet. 2005;14(21):3309-
20.

Saris CG, Groen EJ, van Vught PW, van Es MA, Blauw HM, Veldink JH, van den
Berg LH. Gene expression profile of SOD1-G93A mouse spinal cord, blood and
muscle. Amyotroph Lateral Scler Frontotemporal Degener. 2013;14(3):190-8.
Yamamoto M, Tanaka F, Sobue G. [Gene expression profile of spinal ventral horn
in ALS]. Brain Nerve. 2007;59(10):1129-39.



REFERENCIAS - 123

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

Kalathur RK, Hernandez-Prieto MA, Futschik ME. Huntington's disease and its
therapeutic target genes: a global functional profile based on the HD Research
Crossroads database. BMC Neurol. 2012;12:47.

Mougeot JL, Li Z, Price AE, Wright FA, Brooks BR. Microarray analysis of
peripheral blood lymphocytes from ALS patients and the SAFE detection of the
KEGG ALS pathway. BMC Med Genomics. 2011;4:74.

Kanehisa M, Goto S, Sato Y, Furumichi M, Tanabe M. KEGG for integration and
interpretation of large-scale molecular data sets. Nucleic Acids Res.
2012;40(Database issue):D109-14.

Zhang B, Horvath S. A general framework for weighted gene co-expression
network analysis. Stat Appl Genet Mol Biol. 2005;4:Articlel7.

Cali C, Bezzi P. CXCR4-mediated glutamate exocytosis from astrocytes. J
Neuroimmunol. 2010;224(1-2):13-21.

Petri S, Schmalbach S, Grosskreutz J, Krampfl K, Grothe C, Dengler R, Van Den
Bosch L, Robberecht W, Bufler J. The cellular mRNA expression of GABA and
glutamate receptors in spinal motor neurons of SOD1 mice. J Neurol Sci.
2005;238(1-2):25-30.

Schutz B. Imbalanced excitatory to inhibitory synaptic input precedes motor
neuron degeneration in an animal model of amyotrophic lateral sclerosis.
Neurobiol Dis. 2005;20(1):131-40.

Wallen-Mackenzie A, Wootz H, Englund H. Genetic inactivation of the vesicular
glutamate transporter 2 (VGLUT2) in the mouse: what have we learnt about
functional glutamatergic neurotransmission? Ups J Med Sci. 2010;115(1):11-20.
Sunico CR, Dominguez G, Garcia-Verdugo JM, Osta R, Montero F, Moreno-
Lopez B. Reduction in the motoneuron inhibitory/excitatory synaptic ratio in an
early-symptomatic mouse model of amyotrophic lateral sclerosis. Brain Pathol.
2011;21(1):1-15.

Wootz H, Enjin A, Wallen-Mackenzie A, Lindholm D, Kullander K. Reduced
VGLUT2 expression increases motor neuron viability in Sod1(G93A) mice.
Neurobiol Dis. 2010;37(1):58-66.

Herzog E, Landry M, Buhler E, Bouali-Benazzouz R, Legay C, Henderson CE,
Nagy F, Dreyfus P, Giros B, ElI Mestikawy S. Expression of vesicular glutamate
transporters, VGLUT1 and VGLUT2, in cholinergic spinal motoneurons. Eur J
Neurosci. 2004;20(7):1752-60.

Lin CL, Kong Q, Cuny GD, Glicksman MA. Glutamate transporter EAAT2: a
new target for the treatment of neurodegenerative diseases. Future Med Chem.
2012;4(13):1689-700.

Sheldon AL, Robinson MB. The role of glutamate transporters in
neurodegenerative diseases and potential opportunities for intervention.
Neurochem Int. 2007;51(6-7):333-55.

Maragakis NJ, Dykes-Hoberg M, Rothstein JD. Altered expression of the
glutamate transporter EAAT2b in neurological disease. Ann Neurol.
2004;55(4):469-77.

Plaitakis A, Caroscio JT. Abnormal glutamate metabolism in amyotrophic lateral
sclerosis. Ann Neurol. 1987;22(5):575-9.

Sasaki S, Komori T, Iwata M. Excitatory amino acid transporter 1 and 2
immunoreactivity in the spinal cord in amyotrophic lateral sclerosis. Acta
Neuropathol. 2000;100(2):138-44.



REFERENCIAS - 124

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

Shaw PJ, Forrest V, Ince PG, Richardson JP, Wastell HJ. CSF and plasma amino
acid levels in motor neuron disease: elevation of CSF glutamate in a subset of
patients. Neurodegeneration. 1995;4(2):209-16.

Spreux-Varoquaux O, Bensimon G, Lacomblez L, Salachas F, Pradat PF, Le
Forestier N, Marouan A, Dib M, Meininger V. Glutamate levels in cerebrospinal
fluid in amyotrophic lateral sclerosis: a reappraisal using a new HPLC method
with coulometric detection in a large cohort of patients. J Neurol Sci.
2002;193(2):73-8.

Alexander GM, Deitch JS, Seeburger JL, Del Valle L, Heiman-Patterson TD.
Elevated cortical extracellular fluid glutamate in transgenic mice expressing
human mutant (G93A) Cu/Zn superoxide dismutase. J Neurochem.
2000;74(4):1666-73.

Bristol LA, Rothstein JD. Glutamate transporter gene expression in amyotrophic
lateral sclerosis motor cortex. Ann Neurol. 1996;39(5):676-9.

Yang Y, Gozen O, Watkins A, Lorenzini I, Lepore A, Gao Y, Vidensky S,
Brennan J, Poulsen D, Won Park J, et al. Presynaptic regulation of astroglial
excitatory neurotransmitter transporter GLT1. Neuron. 2009;61(6):880-94.
Pasinelli P, Houseweart MK, Brown RH, Jr., Cleveland DW. Caspase-1 and -3 are
sequentially activated in motor neuron death in Cu,Zn superoxide dismutase-
mediated familial amyotrophic lateral sclerosis. Proc Natl Acad Sci U S A.
2000;97(25):13901-6.

Boston-Howes W, Gibb SL, Williams EO, Pasinelli P, Brown RH, Jr., Trotti D.
Caspase-3 cleaves and inactivates the glutamate transporter EAAT2. J Biol Chem.
2006;281(20):14076-84.

Trotti D, Danbolt NC, Volterra A. Glutamate transporters are oxidant-vulnerable:
a molecular link between oxidative and excitotoxic neurodegeneration? Trends
Pharmacol Sci. 1998;19(8):328-34.

Tortarolo M, Crossthwaite AJ, Conforti L, Spencer JP, Williams RJ, Bendotti C,
Rattray M. Expression of SOD1 G93A or wild-type SODL1 in primary cultures of
astrocytes down-regulates the glutamate transporter GLT-1: lack of involvement
of oxidative stress. J Neurochem. 2004;88(2):481-93.

Flomen R, Makoff A. Increased RNA editing in EAAT2 pre-mRNA from
amyotrophic lateral sclerosis patients: involvement of a cryptic polyadenylation
site. Neurosci Lett. 2011;497(2):139-43.

Charo IF, Ransohoff RM. The many roles of chemokines and chemokine receptors
in inflammation. N Engl J Med. 2006;354(6):610-21.

Haas CS, Amin MA, Ruth JH, Allen BL, Ahmed S, Pakozdi A, Woods JM,
Shahrara S, Koch AE. In vivo inhibition of angiogenesis by interleukin-13 gene
therapy in a rat model of rheumatoid arthritis. Arthritis Rheum. 2007;56(8):2535-
48.

Sallusto F, Baggiolini M. Chemokines and leukocyte traffic. Nat Immunol.
2008;9(9):949-52.

Thelen M, Stein JV. How chemokines invite leukocytes to dance. Nat Immunol.
2008;9(9):953-9.

Gupta PK, Prabhakar S, Sharma NK, Anand A. Possible association between
expression of chemokine receptor-2 (CCR2) and amyotrophic lateral sclerosis
(ALS) patients of North India. PLoS One. 2012;7(6):e38382.



REFERENCIAS - 125

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

199.

Tateishi T, Yamasaki R, Tanaka M, Matsushita T, Kikuchi H, Isobe N, Ohyagi Y,
Kira J. CSF chemokine alterations related to the clinical course of amyotrophic
lateral sclerosis. J Neuroimmunol. 2010;222(1-2):76-81.

Zhang R, Gascon R, Miller RG, Gelinas DF, Mass J, Lancero M, Narvaez A,
McGrath MS. MCP-1 chemokine receptor CCR2 is decreased on circulating
monocytes in sporadic amyotrophic lateral sclerosis (SALS). J Neuroimmunol.
2006;179(1-2):87-93.

Rentzos M, Nikolaou C, Rombos A, Boufidou F, Zoga M, Dimitrakopoulos A,
Tsoutsou A, Vassilopoulos D. RANTES levels are elevated in serum and
cerebrospinal fluid in patients with amyotrophic lateral sclerosis. Amyotroph
Lateral Scler. 2007;8(5):283-7.

Luo Y, Xue H, Pardo AC, Mattson MP, Rao MS, Maragakis NJ. Impaired
SDF1/CXCR4 signaling in glial progenitors derived from SOD1(G93A) mice. J
Neurosci Res. 2007;85(11):2422-32.

Odemis V, Lamp E, Pezeshki G, Moepps B, Schilling K, Gierschik P, Littman
DR, Engele J. Mice deficient in the chemokine receptor CXCR4 exhibit impaired
limb innervation and myogenesis. Mol Cell Neurosci. 2005 Dec;30(4):494-505.
Lieberam I, Agalliu D, Nagasawa T, Ericson J, Jessell TM. A Cxcl12-CXCR4
chemokine signaling pathway defines the initial trajectory of mammalian motor
axons. Neuron. 2005;47(5):667-79.

Chalasani SH, Sabelko KA, Sunshine MJ, Littman DR, Raper JA. A chemokine,
SDF-1, reduces the effectiveness of multiple axonal repellents and is required for
normal axon pathfinding. J Neurosci. 2003;23(4):1360-71.

Cheroni C, Peviani M, Cascio P, Debiasi S, Monti C, Bendotti C. Accumulation of
human SOD1 and ubiquitinated deposits in the spinal cord of SOD1G93A mice
during motor neuron disease progression correlates with a decrease of proteasome.
Neurobiol Dis. 2005;18(3):509-22.

Kato S. Amyotrophic lateral sclerosis models and human neuropathology:
similarities and differences. Acta Neuropathol. 2008;115(1):97-114.

Strong MJ, Kesavapany S, Pant HC. The pathobiology of amyotrophic lateral
sclerosis: a proteinopathy? J Neuropathol Exp Neurol. 2005;64(8):649-64.
Urushitani M, Kurisu J, Tateno M, Hatakeyama S, Nakayama K, Kato S,
Takahashi R. CHIP promotes proteasomal degradation of familial ALS-linked
mutant SOD1 by ubiquitinating Hsp/Hsc70. J Neurochem. 2004;90(1):231-44.
Urushitani M, Kurisu J, Tsukita K, Takahashi R. Proteasomal inhibition by
misfolded mutant superoxide dismutase 1 induces selective motor neuron death in
familial amyotrophic lateral sclerosis. J Neurochem. 2002;83(5):1030-42.
Massignan T, Casoni F, Basso M, Stefanazzi P, Biasini E, Tortarolo M, Salmona
M, Gianazza E, Bendotti C, Bonetto V. Proteomic analysis of spinal cord of
presymptomatic amyotrophic lateral sclerosis G93A SOD1 mouse. Biochem
Biophys Res Commun. 2007;353(3):719-25.

Saris CG, Groen EJ, Koekkoek JA, Veldink JH, van den Berg LH. Meta-analysis
of gene expression profiling in amyotrophic lateral sclerosis: a comparison
between transgenic mouse models and human patients. Amyotroph Lateral Scler
Frontotemporal Degener. 2013;14(3):177-89.

Kwak YD, Wang B, Li JJ, Wang R, Deng Q, Diao S, Chen Y, Xu R, Masliah E,
Xu H, et al. Upregulation of the E3 ligase NEDD4-1 by oxidative stress degrades
IGF-1 receptor protein in neurodegeneration. J Neurosci. 2012;32(32):10971-81.



REFERENCIAS - 126

200.

201.

202.

203.

204.

205.

206.

207.

208.

209.

210.

211.

212.

213.

214.

215.

216.

217.

218.

Wilkinson KA, Henley JM. Mechanisms, regulation and consequences of protein
SUMOylation. Biochem J. 2010;428(2):133-45.

Foran E, Bogush A, Goffredo M, Roncaglia P, Gustincich S, Pasinelli P, Trotti D.
Motor neuron impairment mediated by a sumoylated fragment of the glial
glutamate transporter EAAT2. Glia. 2011;59(11):1719-31.

Xu R, Wu C, Zhang X, Zhang Q, Yang Y, YiJ, Yang R, Tao Y. Linking hypoxic
and oxidative insults to cell death mechanisms in models of ALS. Brain Res.
2011;1372:133-44.

Vargas MR, Johnson JA. Astrogliosis in amyotrophic lateral sclerosis: role and
therapeutic potential of astrocytes. Neurotherapeutics. 2010;7(4):471-81.
Dangoumau A, Veyrat-Durebex C, Blasco H, Praline J, Corcia P, Andres CR,
Vourc'h P. Protein SUMOylation, an emerging pathway in amyotrophic lateral
sclerosis. Int J Neurosci. 2013;123(6):366-74.

Matsumoto A, Tateishi Y, Onoyama I, Okita Y, Nakayama K, Nakayama KI.
Fbxw7beta resides in the endoplasmic reticulum membrane and protects cells
from oxidative stress. Cancer Sci. 2011;102(4):749-55.

Nateri AS, Riera-Sans L, Da Costa C, Behrens A. The ubiquitin ligase SCFFbw7
antagonizes apoptotic JNK signaling. Science. 2004;303(5662):1374-8.

Koopman WJ, Distelmaier F, Smeitink JA, Willems PH. OXPHOS mutations and
neurodegeneration. EMBO J. 2013;32(1):9-29.

Lin J, Diamanduros A, Chowdhury SA, Scelsa S, Latov N, Sadig SA. Specific
electron transport chain abnormalities in amyotrophic lateral sclerosis. J Neurol.
2009;256(5):774-82.

Chen K, Northington FJ, Martin LJ. Inducible nitric oxide synthase is present in
motor neuron mitochondria and Schwann cells and contributes to disease
mechanisms in ALS mice. Brain Struct Funct. 2010;214(2-3):219-34.

Manfredi G, Xu Z. Mitochondrial dysfunction and its role in motor neuron
degeneration in ALS. Mitochondrion. 2005;5(2):77-87.

Miyazaki K, Ohta Y, Nagai M, Morimoto N, Kurata T, Takehisa Y, lkeda Y,
Matsuura T, Abe K. Disruption of neurovascular unit prior to motor neuron
degeneration in amyotrophic lateral sclerosis. J Neurosci Res. 2011;89(5):718-28.
Garbuzova-Davis S, Haller E, Saporta S, Kolomey I, Nicosia SV, Sanberg PR.
Ultrastructure of blood-brain barrier and blood-spinal cord barrier in SOD1 mice
modeling ALS. Brain Res. 2007;1157:126-37.

Garbuzova-Davis S, Hernandez-Ontiveros DG, Rodrigues MC, Haller E, Frisina-
Deyo A, Mirtyl S, Sallot S, Saporta S, Borlongan CV, Sanberg PR. Impaired
blood-brain/spinal cord barrier in ALS patients. Brain Res. 2012;1469:114-28.
Garbuzova-Davis S, Rodrigues MC, Hernandez-Ontiveros DG, Louis MK,
Willing AE, Borlongan CV, Sanberg PR. Amyotrophic lateral sclerosis: a
neurovascular disease. Brain Res. 2011;1398:113-25.

Grammas P, Martinez J, Miller B. Cerebral microvascular endothelium and the
pathogenesis of neurodegenerative diseases. Expert Rev Mol Med. 2011;13:e19.
Zlokovic BV. The blood-brain barrier in health and chronic neurodegenerative
disorders. Neuron. 2008;57(2):178-201.

Arhart RW. A possible haemodynamic mechanism for amyotrophic lateral
sclerosis. Med Hypotheses. 2010;75(4):341-6.

Zhong Z, Deane R, Ali Z, Parisi M, Shapovalov Y, O'Banion MK, Stojanovic K,
Sagare A, Boillee S, Cleveland DW, et al. ALS-causing SOD1 mutants generate



REFERENCIAS - 127

219.

220.

221.

222.

223.

224.

225.

226.

227.

228.

229.

230.

231.

232.

233.

234.

vascular changes prior to motor neuron degeneration. Nat Neurosci.
2008;11(4):420-2.

Henkel JS, Beers DR, Wen S, Bowser R, Appel SH. Decreased mRNA expression
of tight junction proteins in lumbar spinal cords of patients with ALS. Neurology.
2009;72(18):1614-6.

Elmer BM, McAllister AK. Major histocompatibility complex class | proteins in
brain development and plasticity. Trends Neurosci. 2012;35(11):660-70.

Kon M, Cuervo AM. Chaperone-mediated autophagy in health and disease. FEBS
Lett. 2010;584(7):1399-404.

Massey AC, Zhang C, Cuervo AM. Chaperone-mediated autophagy in aging and
disease. Curr Top Dev Biol. 2006;73:205-35.

McMahon HT, Boucrot E. Molecular mechanism and physiological functions of
clathrin-mediated endocytosis. Nat Rev Mol Cell Biol. 2011;12(8):517-33.
Polymenidou M, Cleveland DW. The seeds of neurodegeneration: prion-like
spreading in ALS. Cell. 2011;147(3):498-508.

Otomo A, Pan L, Hadano S. Dysregulation of the autophagy-endolysosomal
system in amyotrophic lateral sclerosis and related motor neuron diseases. Neurol
Res Int. 2012;2012:498428.

Morimoto N, Nagai M, Ohta Y, Miyazaki K, Kurata T, Morimoto M, Murakami
T, Takehisa Y, Ikeda Y, Kamiya T, et al. Increased autophagy in transgenic mice
with a G93A mutant SOD1 gene. Brain Res. 2007;1167:112-7.

Tian F, Morimoto N, Liu W, Ohta Y, Deguchi K, Miyazaki K, Abe K. In vivo
optical imaging of motor neuron autophagy in a mouse model of amyotrophic
lateral sclerosis. Autophagy. 2011;7(9):985-92.

Majumder R, Krishnan KS. Synaptic vesicle recycling: genetic and cell biological
studies. J Neurogenet. 2010;24(3):146-57.

Gifondorwa DJ, Robinson MB, Hayes CD, Taylor AR, Prevette DM, Oppenheim
RW, Caress J, Milligan CE. Exogenous delivery of heat shock protein 70 increases
lifespan in a mouse model of amyotrophic lateral sclerosis. J Neurosci.
2007;27(48):13173-80.

Gifondorwa DJ, Jimenz-Moreno R, Hayes CD, Rouhani H, Robinson MB, Strupe
JL, Caress J, Milligan C. Administration of Recombinant Heat Shock Protein 70
Delays Peripheral Muscle Denervation in the SOD1(G93A) Mouse Model of
Amyotrophic Lateral Sclerosis. Neurol Res Int. 2012;2012:170426.

Bruening W, Roy J, Giasson B, Figlewicz DA, Mushynski WE, Durham HD. Up-
regulation of protein chaperones preserves viability of cells expressing toxic
Cu/Zn-superoxide dismutase mutants associated with amyotrophic lateral
sclerosis. J Neurochem. 1999;72(2):693-9.

Kieran D, Kalmar B, Dick JR, Riddoch-Contreras J, Burnstock G, Greensmith L.
Treatment with arimoclomol, a coinducer of heat shock proteins, delays disease
progression in ALS mice. Nat Med. 2004;10(4):402-5.

Takeuchi H, Kobayashi Y, Yoshihara T, Niwa J, Doyu M, Ohtsuka K, Sobue G.
Hsp70 and Hsp40 improve neurite outgrowth and suppress intracytoplasmic
aggregate formation in cultured neuronal cells expressing mutant SOD1. Brain
Res. 2002;949(1-2):11-22.

Basso M, Samengo G, Nardo G, Massignan T, D'Alessandro G, Tartari S, Cantoni
L, Marino M, Cheroni C, De Biasi S, et al. Characterization of detergent-insoluble
proteins in ALS indicates a causal link between nitrative stress and aggregation in
pathogenesis. PL0oS One. 2009;4(12):e8130.



REFERENCIAS - 128

235.

236.

237.

238.

239.

240.

241.

242.

243.

244,

245.

246.

247.

248.

249.

250.

251.

Chen S, Zhang X, Song L, Le W. Autophagy dysregulation in amyotrophic lateral
sclerosis. Brain Pathol. 2012;22(1):110-6.

Oliveira AL, Thams S, Lidman O, Piehl F, Hokfelt T, Karre K, Linda H, Cullheim
S. A role for MHC class | molecules in synaptic plasticity and regeneration of
neurons after axotomy. Proc Natl Acad Sci U S A. 2004;101(51):17843-8.

Casas C, Herrando-Grabulosa M, Manzano R, Mancuso R, Osta R, Navarro X.
Early presymptomatic cholinergic dysfunction in a murine model of amyotrophic
lateral sclerosis. Brain Behav. 2013;3(2):145-58.

Brettschneider J, Mogel H, Lehmensiek V, Ahlert T, Sussmuth S, Ludolph AC,
Tumani H. Proteome analysis of cerebrospinal fluid in amyotrophic lateral
sclerosis (ALS). Neurochem Res. 2008;33(11):2358-63.

Garvie CW, Boss JM. Assembly of the RFX complex on the MHCII promoter:
role of RFXAP and RFXB in relieving autoinhibition of RFX5. Biochim Biophys
Acta. 2008;1779(12):797-804.

Graber DJ, Hickey WF, Harris BT. Progressive changes in microglia and
macrophages in spinal cord and peripheral nerve in the transgenic rat model of
amyotrophic lateral sclerosis. J Neuroinflammation. 2010;7:8.

Sanagi T, Yuasa S, Nakamura Y, Suzuki E, Aoki M, Warita H, Itoyama Y, Uchino
S, Kohsaka S, Ohsawa K. Appearance of phagocytic microglia adjacent to
motoneurons in spinal cord tissue from a presymptomatic transgenic rat model of
amyotrophic lateral sclerosis. J Neurosci Res. 2010;88(12):2736-46.

Kimura T, Griffin DE. The role of CD8(+) T cells and major histocompatibility
complex class | expression in the central nervous system of mice infected with
neurovirulent Sindbis virus. J Virol. 2000;74(13):6117-25.

Thams S, Brodin P, Plantman S, Saxelin R, Karre K, Cullheim S. Classical major
histocompatibility complex class | molecules in motoneurons: new actors at the
neuromuscular junction. J Neurosci. 2009;29(43):13503-15.

VanGuilder Starkey HD, Van Kirk CA, Bixler GV, Imperio CG, Kale VP, Serfass
JM, Farley JA, Yan H, Warrington JP, Han S, et al. Neuroglial expression of the
MHCI pathway and PirB receptor is upregulated in the hippocampus with
advanced aging. J Mol Neurosci. 2012;48(1):111-26.

Higgins CF. ABC transporters: from microorganisms to man. Annu Rev Cell Biol.
1992;8:67-113.

Yewdell JW. Not such a dismal science: the economics of protein synthesis,
folding, degradation and antigen processing. Trends Cell Biol. 2001;11(7):294-7.
Gromme M, Neefjes J. Antigen degradation or presentation by MHC class |
molecules via classical and non-classical pathways. Mol Immunol. 2002;39(3-
4):181-202.

Cullheim S, Thams S. The microglial networks of the brain and their role in
neuronal network plasticity after lesion. Brain Res Rev. 2007;55(1):89-96.

Graeber MB, Streit WJ, Kreutzberg GW. Axotomy of the rat facial nerve leads to
increased CR3 complement receptor expression by activated microglial cells. J
Neurosci Res. 1988;21(1):18-24.

Abd-El-Basset EM, Prashanth J, Ananth Lakshmi KV. Up-regulation of
cytoskeletal proteins in activated microglia. Med Princ Pract. 2004;13(6):325-33.
Bouzier-Sore AK, Voisin P, Canioni P, Magistretti PJ, Pellerin L. Lactate is a
preferential oxidative energy substrate over glucose for neurons in culture. J
Cereb Blood Flow Metab. 2003;23(11):1298-306.



REFERENCIAS - 129

252.

253.

254.

255.

256.

257.

258.

259.

260.

261.

262.

263.

264.

265.

266.

267.

268.

Zielke HR, Zielke CL, Baab PJ, Tildon JT. Effect of fluorocitrate on cerebral
oxidation of lactate and glucose in freely moving rats. J Neurochem.
2007;101(1):9-16.

Sokoloff L. Energy metabolism and effects of energy depletion or exposure to
glutamate. Can J Physiol Pharmacol. 1992;70 Suppl:S107-12.
Fernandez-Fernandez S, Almeida A, Bolanos JP. Antioxidant and bioenergetic
coupling between neurons and astrocytes. Biochem J. 2012;443(1):3-11.
Wamelink MM, Struys EA, Jakobs C. The biochemistry, metabolism and inherited
defects of the pentose phosphate pathway: a review. J Inherit Metab Dis.
2008;31(6):703-17.

Rodriguez-Rodriguez P, Almeida A, Bolanos JP. Brain energy metabolism in
glutamate-receptor activation and excitotoxicity: role for APC/C-Cdhl in the
balance glycolysis/pentose phosphate pathway. Neurochem Int. 2013;62(5):750-6.
Garcia-Nogales P, Almeida A, Bolanos JP. Peroxynitrite protects neurons against
nitric  oxide-mediated apoptosis. A key role for glucose-6-phosphate
dehydrogenase activity in neuroprotection. J Biol Chem. 2003;278(2):864-74.
Herrero-Mendez A, Almeida A, Fernandez E, Maestre C, Moncada S, Bolanos JP.
The bioenergetic and antioxidant status of neurons is controlled by continuous
degradation of a key glycolytic enzyme by APC/C-Cdhl. Nat Cell Biol.
2009;11(6):747-52.

Brekke EM, Walls AB, Schousboe A, Waagepetersen HS, Sonnewald U.
Quantitative importance of the pentose phosphate pathway determined by
incorporation of 13C from [2-13C]- and [3-13C]glucose into TCA cycle
intermediates and neurotransmitter amino acids in functionally intact neurons. J
Cereb Blood Flow Metab. 2012;32(9):1788-99.

Dringen R, Pfeiffer B, Hamprecht B. Synthesis of the antioxidant glutathione in
neurons: supply by astrocytes of CysGly as precursor for neuronal glutathione. J
Neurosci. 1999;19(2):562-9.

Flohe L, Toppo S, Cozza G, Ursini F. A comparison of thiol peroxidase
mechanisms. Antioxid Redox Signal. 2011;15(3):763-80.

Kalapos MP. Methylglyoxal in living organisms: chemistry, biochemistry,
toxicology and biological implications. Toxicol Lett. 1999 Nov 22;110(3):145-75.
Belanger M, Yang J, Petit JM, Laroche T, Magistretti PJ, Allaman I. Role of the
glyoxalase system in astrocyte-mediated neuroprotection. J Neurosci.
2011;31(50):18338-52.

Vembar SS, Brodsky JL. One step at a time: endoplasmic reticulum-associated
degradation. Nat Rev Mol Cell Biol. 2008;9(12):944-57.

Nishitoh H, Kadowaki H, Nagai A, Maruyama T, Yokota T, Fukutomi H, Noguchi
T, Matsuzawa A, Takeda K, Ichijo H. ALS-linked mutant SOD1 induces ER
stress- and ASK1-dependent motor neuron death by targeting Derlin-1. Genes
Dev. 2008;22(11):1451-64.

Saxena S, Cabuy E, Caroni P. A role for motoneuron subtype-selective ER stress
in disease manifestations of FALS mice. Nat Neurosci. 2009;12(5):627-36.

Mittal N, Scherrer T, Gerber AP, Janga SC. Interplay between posttranscriptional
and posttranslational interactions of RNA-binding proteins. J Mol Biol.
2011;409(3):466-79.

Seal R, Temperley R, Wilusz J, Lightowlers RN, Chrzanowska-Lightowlers ZM.
Serum-deprivation stimulates cap-binding by PARN at the expense of elF4E,



REFERENCIAS - 130

269.

270.

271.

272.

273.

274.

275.

276.

277.

278.

279.

280.

281.

consistent with the observed decrease in mRNA stability. Nucleic Acids Res.
2005;33(1):376-87.

Nonhoff U, Ralser M, Welzel F, Piccini I, Balzereit D, Yaspo ML, Lehrach H,
Krobitsch S. Ataxin-2 interacts with the DEAD/H-box RNA helicase DDX6 and
interferes with P-bodies and stress granules. Mol Biol Cell. 2007;18(4):1385-96.
Ibrahim F, Nakaya T, Mourelatos Z. RNA dysregulation in diseases of motor
neurons. Annu Rev Pathol. 2012;7:323-52.

Sondell M, Lundborg G, Kanje M. Vascular endothelial growth factor has
neurotrophic activity and stimulates axonal outgrowth, enhancing cell survival and
Schwann cell proliferation in the peripheral nervous system. J Neurosci.
1999;19(14):5731-40.

Subramanian V, Feng Y. A new role for angiogenin in neurite growth and
pathfinding: implications for amyotrophic lateral sclerosis. Hum Mol Genet.
2007;16(12):1445-53.

Oosthuyse B, Moons L, Storkebaum E, Beck H, Nuyens D, Brusselmans K, Van
Dorpe J, Hellings P, Gorselink M, Heymans S, et al. Deletion of the hypoxia-
response element in the vascular endothelial growth factor promoter causes motor
neuron degeneration. Nat Genet. 2001;28(2):131-8.

Devos D, Moreau C, Lassalle P, Perez T, De Seze J, Brunaud-Danel V, Destee A,
Tonnel AB, Just N. Low levels of the vascular endothelial growth factor in CSF
from early ALS patients. Neurology. 2004;62(11):2127-9.

Li X, Lu L, Bush DJ, Zhang X, Zheng L, Suswam EA, King PH. Mutant copper-
zinc superoxide dismutase associated with amyotrophic lateral sclerosis binds to
adenine/uridine-rich stability elements in the vascular endothelial growth factor 3'-
untranslated region. J Neurochem. 2009;108(4):1032-44.

Lu L, Zheng L, Viera L, Suswam E, Li Y, Li X, Estevez AG, King PH. Mutant
Cu/Zn-superoxide dismutase associated with amyotrophic lateral sclerosis
destabilizes vascular endothelial growth factor mRNA and downregulates its
expression. J Neurosci. 2007;27(30):7929-38.

Kirschenbaum F, Hsu SC, Cordell B, McCarthy JV. Glycogen synthase kinase-
3beta regulates presenilin 1 C-terminal fragment levels. J Biol Chem.
2001;276(33):30701-7.

Koh SH, Kim SH, Kwon H, Park Y, Kim KS, Song CW, Kim J, Kim MH, Yu HJ,
Henkel JS, et al. Epigallocatechin gallate protects nerve growth factor
differentiated PC12 cells from oxidative-radical-stress-induced apoptosis through
its effect on phosphoinositide 3-kinase/Akt and glycogen synthase kinase-3. Brain
Res Mol Brain Res. 2003;118(1-2):72-81.

Martinez A, Castro A, Dorronsoro I, Alonso M. Glycogen synthase kinase 3
(GSK-3) inhibitors as new promising drugs for diabetes, neurodegeneration,
cancer, and inflammation. Med Res Rev. 2002;22(4):373-84.

Pap M, Cooper GM. Role of translation initiation factor 2B in control of cell
survival by the phosphatidylinositol 3-kinase/Akt/glycogen synthase kinase 3beta
signaling pathway. Mol Cell Biol. 2002;22(2):578-86.

Koh SH, Roh H, Lee SM, Kim HJ, Kim M, Lee KW, Kim HT, Kim J, Kim SH.
Phosphatidylinositol 3-kinase activator reduces motor neuronal cell death induced
by G93A or A4V mutant SOD1 gene. Toxicology. 2005;213(1-2):45-55.



APENDICE




frontiers n

CELLULAR NEUROSCIENCE

ORIGINAL RESEARCH ARTICLE
published: 18 November 2013
doi: 10.3389/fncel.2013.00216

Early gene expression changes in spinal cord from
SOD1693A Amyotrophic Lateral Sclerosis animal model

Gabriela P de Oliveira, Chrystian J. Alves and Gerson Chadi *

Department of Neurology, Neuroregeneration Center, University of Sdo Paulo School of Medicine, Sdo Paulo, Brazil

Edited by:
Ricardo Tapia, Universidad Nacional
Auténoma de México, Mexico

Reviewed by:

Hermona Soreq, The Hebrew
University of Jerusalem, Israel
Takumi Takizawa, Gunma University,
Japan

*Correspondence:

Gerson Chadi, Department of
Neurology, University of Sdo Paulo,
Av. Dr. Arnaldo, 455, 2nd floor, room
2119, 01246-903-Séao Paulo, Brazil
e-mail: gerchadi@usp.br

INTRODUCTION

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is an adult-onset and fast progression
neurodegenerative disease that leads to the loss of motor neurons. Mechanisms of
selective motor neuron loss in ALS are unknown. The early events occurring in the spinal
cord that may contribute to motor neuron death are not described, neither astrocytes
participation in the pre-symptomatic phases of the disease. In order to identify ALS
early events, we performed a microarray analysis employing a whole mouse genome
platform to evaluate the gene expression pattern of lumbar spinal cords of transgenic
SOD169A mice and their littermate controls at pre-symptomatic ages of 40 and 80 days.
Differentially expressed genes were identified by means of the Bioconductor packages
Agid x44Preprocess and limma. FunNet web based tool was used for analysis of
overrepresented pathways. Furthermore, immunolabeled astrocytes from 40 and 80 days
old mice were submitted to laser microdissection and RNA was extracted for evaluation
of a selected gene by gPCR. Statistical analysis has pointed to 492 differentially expressed
genes (155 up and 337 down regulated) in 40 days and 1105 (433 up and 672 down) in
80 days old ALS mice. KEGG analysis demonstrated the overrepresented pathways tight
junction, antigen processing and presentation, oxidative phosphorylation, endocytosis,
chemokine signaling pathway, ubiquitin mediated proteolysis and glutamatergic synapse
at both pre-symptomatic ages. Ube2i gene expression was evaluated in astrocytes from
both transgenic ages, being up regulated in 40 and 80 days astrocytes enriched samples.
Our data points to important early molecular events occurring in pre-symptomatic phases
of ALS in mouse model. Early SUMOylation process linked to astrocytes might account to
non-autonomous cell toxicity in ALS. Further studies on the signaling pathways presented
here may provide new insights to better understand the events triggering motor neuron
death in this devastating disorder.

Keywords: ALS, SOD16%3A, pre-symptomatic, spinal cord, microarray, laser microdissection, astrocytes

of the disease. In fact, Fischer et al. (2004) reported the post-

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a fast disabling neu-
rodegenerative disease characterized by upper and lower motor
neuron loss of motor cortex, brainstem, and spinal cord lead-
ing to respiratory insufficiency and death (Turner et al., 2013).
The incidence of ALS ranges from 1.7 to 2.3 cases per 100,000
population per year worldwide (Beghi et al., 2006). The mech-
anisms underlying neurodegeneration in ALS are multifactorial,
and seem to involve neurons and non-neuronal cells (Boillee
etal.,, 2006a,b; Yamanaka et al., 2008; Wang et al., 2011a) as well as
several molecular pathways (Boillee et al., 2006a; Ferraiuolo et al.,
2011b; Kiernan et al., 2011; Usuki et al., 2012). Approximately
5% of ALS cases are familial, and 20% of these have been linked
to mutations in Cu/Zn superoxide dismutase 1 (SOD1) (Rosen
et al., 1993; Andersen and Al-Chalabi, 2011). The first symptoms
define the beginning of the clinical phase of the diagnosed cases
of the more prevalent sporadic forms, consisting in muscle atro-
phy, weakness, fasciculations, and spasticity (Brooks et al., 2000).
There is a lack of pathological studies on post mortem spinal
cord from ALS patients that could add information about the
triggering, initial time of motor neuron death and mechanisms

mortem evaluation in a patient with a short history of ALS,
whose electromyography showed signs of acute and chronic den-
ervation, coming out with an unexpected die without peripheral
and central motor neuron death together with autolytic changes
and a little axonal degeneration. Histological evaluations at the
neuromuscular junctions and also electrophysiological analysis
at the peripheral nerves in ALS patients have allowed authors
to claim that motor neuron death correlates to the begging of
clinical classical symptoms (Veugelers et al., 1996; Liu et al,
2013).

As the majority of familial ALS cases are linked to the
mutations in SOD1 gene (Dion et al., 2009), transgenic mice
expressing human mutant SOD1 (mSOD1) developing age-
dependent clinical and pathological features of human ALS
are current largely employed in the physiopathological studies
of the disorder (Turner and Talbot, 2008). Using this mouse
model, we previously described early behavior and electro-
physiological alterations, prior the classical neurological symp-
toms and the beginning of motor neuron death (Alves et al,
2011). In fact, several early events demonstrated in animal
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models seemed to precede the neuronal death, remarkably
the activation of glial cells (microglia and astrocytes) close
to motor neurons (Graber et al., 2010; Wang et al., 2011b;
Gerber et al., 2012), retraction of motor neuron fibers and
neuromuscular junction displacement (Fischer et al., 2004; De
Winter et al., 2006; Narai et al., 2009). It is still unknown
whether the most claimed pathogenic processes for ALS, for
instance oxidative stress, mitochondrial and neurofilament dys-
function, excitotoxicity, inflammation, non-autonomous cell
toxicity, protein misfolding and abnormal RNA processing
(Rothstein et al., 1992; Bergeron et al., 1994; Boillee et al., 2006a;
Lemmens et al., 2010; Bendotti et al., 2012; Richardson et al,,
2013) are taking place at the pre-symptomatic period of the
disease.

The central question in understanding ALS facing thera-
peutic target development involves a further knowledge about
the toxic mechanisms that trigger motor neuron death (Boillee
et al., 2006a). Until scientific technology approaches do not
overstep ethical limitations of clinical studies, the mutant SOD1-
expressing mouse model may offer opportunity for a detailed
analysis of intra and intercellular signaling-related to motor
neuron toxicity.

The profiling of gene expression using different platforms
have been largely employed in the ALS model in several stages
of the disease course (Olsen et al., 2001; Dangond et al., 2004;
Malaspina and De Belleroche, 2004; Jiang et al., 2005; Perrin
et al., 2005; Ferraiuolo et al., 2007, 2011a; Yamamoto et al,
2007; Offen et al., 2009; Brockington et al., 2010; D’arrigo
et al., 2010; Guipponi et al., 2010; Saris et al., 2013b; Yu
et al., 2013), including the early symptomatic phase (Olsen
et al., 2001; Yoshihara et al., 2002; Ferraiuolo et al., 2007; Yu
et al., 2013), however, there is a lack of information on dif-
ferential gene expression taking place before classical clinical
symptoms (Olsen et al., 2001; Yoshihara et al., 2002; Ferraiuolo
et al., 2007; Guipponi et al., 2010). Olsen et al. (2001) inau-
gurated that issue by looking at patterns of gene expression
from SOD16%4 spinal cord by means of a murine restricted
platform of oligonucleotide microarray and by describing neg-
ligible changes in the transcript profile at the pre-symptomatic
phases. Other authors that have examined gene profiling in pre-
symptomatic phases of ALS disease employed restricted platforms
of cDNA arrays, used animals with an uncommon symptom
onset (Yoshihara et al., 2002; Guipponi et al., 2010) or eval-
uated gene profiling in specific spinal cord cells (Ferraiuolo
et al., 2007, 2011a). Authors have encountered gene expres-
sions related to inflammation, apoptosis, oxidative stress, ATP
biosynthesis, myelination, axonal transport as candidates of bio-
logical processes taking place in the pre-symptomatic periods
of ALS.

By means of a high-density oligonucleotide microarrays linked
to specific tools capable to identify enriched pathways, the aim
of this work was to identify early molecular changes in the pre-
symptomatic stage in the spinal cord of the SOD16%3A
model. The data showed important alterations at early 40 days
pre-symptomatic period of disease and in 80 days old pre-
symptomatic mice.

mouse

MATERIALS AND METHODS

SAMPLES

Specific pathogen-free male SOD19%*A mice of preclinical 40
and 80 days old mice and their age-paired non-transgenic wild-
type controls, 20-25 g body weight, from University of Sao Paulo
Medical School (Sdo Paulo, Brazil) were used in the experiments.
A total of 5 animals were used in each group in microarray
experiments, while in the verification experiments by quantita-
tive polymerase chain reaction (QPCR) and laser microdissection,
each group was comprised for 6 and 3 different animals, respec-
tively. Animals were kept under standardized lighting conditions
(lights on at 7:00 h and off at 19:00 h), at a constant temperature
of 23°C and with free access to food pellets and tap water. The
colony was derived from Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME,
USA) from G93A mutant mice with 25 £ 1.5 copies of the human
SOD1 transgene (Gurney, 1994). Mouse identification (SODE34
or WT) in our colony was performed by genotyping (Scorisa
et al., 2010). Animals were killed by decapitation and their lum-
bar spinal cords were collected for molecular analysis. The study
was conducted according protocols approved by the Animal Care
and Use of Ethic Committee at the University of Sdo Paulo and
in accordance with the Guide for Care and Use of Laboratory
Animals adopted by the National Institutes of Health.

RNA EXTRACTION

Total RNA was isolated using the MiniSpin kit for RNA
extraction (GE Healthcare, USA) according to the manufac-
turer’s instructions. RNA quantity and integrity were assessed
by spectrophotometry (Nanodrop, Thermo Scientific, USA) and
microfluidics—based electrophoresis (Agilent 2100 Bioanalyzer,
Agilent Technologies, USA), respectively. RNA samples with OD
260/280 of approximately 2.0 and RIN > 7.0 were used for
microarray experiments and qPCR. A pool of RNAs from neona-
tal organs (heart, kidney, liver) was employed as reference sample.
A representative eletropherogram from Bioanalyzer evaluation of
RNA integrity is shown in supplementary material (Figure S1).

MICROARRAY EXPERIMENTS
For samples and reference, respectively, 250 and 500ng of
RNA were reverse transcribed by the Low-input RNA Linear
Amplification Kit (Agilent Technologies) and then transcribed
to Cy3-labeled (samples) or Cy5-labeled (reference) cRNA
according to the manufacturer. The labeled cRNA was purified
(Minispin kit, GE Life Sciences), and the dye content and con-
centration of cRNA were measured by a NanoDrop ND-1000
spectrophotometer (Thermo Scientific). A total of 850 ng of Cy3-
labeled cRNA was hybridized together with the same amount
of Cy5-labeled reference to Whole Mouse Genome Oligo 4 x
44K microarrays overnight at 65°C, and then the slides were
washed and treated with Stabilizing and Drying Solution (Agilent
Technologies) and scanned by Agilent Microarray Scanner. All
steps were performed according to the manufacturer (Agilent
Technologies).

The raw data from hybridizations and experimental conditions
are available on the Gene Expression Omnibus website under
accession number GSE50642.
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DATA ANALYSES

The Feature Extraction Software v9.1.3.1 (Agilent Technologies)
was used to extract and analyze the assay signals and subsequently
determine the signal-to-noise ratios from the microarray images.
Microarrays without enough quality were taken out from fur-
ther analysis. The analysis proceeded with 4 samples for each
group. Microarray raw data (.txt files) were imported into R v.
3.0.1 (Team RDC, 2012) and analyzed with the Bioconductor
(Gentleman et al., 2004) packages Agi4 x 44PreProcess and limma
(Smyth, 2005). Briefly, after quality check, the microarray probes
were filtered and their median foreground intensity was normal-
ized within and between arrays according to Agi4 x44Preprocess
and limma user guides, respectively. Finally, the probes were
tested for differential expression using a linear model followed
by Bayes moderated t-test (Smyth, 2005) for the compar-
isons of interest. Genes with nominal p < 0.05 were accepted
to be differentially expressed and further considered in the
analysis.

FunNet ANALYSIS

In order to further identify over-represented pathways and bio-
logical process, the lists with differentially expressed genes for
both 40 and 80 days old mice were split into lists of up and
down regulated genes and submitted to FunNet web based
tool (Functional Analysis of Transcriptional Networks), using
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) and Gene
Ontology (GO) annotations (Prifti et al., 2008).

LASER MICRODISSECTION OF ASTROCYTES

The lumbar spinal cord of mice were rapidly removed and
immediately frozen in ice cold isopentane at —45°C and stored
at —80°C until use. The labeling procedure was performed as
described previously (De Oliveira et al., 2009) and modified
according to our experience. Frozen sections (5pum) were rapidly
defrosted for 30s and fixed with ice cold acetone, for 3 min.
Sections were then incubated during 3 min in phosphate buffered
saline (PBS) containing 3% Triton X-100 and then incubated
with primary antibody, a polyclonal rabbit anti-glial fibrillary
acidic protein (GFAP; Dako Cytomation; 1:100) diluted in 0.3%
Triton X-100 containing 1% BSA for 5min. Sections were then
washed in PBS for 3 times of 15s and then incubated with texas
red-conjugated goat-anti-rabbit secondary antibody, in the same
diluent than primary antibody, in a final concentration of 1:50
during 5 min in the dark and at room temperature. Sections were
rinsed carefully three times with PBS for 15s and immediately
submitted to laser microdissection.

Around 200 astrocytes were isolated from each 40 and 80
days old mice lumbar spinal cords using P.A.L.M. Microlaser
Technologies (Zeiss). RNA was extracted using PicoPure RNA
isolation kit (Arcturus) and linear amplification of RNA was
performed following Eberwine’s procedure (Van Gelder et al,
1990) using the RiboampHSplus kit (Arcturus) according to
the manufacturer’s protocol. The quantity (NanoDrop 1000
Spectrophotometer) and quality (Agilent 2100 bioanalyser, RNA
6000 Pico LabChip) of amplified RNA was analyzed as described
above. Also, the astrocytes enriched samples were submitted to
PCRs in order to access contamination from other cell types.

Protocol and results of astrocyte samples enrichment are pre-
sented in the supplementary material (Figure S2).

QUANTITATIVE PCR

A proportion of genes identified as differentially expressed were
selected for verification by qPCR, on the basis of robust microar-
ray data confirming differential gene expression. The genes were
chosen for verification based on their possible involvement in
ALS related mechanisms. Verification addresses the possibility
of false positive microarray signals, due to cross-hybridization
with related genes, concern about the accuracy of array probe
sets, and uncertainty about the hybridization kinetics of multi-
ple reactions occurring on the miniature scale of an array chip.
The qPCR verification of microarray results were performed on
independent sample, as described above. cDNA was synthesized
from 1 pg of total RNA treated with DNAse by a reverse transcrip-
tion reagent kit (Applied Biosystems Life Technologies) according
to manufacturer. qQPCR reactions were carried out in duplicate
with 40 ng ¢cDNA, the DyNAmo ColorFlash SYBR Green qPCR
kit (Thermo Scientific, USA) and 400 nM of each primer in a final
volume reaction of 20 pl, by using the PikoReal Real-Time PCR
System (Thermo Scientific). The information for SYBR primers
can be found in Table 1. For astrocytes enriched samples, 1 g
of amplified RNA was reverse transcribed to cDNA by a reverse
transcription reagent kit (Applied Biosystems Life Technologies)
modified from original protocol in order to improve efficiency.
Briefly, Oligo(dT);6 primer was added to samples and incubated
at 70°C during 5 min, then the other required reagents, such as
reaction buffer, MgCl,, dNTPs, RNAse inhibitor, in the same con-
centrations than manufacturer protocol, and 156,25 U of Reverse
transcriptase (Multiscribe), were added to reaction and incubated
at 37°C for 60 min followed by 95°C for 5 min. qPCR reactions
were carried out in duplicate using Tagman master mix and the

Table 1 | Information for primers used in SYBR qPCR experiments of
40 and 80 days old pre-symptomatic SOD1¢%3A and wild-type mice.

Gene ID Primer sequences (5'-3') Amplicon (bp)

Glg1 F: GAGTGAGATTGCAGCCAGAG 143
R:CAGGATGTAGTTCTTTGAGGGAG

Agp4 F: GCTCGATCTTTTGGACCCG 112
R: AGACATACTCATAAAGGGCACC

Calca F: TGCAGATGAAAGCCAGGG 149
R: CTTCACCACACCTCCTGATC

Eef2 F: CATGTTTGTGGTCAAGGCATAC 141
R:TTGTCAAAAGGATCCCCAGG

Nsg1 F: AAGTGTACAAGTATGACCGCG 128
R: GACAGTGTAAAATTTCTCCCGG

Syt10 F: AGACCATTGGAACGAGATGC 148
R: TGGAGGCTTTTATGGTGTGG

NORMALYZER

Gapdh F: GAGTAAGAAACCCTGGACCAC 109

R: TCTGGGATGGAAATTGTGAGG

The Glg1, Aqp4, Calca genes and Eef2, Nsg1, Syt10 genes were verified in 40
and 80 days mice, respectively, according to microarray results.
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following assays were used: Ube2i (Mm04243971_g1) and Gapdh
(Mm99999915_g1).

For SYBR reactions the cycling was composed by an initial
denaturation at 95°C for 10 min, templates were amplified by
40 cycles of 95°C for 15s and 60°C for 30 s. A dissociation
curve was then generated to ensure amplification of a single
product, and absence of primer dimers. For each primer pair, a
standard curve was generated to determine the efficiency of the
PCR reaction over a range of template concentrations from 0.032
ng/ul to 20 ng/pl, using cDNA synthesized from mouse refer-
ence RNA. The efficiency for each set of primers was 100 £ 5%.
For Tagman reactions, cycling was composed by an initial step
of 50°C for 2 min, followed by denaturation at 95°C for 10 min,
templates were amplified by 40 cycles of 95°C for 15s and 60°C
for 1 min. Gene expressions, normalized to Gapdh, could be
determined using the A ACt mathematical model (ABI PRISM
7700 Sequence Detection System protocol; Applied Biosystems).
One-tailed unpaired ¢-test was used to determine the statistical
significance of any differences in gene expression [GraphPad (San
Diego, CA) Prism 5]. Gapdh was chosen as a housekeeping gene
to normalize the qPCR values because the microarray analysis
showed that its expression was stable across samples.

RESULTS

GENERAL FEATURES OF DIFFERENTIAL GENE EXPRESSION BETWEEN
S0D1G93A AND WILD-TYPE MICE

Statistical analysis has pointed to 492 differentially expressed
genes at the lumbar region of 40 days SOD19%*A, compared to
the age matched wild-type mice, being 155 up and 337 down reg-
ulated genes, respectively, while 1105 genes were found differen-
tially expressed by 80 days old ALS mice compared to age matched
controls, being 433 up and 672 down regulated genes, respectively.
The whole list with differentially expressed gene for both age mice
can be found in Tables S1 and S2 in the Supplementary material.
Of interest, among differentially expressed genes, 66 are common
to both ages; they are presented in the Table 2.

VERIFICATION OF MICROARRAY RESULTS BY qPCR

The results of qPCR verification for the six representative genes
are shown in Table S3 (Supplementary material). The up and
down regulations of the verified genes in the 40 days and 80
days old SOD15%34 mice by means of qPCR were coincident and

supported the microarray findings of correspondent animal ages
(Table S3).

FunNet ANALYSIS

KEGG terms which were significantly enriched (at level p < 0.05)
amongst differentially expressed genes between SOD16%3A and
wild-type mice were identified for both 40 days and 80 days old
pre-symptomatic ALS mice. Over-represented KEGG pathways
and respective genes taking part of them are given in Tables 3, 4.
Of importance, differentially expressed genes from 40 and 80 days
old mice allowed to recognize 7 pathways common among both
periods (Figure 1). Those were glutamatergic synapse, ubiquitin
mediated proteolysis, chemokine signaling pathway, endocytosis,
oxidative phosphorylation, antigen processing and presentation
and tight junction. The number of transcripts in each pathway

Table 2 | Differentially expressed genes common to both gene lists of
40 and 80 days old pre-symptomatic SOD1¢%3A and wild-type mice.

Gene symbol Fold change 40 days Fold change 80 days

Ocell —1.68 —1.92
Fam32a —1.45 —1.61
Trim37 1.22 —1.34
Lsm6 -1.3 -1.29
Mapila 1.2 —1.15and —1.28
Bmpr2 1.21 —1.26
Eif3j2 1.29 —1.26
Foxn3 1.28 —1.25
Plekhab 1.17 -1.25
Rfxank —1.12 —1.22
Malat1 1.1 —1.21
Ddx6 1.3 -1.19
Huwel 1.12 —-1.19
Snx27 1.19 —-1.19
Srrm3 1.18 -1.19
Dzip1 1.14 -117
Hook3 1.14 -1.17
Nemf 1.15 -1.16
Pdlim5 1.09 -1.16
Plvap —-1.14 —1.16
Thrap3 1.15 —1.16
Srsf11 —1.1 —1.15
Azin1 112 —-1.14
Eif5b 1.19 —-1.14
Hspa4 1.1 —-1.14
Kras 1.19 —-1.14
Sp4 1.12 —-1.14
Tusc3 —-1.1 —-1.14
Vegfa 1.12 —-1.14
Fam133b 1.09 —-1.13
Fam81a 112 —1.13
Prkrir —1.1 —-1.13
Ptrf -13 —-1.13
63304 11E07Rik 1.09 —-1.12
Griad 1.18 —-1.12
Zfp866 1.07 —-1.12
Marc-2 —1.07 —1.1
Hadh 1.12 —-1.1
Mtf2 1.1 —1.1
Dhps —1.09 —1.1
Nsd1 1.12 -11
Mier1 113 —1.09
UZsurp 1.13 —1.09
2610507B11Rik 1.07 1.1
Ncam1 1.17 1.12
Rtn1 -1.17 1.12
Chd5 1.12 1.13
Dhcr7 —1.08 1.15
Strbp 1.15 1.15
Synm —-1.12 1.15
Map7d1 1.14 1.16
Speccl 1.1 1.17

(Continued)
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Table 2 | Continued

Gene symbol Fold change 40 days Fold change 80 days

Maea 1.1 1.19

Nel 1.1 and —1.1 1.19

Glg1 1.29 1.2

Dnajc27 1.17 1.21

Necadn 1.14 1.21

Lpcat2 1.16 1.22
D17Wsu92e 11 1.24

Nisch 1.08 1.24

Tkt —1.1 125
Tmem59/ 1.29 1.26

Mast3 1.24 1.28

Plac9a —1.45 1.35

Nsg1 —-1.17 1.22 and 1.35
Trappc3 -1.2 1.32 and 1.41

Map1a, Ncl, Nsg1, and Trappc3 genes were represented by an additional probe.

is also shown in Figure 1. Moreover, other interesting pathways
could also be identified to appear only in 40 days (Table 3)
or 80 days old SOD1%%*A mice (Table 4). Furthermore, among
pathways common to both ages, ubiquitin mediated proteoly-
sis, chemokine signaling pathway and endocytosis were over-
represented by up regulated genes and oxidative phosphorylation
was pointed by down regulated genes (Figure 1). Furthermore,
glutamatergic synapse and tight junction were pointed by the
genes that were up regulated in 40 days and also up or down
regulated in 80 days gene expression lists (Figure 1). Finally,
antigen processing and presentation was pointed for down reg-
ulated genes in 40 days and up regulated genes in 80 days lists
(Figure 1).

Some pathways pointed by FunNet were omitted from table
because they were composed by genes already presented in other
pathways and also genes apparently not related to ALS. They
were melanoma, measles, hepatitis C, melanogenesis, pathways in
cancer and prostate cancer at 40 days and viral myocarditis and
melanogenesis in 80 days results.

The results for GO enriched terms can be found in Tables S4
and S5 in Supplementary material.

LASER MICRODISSECTION OF ASTROCYTES AND qPCR EXPERIMENT
The profile for GFAP immunofluorescence for specific identi-
fication of astrocytes can be found in Figure2. Our protocol
allowed easily identifying the astrocytic profiles (Figure 2A) to
be microdissected (Figure 2B). The procedure allowed a com-
plete microdissection of the desired cell type (Figure 2C), the
astrocytes in our case. The results of qPCR for Ube2i, using
the two cycle amplified RNA, from 40 and 80 days mouse laser
microdissected astrocytes have shown increased gene expressions
in transgenic mice of both pre-symptomatic ages (Figure 3). The
Ube2i expression was increased by 5.53-fold in the astrocytes from
40 days old SOD16°?A mice and by 1.77-fold change in astro-
cytes from 80 days old SOD15%2A mice compared to respective
age matched wild-type samples.

Table 3 | KEGG pathways enriched amongst differentially expressed
up or down regulated genes at 40 days old mice.

Gene ID Gene symbol Gene name

PATHWAYS POINTED BY UP REGULATED GENES
Fructose and manose metabolism

170768 Pfkfb3 6-Phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-

biphosphatase 3

18640  Pfkfb2 6-Phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-
biphosphatase 2

18642 Pfkm Phosphofructokinase, muscle

230163 Aldob Aldolase B, fructose-bisphosphate

54384  Mtmr7 Myotubularin related protein 7

Tight junction

14677  Gnail Guanine nucleotide binding protein (G protein),
alpha inhibiting 1

16653  Kras v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene
homolog

18176 Nras Neuroblastoma ras oncogene

18417  Cldn11 Claudin 11

192195 Ashil Ash1 (absent, small, or homeotic)-like
(Drosophila)

Glutamatergic synapse

140919 Slc17a6 Solute carrier family 17 (sodium-dependent
inorganic phosphate cotransporter), member 6

14677  Gnail Guanine nucleotide binding protein (G protein),
alpha inhibiting 1

14802  Griad Glutamate receptor, ionotropic, AMPA4 (alpha 4)

14810  Grinl Glutamate receptor, ionotropic, NMDAT1 (zeta 1)

2051 Sic1a2 Solute carrier family 1 (glial high affinity

glutamate transporter), member 2

Axon guidance

12767 Cxerd Chemokine (C-X-C motif) receptor 4

14677  Gnail Guanine nucleotide binding protein (G protein),
alpha inhibiting 1

16653  Kras v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene
homolog

18176 Nras Neuroblastoma ras oncogene

22253  Unche Unc-5 homolog C (C. elegans)

56637  Gsk3b Glycogen synthase kinase 3 beta

Ubiquitin mediated proteolysis
107568 Wwpl WW domain containing E3 ubiquitin protein
ligase 1

17999  Nedd4 Neural precursor cell expressed,
developmentally down-regulated 4

22210  UbeZb Ubiquitin-conjugating enzyme E2B

59026  Huwel HECT, UBA and WWE domain containing 1

68729  Trim37 Tripartite motif-containing 37

70790  Ubrs Ubiquitin protein ligase E3 component

n-recognin 5

Chemokine signaling pathway
12767  Cxcr4
14677  Gnail

Chemokine (C-X-C motif) receptor 4
Guanine nucleotide binding protein (G protein),
alpha inhibiting 1

(Continued)
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Table 3 | Continued

Table 3 | Continued

Gene ID Gene symbol Gene name

Gene ID Gene symbol Gene name

16653  Kras v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene
homolog

18176 Nras Neuroblastoma ras oncogene

18708  Pik3r1 Phosphatidylinositol 3-kinase, regulatory
subunit, polypeptide 1 (p85 alpha)

56637  Gsk3b Glycogen synthase kinase 3 beta

73178  Wasl Wiskott-Aldrich syndrome-like (human)

Endocytosis

107568 Wwpl WW domain containing E3 ubiquitin protein
ligase 1

12767 Cxerd Chemokine (C-X-C motif) receptor 4

13854  Epni Epsin 1

17999  Nedd4 Neural precursor cell expressed,
developmentally down-regulated 4

193740 Hspala Heat shock protein 1A

26431 Git2 G protein-coupled receptor kinase-interactor 2

78618  Acap2 ArfGAP with coiled-coil, ankyrin repeat and PH

domains 2

PATHWAYS POINTED BY DOWN REGULATED GENES
Nucleotide excision repair

19718
66979

Rfc2
Pole4

Replication factor C (activator 1) 2
Polymerase (DNA-directed), epsilon 4 (p12
subunit)

DNA replication
19718  Rfc2
66979  Pole4

Replication factor C (activator 1) 2
Polymerase (DNA-directed), epsilon 4 (p12
subunit)

Fatty acid metabolism
11363  Acadl
74205  Acsl3

Acyl-Coenzyme A dehydrogenase, long-chain
Acyl-CoA synthetase long-chain family member
3

TGF-beta signaling pathway

12167  Bmprib Bmpr1b bone morphogenetic protein receptor,
type 1B

15902  [d2 Inhibitor of DNA binding 2

19651 Rbl2 Retinoblastoma-like 2

Antigen processing and presentation

12010 B2m Beta-2 microglobulin
12317 Calr Calreticulin
19727  Rfxank Regulatory factor X-associated

ankyrin-containing protein

ECM-receptor interaction

11603  Agmn Agrin
12814  Colllal Collagen, type X, alpha 1
16773  LamaZ2 Laminin, alpha 2

GnRH signaling pathway

12314 Calm2 Calmodulin 2

16440  [tpr3 Inositol 1,4,5-triphosphate receptor 3
16476  Jun Jun oncogene

17390  Mmp2 Matrix metallopeptidase 2

(Continued)

Parkinson’s disease

104130 Ndufb11 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta
subcomplex, 11

12857  Cox4il Cytochrome ¢ oxidase subunit IV isoform 1

66576 Uqcrh Ubiquinol-cytochrome c¢ reductase hinge protein

67264  Ndufb8 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta

subcomplex 8

Oxidative phosphorylation
104130 Ndufb11 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta

subcomplex, 11

12857  Cox4il Cytochrome ¢ oxidase subunit IV isoform 1
66576  Ugcrh Ubiguinol-cytochrome c reductase hinge protein
67264  Ndufb8 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta

subcomplex 8

Alzheimer’s disease
104130 Ndufb11 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta

subcomplex, 11

12314 Calm2 Calmodulin 2

12857  Cox4il Cytochrome c oxidase subunit IV isoform 1

16440  [tpr3 Inositol 1,4,5-triphosphate receptor 3

66576  Ugcrh Ubiquinol-cytochrome c reductase hinge protein

67264  Ndufb8 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta
subcomplex 8

DISCUSSION

Gene-expression profiling studies have been conducted in the
search of molecular pathways related to motor neuron death in
ALS by employing animal models in different phases of the dis-
ease and human post mortem material at the very end stage of
motor neuron degeneration (Olsen et al., 2001; Dangond et al,,
2004; Malaspina and De Belleroche, 2004; Jiang et al., 2005; Perrin
et al., 2005; Ferraiuolo et al., 2007, 2011a; Yamamoto et al., 2007;
Offen et al., 2009; Brockington et al., 2010; D’arrigo et al., 2010;
Guipponi et al., 2010; Saris et al., 2013b).

The analysis of the mechanisms that trigger motor neuron
death in the ALS may include evaluation of the altered molecu-
lar pathways that are taking place in compromised regions before
the occurrence of cell death. Previous works have attempted to
describe gene profiling in the pre-symptomatic phases of ALS
animal model by employing distinct methodologies (Ferraiuolo
et al., 2007; D’arrigo et al., 2010; Guipponi et al., 2010). This
is the first work to analyze gene expression profile in the whole
lumbar spinal cord of early 40 and 80 days old pre-symptomatic
SOD19%4 mouse in a whole genome array platform, which
allowed depicting enriched pathways related to possible mech-
anisms of neuronal toxicity in ALS. Our analysis has pointed
to up to 1105 differentially expressed genes in pre-symptomatic
periods of SOD19%*4 mouse model, a larger number of than
described elsewhere (Perrin et al., 2005, 2006). It should be
pointed that the average of fold change described in previous
publications is about 3, which is higher than that found in
our microarray analysis. However, it must be emphasized that
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Table 4 | KEGG pathways enriched amongst differentially expressed Table 4 | Continued

up or down regulated genes at 80 days old mice.

Gene ID Gene symbol

Gene name

Gene ID Gene symbol Gene name
224129 Adcybs

Adenylate cyclase 5

Mitogen-activated protein kinase 1
Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate-
dependent Rac exchange

F-box and WD-40 domain protein 11

Hect (homologous to the EG-AP (UBE3A)
carboxy! terminus) domain and RCC1
(CHC1)-like domain (RLD) 2

Mahogunin, ring finger 1

Ring finger protein 7
Ubiquitin-conjugating enzyme E20
Ubiquitin-conjugating enzyme E2M
Ubiquitin-conjugating enzyme E2I
Ubiquitin-conjugating enzyme E2G 2
Protein inhibitor of activated STAT 3
F-box and WD-40 domain protein 7
Ubiquitination factor E4B, UFD2 homolog (S.

Actin, gamma, cytoplasmic 1

PTK2 protein tyrosine kinase 2

Guanine nucleotide binding protein, alpha 12
Guanine nucleotide binding protein, alpha 13

PATHWAYS POINTED BY UP REGULATED GENES 26413  Mapk1
Vascular smooth muscle contraction 277360  Prex1
104111 Adcy3 Adenylate cyclase 3 factor 1
12315  Calm3 Calmodulin 3 . . .
14673  Gnal2 Guanine nucleotide binding protein, alpha 12 Ubiquitin mediated proteolysis
) ) - ) 103583  Fbxwll
14674 Gnal3 Guanine nucleotide binding protein, alpha 13 15204 Herc?
18751 Prkcb Protein kinase C, beta
213498 Arhgef11 Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF)
n 17237 Mgrn1
224129 Adcys Adenylate cyclase 5 19823  Rnf7
26413  Mapkl Mitogen-activated protein kinase 1 217342 Ube2o0
22192 UbeZ2m
Antigen processing and presentation 22196 Ube2i
14963  H2-BI Histocompatibility 2, blastocyst 22213 Ube2g2
14972  H2-K1 Histocompatibility 2, K1, K region 229615 Pias3
15006  H2-Q1 Histocompatibility 2, Q region locus 1 50754  Fbxw7
15007  H2-Q10 Histocompatibility 2, Q region locus 10 63958  Ube4b
15013 H2-Q2 Histocompatibility 2, Q region locus 2 cerevisiae)
15018  H2-Q7 Histocompatibility 2, Q region locus 7 . .
15039 H2-T22 Histocompatibility 2, T region locus 22 ?&9’6"5'“”:;; 7““" cytoskeleton
15040  H2-T23 Histocompatibility 2, T region locus 23 14083 Ptk2
15481 Hspa8 Heat shock protein 8 14673 Gnal2
21365 Tap2 Transporter 2, ATP-binding cassette, sub-family 14674 Gnai3
B (MDR/TAP)

14701 Gng12

Tight junction
'ght Juncti 18717 Pip5kic

Guanine nucleotide binding protein (G protein),
gamma 12

Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase, type
1 gamma

Integrin beta 4

Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF) 4
Gelsolin

Mitogen-activated protein kinase 1

Actin related protein 2/3 complex, subunit 5
Myosin, heavy polypeptide 14

11465  Actgl Actin, gamma, cytoplasmic 1
13043  Cttn Cortactin 192897 ltgh4
13821 Epb4.111 Erythrocyte protein band 4.1-like 1 226970 Arhgef4
13822  Epb4.112 Erythrocyte protein band 4.1-like 2 227753 Gsn
14924 Magil Membrane associated guanylate kinase, WW 26413 Mapk1

and PDZ domain containing 1 67771  Arpcs
16897  Llgl1 Lethal giant larvae homolog 1 71960  Myh14
17475 Mpdz Multiple PDZ domain protein
18751  Prkcb Protein kinase C, beta Glutamatergic synapse
67374  Jam2 Junction adhesion molecule 2 104111 Adgy&’
71960 Myhi14 Myosin, heavy polypeptide 14 110637 Grik4

14645  Glul

Chemokine signaling pathway
104111 Adcy3 Adenylate cyclase 3 14688 GnbT
14083  Ptk2 PTK2 protein tyrosine kinase 2 14693 Gnb?
14688  Gnb1 Guanine nucleotide binding protein (G protein),

beta 1 14697  Gnbs
14693  Gnb2 Guanine nucleotide binding protein (G protein),

beta 2 14701 Gng12
14697  Gnb5 Guanine nucleotide binding protein (G protein),

beta 5 14708 Gng7
14701 Gng12 Guanine nucleotide binding protein (G protein),

gamma 12 18751  Prkcb
14708  Gng7 Guanine nucleotide binding protein (G protein), 216456 Gls2

gamma 7 224129 Adcyb
18751 Prkeb Protein kinase C, beta 26413  Mapk1

Adenylate cyclase 3

Glutamate receptor, ionotropic, kainate 4
Glutamate-ammonia ligase (glutamine
synthetase)

Guanine nucleotide binding protein (G protein),
beta 1

Guanine nucleotide binding protein (G protein),
beta 2

Guanine nucleotide binding protein (G protein),
beta 5

Guanine nucleotide binding protein (G protein),
gamma 12

Guanine nucleotide binding protein (G protein),
gamma 7

Protein kinase C, beta

Glutaminase 2 (liver, mitochondrial)

Adenylate cyclase 5

Mitogen-activated protein kinase 1

(Continued)
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Table 4 | Continued

Table 4 | Continued

GeneID  Gene symbol Gene name Gene ID Gene symbol Gene name
Phagosome Endocytosis
11465 Actgl Actin, gamma, cytoplasmic 1 11771 ApZal Adaptorrelated protein complex 2, alpha 1
14963 H2-BI Histocompatibility 2, blastocyst subunit
14972 H2-K1 Histocompatibility 2, K1, K region 12757  Clta Clathrin, light polypeptide (Lca)
156006 H2-Q1 Histocompatibility 2, Q region locus 1 13196 Asapl ArfGAP with SH3 domain, ankyrin repeat and PH
15007 H2-Q10 Histocompatibility 2, Q region locus 10 domain’
15013 H2-Q2 Histocompatibility 2, Q region locus 2 13429 Dnm1 Dynamin 1
15018 H2-Q7 Histocompatibility 2, Q region locus 7 14963  H2-BI Histocompatibility 2, blastocyst
15039 H2-T22 Histocompatibility 2, T region locus 22 14972 H2-K1 Histocompatibility 2, K1, K region
15040 H2-T23 Histocompatibility 2, T region locus 23 15006  H2-Q1 Histocompatibility 2, Q region locus 1
15239 Hgs HGFregulated tyrosine kinase substrate 15007 H2-Q10 Histocompatibility 2, Q region locus 10
17113 Mé6pr Mannose-6-phosphate receptor, cation 16013  H2-Q2 Histocompatibility 2, Q region locus 2
dependent 15018  H2-Q7 Histocompatibility 2, Q region locus 7
21355 Tap2 Transporter 2, ATP-binding cassette, sub-family 15039  H2-T22 Histocompatibility 2, T region locus 22
B (MDR/TAP) 15040  H2-T23 Histocompatibility 2, T region locus 23
22142 Tubaia Tubulin, alpha 1A 15239  Hgs HGF-regulated tyrosine kinase substrate
22151 Tubb2a Tubulin, beta 2A class 1A 15481 Hspa8 Heat shock protein 8
Protein processing in endoplasmic reticulum 16835  Ldir Low density lipoprotein receptor
100037258 Dnajc3 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 3 18717  Pip5kic Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase, type
108687 Edem2 ER degradation enhancer, mannosidase 1 gamma
alpha-like 2 234852 Chmpla Charged multivesicular body protein 1A
12955 Cryab Crystallin, alpha B 243621 Igsec3 IQ motif and Sec7 domain 3
15481 Hspa8 Heat shock protein 8 67588  Rnf41 Ring finger protein 41
20014 Ron2 Ribophorin II 98366  Smapl Stromal membrane-associated protein 1

20338 Selll
216440 0s9

22213 Ube2g2
269523 Vep
50907 Preb
54197 Rnf5
56453 Mbtps1
56812 Dnajb2
63958 Ube4b

Sel-1 suppressor of lin-12-like (C. elegans)
Amplified in osteosarcoma
Ubiquitin-conjugating enzyme E2G 2

Valosin containing protein

Prolactin regulatory element binding

Ring finger protein 5

Membrane-bound transcription factor peptidase,
site 1

DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 2
Ubiquitination factor E4B, UFD2 homolog (S.
cerevisiae)

Cell adhesion molecules (CAMS)

14963 H2-BI
14972 H2-K1
15006 H2-Q1
15007 H2-Q10
15013 H2-Q2
15018 H2-Q7
15039 H2-T22
15040 H2-T23
17967 Ncam1

18007 Neo1l
19274 Ptorm
20340 Glg1
20970 Sde3
58235 Pvrl1
67374 Jam2

Histocompatibility 2, blastocyst
Histocompatibility 2, K1, K region
Histocompatibility 2, Q region locus 1
Histocompatibility 2, Q region locus 10
Histocompatibility 2, Q region locus 2
Histocompatibility 2, Q region locus 7
Histocompatibility 2, T region locus 22
Histocompatibility 2, T region locus 23
Neural cell adhesion molecule 1
Neogenin

Protein tyrosine phosphatase, receptor type, M
Golgi apparatus protein 1

Syndecan 3

Poliovirus receptorrelated 1

Junction adhesion molecule 2

(Continued)

PATHWAYS POINTED BY DOWN REGULATED GENES
VEGF signaling pathway

11651 Akt1
16653  Kras
19056  Ppp3cb

22339  \Vegfa

Thymoma viral proto-oncogene 1
v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene
homolog

Protein phosphatase 3, catalytic subunit, beta
isoform

Vascular endothelial growth factor A

Long-term depression

14678 Gnai2
14683  Gnas
16653  Kras

18795  Pleb1
60596  Gucyla3

Guanine nucleotide binding protein (G protein),
alpha inhibiting 2

GNAS (guanine nucleotide binding protein, alpha
stimulating) complex locus

v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene
homolog

Phospholipase C, beta 1

Guanylate cyclase 1, soluble, alpha 3

Gap junction

14678  Gnai2
14683 Gnas
16653  Kras

18795  Pleb1

60596  Gucyla3

Guanine nucleotide binding protein (G protein),
alpha inhibiting 2

GNAS (guanine nucleotide binding protein, alpha
stimulating) complex locus

v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene
homolog

Phospholipase C, beta 1

Guanylate cyclase 1, soluble, alpha 3

(Continued)
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Table 4 | Continued

Table 4 | Continued

Gene ID Gene symbol Gene name

RNA degradation

104625 Cnot6 CCR4-NOT transcription complex, subunit 6

13209  Ddx6 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 6

66373  Lsmb LSM5 homolog, U6 small nuclear RNA
associated (S. cerevisiae)

72662  Dis3 DIS3 mitotic control homolog (S. cerevisiae)

78651 Lsm6 LSM6 homolog, U6 small nuclear RNA

associated (S. cerevisiae)

Parkinson’s disease

12866  Cox7a2 Cytochrome ¢ oxidase subunit Vlla 2

333182 Cox6b2 Cytochrome c oxidase subunit VIb polypeptide 2

66142  Cox7b Cytochrome c oxidase subunit Vilb

66495  Ndufb3 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta
subcomplex 3

66916  Ndufb7 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta
subcomplex, 7

68202  Ndufab NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha

subcomplex, 5

Oxidative phosphorylation

12866  Cox7a2 Cytochrome c oxidase subunit Vlla 2

333182 Cox6b2 Cytochrome ¢ oxidase subunit VIb polypeptide 2

66142  Cox7b Cytochrome c oxidase subunit VIlb

66495  Ndufb3 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta
subcomplex 3

66916  Ndufb7 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta
subcomplex, 7

68202  Ndufab NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha

subcomplex, 5

Tight junction

11651 Akt1 Thymoma viral proto-oncogene 1

14678  Gnai2 Guanine nucleotide binding protein (G protein),
alpha inhibiting 2

16653  Kras v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene
homolog

17888  Myh6 Myosin, heavy polypeptide 6, cardiac muscle,
alpha

30960 Vapa Vesicle-associated membrane protein,
associated protein A

58187  Cldn10 Claudin 10

Glutamatergic synapse

14678  Gnai2 Guanine nucleotide binding protein (G protein),
alpha inhibiting 2

14683  Gnas GNAS (guanine nucleotide binding protein, alpha
stimulating) complex locus

14702  Gng2 Guanine nucleotide binding protein (G protein),
gamma 2

14802  Gria4 Glutamate receptor, ionotropic, AMPA4 (alpha 4)

14805  Grik1 Glutamate receptor, ionotropic, kainate 1

18795  Plcb1 Phospholipase C, beta 1

19056  Ppp3cb Protein phosphatase 3, catalytic subunit, beta
isoform

216227 Slc17a8 Solute carrier family 17 (sodium-dependent

inorganic phosphate cotransporter), member 8

(Continued)

Gene ID Gene symbol Gene name

Huntington’s disease

12866  Cox7a2 Cytochrome c oxidase subunit Vlla 2

18795  Plcb1 Phospholipase C, beta 1

333182 Cox6b2 Cytochrome ¢ oxidase subunit VIb polypeptide 2

66142  Cox7b Cytochrome ¢ oxidase subunit Vilb

66495  Ndufb3 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta
subcomplex 3

66916  Ndufb7 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta
subcomplex, 7

68202  Ndufab NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha
subcomplex, 5

69920  Polr2i Polymerase (RNA) Il (DNA directed)

polypeptide |

Alzheimer's disease

11820  App Amyloid beta (A4) precursor protein

12866  Cox7a2 Cytochrome c oxidase subunit Vlla 2

18795  Plcb1 Phospholipase C, beta 1

19056  Ppp3cb Protein phosphatase 3, catalytic subunit, beta
isoform

333182 Cox6b2 Cytochrome ¢ oxidase subunit VIb polypeptide 2

66142  Cox7b Cytochrome ¢ oxidase subunit VIlb

66495  Ndufb3 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta
subcomplex 3

66916  Ndufb7 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta
subcomplex, 7

68202  Ndufab NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha
subcomplex, 5

Ribosome

19951 Rpl32 Ribosomal protein L32

19981 Rpl37a Ribosomal protein L37a

19982  Apl36a Ribosomal protein L36A

20068 Rps17 Ribosomal protein S17

20085 Rps19 Ribosomal protein S19

22186  Ubab52 Ubiquitin A-52 residue ribosomal protein fusion
product 1

57294  Rps27 Ribosomal protein S27

66489  Rpl35 Ribosomal protein L35

67945  Rpl41 Ribosomal protein L41

68028  Rpl22I1 Ribosomal protein L22 like 1

75617  Rps25 Ribosomal protein S25

subtle changes in gene expression are exactly those that occur
in initial stages of disease before the onset of clinical symp-
toms (Druyan et al., 2008). Moreover, some authors have argued
that even small differences can be biologically relevant (Pedotti
et al., 2008). Indeed, our qPCR verification analysis revealed
higher fold changes than in the microarray, reaching values
higher than 2 in the 80 days pre-symptomatic phase, which
is closer to the symptom onset. The use of qPCR analysis to
qualitatively verify the microarray results is largely accepted in the
literature. However, it is well recognized that both methods
have quantitative differences (Chuaqui et al., 2002), which are
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FIGURE 1 | KEGG pathways classification showing the number of
transcripts up regulated and down regulated per category in 40 and 80
days pre-symptomatic SOD193Amice in relation to age matched
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wild-types. Bars on the left indicate the number of down regulated genes,
and bars on the right indicate the number of up regulated genes, for each
category.

thought to be related to the variation in the hybridization kinet-
ics of the technologies, low fold changes or lack of concordance
between transcripts accessed in each method. The number of
genes employed in qPCR validation is comparable to that found
by other studies (Dallas et al., 2005; Brockington et al., 2010).

The differentially expressed genes with a p-value lower than
0.05 were submitted to enrichment analyses based on GO and
KEGG databases, which correlated genes to already described
related pathways and processes. Modulated genes based on GO
evidenced more general biological processes that might be impli-
cated in the ALS mechanisms. Of interest, regulation of astro-
cyte differentiation, protein retention in endoplasmatic reticulum
lumen, Golgi vesicle transport and fructose metabolism, among
others, were pointed at the pre-symptomatic 40 days old trans-
genic mice. At later pre-symptomatic phase of 80 days, the pattern
of gene expression identified the GO terms post-Golgi vesicle-
mediated transport, tricarboxylic acid cycle (TCA) and mRNA
processing, among others. GO database analyses have been largely
employed in the ALS research in several phases of the disease
(Ferraiuolo et al., 2007, 2011a; Brockington et al., 2010).

Authors have also used the KEGG database to identify over-
represented pathways based on differentially expressed genes
obtained by the microarray technique (Mougeot et al., 2011;
Kalathur et al., 2012). The KEGG database analysis in the present
work pointed to pathways that might be related to ALS mech-
anism at the pre-symptomatic ages of SOD16%4 mice. Some
pathways were found to be common to both pre-symptomatic
periods, emphasizing the putative toxic triggering that may last
before the onset of classical ALS symptoms with possible signifi-
cance to mechanisms of initiation of motor neuron degeneration.

Those pathways are going to be discussed below. It should be
mentioned that alternative splicing have been recently impli-
cated in ALS mechanisms (Lenzken et al., 2011; Singh and
Cooper, 2012), however we could not access this biological event
because the present analysis employed a platform designed to
gene expression studies on 3'UTR that does not allow evaluation
of alternative splicing variants.

GLUTAMATERGIC SYNAPSE

The microarray profiling study by means of KEEG enriched anal-
ysis pointed to the category of glutamatergic synapse pathway in
the lumbar spinal cord of ALS SOD1%%3A, The large number of
up regulated genes at 40 and 80 days underlines the excitotoxicity
estate mediated by glutamatergic synapse of motor neurons in the
pre-symptomatic condition of ALS disease (Bendotti et al., 2001;
Gibb et al., 2007; Zhao et al., 2008; Jiang et al., 2009; Sunico et al.,
2011). The modulation of GluR4, by means of Gria4 findings in
our microarray analysis, might reflect the dynamic state of the
AMPA receptor subunit in the course of pre-symptomatic stages
of ALS. At the early phases of the pre-symptomatic period, highly
expressed Gria4 gene might contribute to the AMPA receptor-
mediated motor neuron toxicity, being a very early mechanism
of the disease. The down regulation of the Gria4 at the late pre-
symptomatic stage could reflect a transient reactive mechanism to
excitotoxic condition preceding motor neuron death. Reductions
of GluR4 have been described at cellular level in the late disease
stage of SOD1 mice, without alterations at the pre-symptomatic
periods (Petri et al.,, 2005) thus, reflecting a disappearance of
GluR4 containing neurons. In fact, imbalance of excitatory to
inhibitory synaptic function precedes motor neuron degeneration
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FIGURE 2 | Photomicrographs illustrating astrocyte laser
microdissection process. (A) The quick GFAP immunofluorescence allows
recognizing the astrocytic profiles (arrows). (B) Astrocytes (1 and 2) were
then selected for microdissection. (C) After laser firing and microdissection,
selected cells (arrows) can no longer be visualized in the tissue. Scale bars
of 20 pm.

as described in the spinal cord motor neurons in the late stage
of pre-symptomatic phase of SOD1 ALS model by means of
cellular analyses (Schutz, 2005). It should be mentioned that
Ca’* permeability of the AMPA receptor seems to occur mainly
by the presence of the GluR2 subunit in the receptor complex.
In fact, GluR2 deficiency clearly accelerated the motor neuron
degeneration and shortened the life span of mutant SOD16%34
double transgenic mice (Tateno et al., 2004). Synaptic GluR1
increases/mRNA up regulation, and decreases of synaptic and
total GluR2 were found at early ages prior to disease onset thus
prompting motor neurons to a higher Ca?*-permeable AMPA

Ube2i

(o]
]

*

B D
1 ]

Relative Fold-change
N
1

o
1

WT SODT®A
80 days

WT SOD1%%A
40 days

FIGURE 3 | Graph shows relative fold change values for Ube2i in
microdissected astrocytes from 40 and 80 days old SOD1693A mice
compared to the age matched wild-type controls (WT). Significant
increases are seen in both transgenic astrocytes enriched samples. Results
are presented as means + s.e.m. from 3 samples used for each group.
*p-value < 0.05, according to unpaired t-test.

receptors -induced excitotoxicity (Zhao et al., 2008). The variant
C-terminus of GluR4 (GluR4c), an alternative splicing isoform,
stabilizes and locates AMPA receptors in the cell membrane, and
also seems to potentate actions of GluR2 (Kawahara et al., 2004),
thus highlighting the pivotal role of GluR4 subunit in regulating
channel properties and trafficking of AMPA receptors. It must be
then further clarified the role of GluR4 in the ALS mechanisms
and possible dynamic interaction with that subunit with other
AMPA receptor subtypes, especially GluR2.

The regulation of Slcla2 glial glutamate transporter (named
EAAT?2 or glial glutamate transporter GLT1) has not been eval-
uated in details. Excitotoxicity caused by a down-regulation of
EAAT?2 is thought to be a contributing factor to motor neuron
death in ALS. Several mechanisms may account for impairment of
EAAT? function, for instance altered transcription/splicing, post-
translational modifications, accelerated degradation, intracelu-
lar trafficking and inactivation by caspase-3 cleavage (Heath
and Shaw, 2002; Boston-Howes et al., 2006) but not directly
to gene regulation processes. It is possible that the impaired
EAAT?2 function could take place at the very early period of
the pre-symptomatic stage, a matter that remains to be eluci-
dated (Bendotti et al., 2001; Sasaki et al., 2001), thus, explaining
the Slcla2 expression possibly related to motor neuron protec-
tion at those ages. The absence of this genomic process in the
late pre-symptomatic period might potentiate loss of function
of GLT1 thus culminating with the motor neuron death in ALS.
Furthermore, the vesicular glutamate transporter 2 (VGLUT2),
codified by Slc17a6 gene, was found to be regulated and related
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to neuronal death in the pre-symptomatic stage of ALS model
(Schutz, 2005; Sunico et al., 2011). The genetic reduction of
VGLUT?2 protein level in the ALS mouse model accounted for
motor neuron rescue without modifying functional impairment
(Wootz et al., 2010). It is possible that the up regulation of the
Slc17a6 gene at the early pre-symptomatic stage of the 40 days old
SOD1%%%A mice potentiates the toxic state of motor neurons.

UBIQUITIN MEDIATED PROTEOLYSIS AND OXIDATIVE
PHOSPHORYLATION
A recent meta-analysis study of the reported gene lists has
described the evidences for a shared dysfunction in protein
turnover in the ubiquitin-proteasome system in ALS mouse
models and ALS patients (Saris et al., 2013a). Moreover, con-
stitutive proteasome was decreased in motor neurons at the
pre-symptomatic stage of SOD19%34 (Cheroni et al., 2005), an
alternative processes to decrease aggregate formation, thus an
attempt to neuroprotect motor neurons of preclinical SOD16%34A
mice before the onset of clinical symptoms (Bendotti et al,
2012). That should be the case of Nedd4 and Fbxw?7 expressions
described here, whose encoded molecules have been already cor-
related to neuroprotection in ALS (Nateri et al., 2004; Matsumoto
et al., 2011; Kwak et al., 2012). Moreover, it should be taken into
attention the elevation of Ubcl2 in the spinal cord of SOD16934
mice at the pre-symptomatic phase (Massignan et al., 2007).
Ubcl2 is an ubiquitin E2 ligase that adds NEDD-8 to substrates.
Ubcl2 elevation in pre-symptomatic ALS was correlated to a ten-
tative response to protein aggregation (Massignan et al., 2007).
Interestingly, Nedd8 gene was down regulated in our microarray
analysis only in 80 days old mice, possibly representing a failure of
the above described process close to the period of clinical onset.
The down regulation of genes over-representing the oxida-
tive phosphorylation category at both pre-symptomatic ages of
ALS mice seen in this work may be related to the progressive
deteriorations of mitochondrial function and oxidative phospho-
rylation system described at pre-symptomatic ALS phases (Lin
etal., 2009; Chen et al., 2010; Martin, 2010, 2011; Koopman et al.,
2013), thus triggering reactive oxygen species (ROS) production
(Manfredi and Xu, 2005) and motor neuron vulnerability before
the onset of clinical symptoms. It is also interesting to notice
that the TCA was seen as an over-represented GO term (Table
S5, Supplementary material) in the up-regulated 80 days gene
expression list. The TCA cycle is responsible to provide substrate
to oxidative phosphorylation (Koopman et al., 2013) and its up
regulation was previously seen in laser microdissected motor neu-
rons from a VEGF model of ALS already in the pre-symptomatic
period (Brockington et al., 2010). All in all, a possible mechanism
of oxidative phosphorylation in the astrocyte-neuronal unit tak-
ing place in pre-symptomatic ALS might amplify motor neuron
vulnerability to ROS damage.

CHEMOKINE SIGNALING PATHWAY AND TIGHT JUNCTION

The up regulation of all genes in the category chemokine sig-
naling pathway in the pathogenesis of ALS is in agreement to
previous publications (Henkel et al., 2006; Zhang et al., 2006;
Rentzos et al., 2007; Kuhle et al., 2009; Sargsyan et al., 2009;
Tateishi et al., 2010; Gupta et al., 2012). The up regulation of

Cxcr4 and Pik3r1 described in this work is an important find-
ing because the genes might be involved in non-autonomous
toxicity in the early phase of ALS (Shideman et al., 2006; Luo
et al., 2007; Manzano et al., 2011). Furthermore, disruption of
blood-brain barrier and blood-spinal cord barrier are described
as early events in ALS, thus impairing neurovascular unit prior
motor neuron degeneration (Garbuzova-Davis et al., 2011, 2012;
Grammas et al., 2011; Miyazaki et al., 2011). Indeed, reduced lev-
els of adhesion molecules and the tight junction proteins zona
occludens-1, occludin and claudin-5 are shown in post mortem
tissue from patients and in ALS animal models (Zhong et al,,
2008; Arhart, 2010; Garbuzova-Davis et al., 2012).

Our KEGG enriched analysis also demonstrated the modula-
tion of tight junction related genes. Of substantial interest, we
might point out the up regulation of Cldnl11 at 40 days and the
down regulation of Cldn10 at 80 days pre-symptomatic ALS mice,
in agreement to previous description on differential regulation
of tight junction genes related to specific characteristics of ALS
clinical evolution (Henkel et al., 2009).

It is also important to highlight the particular modulation
of the Kras gene, which has been up regulated at the age of 40
days and down regulated at the age of 80 days. The Kras gene
is an oncogene that was located in the tight junction category
by the KEGG analysis probably due its relation to topography
of invading/proliferating cells in the scenario of neurodegener-
ative processes. Moreover, Kras proteins regulate cell activities
such as proliferation, differentiation, apoptosis, and cell migra-
tion, those taking place in neurodegenerative processes-induced
astroglial/microglial activation as well as expression of inflamma-
tory and neurotrophic/neurotoxic mediators (Rotshenker, 2009).
There is a marked proliferation/activation of both microglia and
astrocytes at specific disease stages in ALS mouse models (Hall
etal., 1998; Weydt et al., 2002) leading to the production of neuro-
protective or pro-inflammatory molecules, which can decrease or
increase the rate of primary motor neuron degeneration, respec-
tively. Taken all together, up regulation of Kras gene at the early
pre-symptomatic phase is in line with the early glial proliferative
and reactivity events that will initiate the toxic triggering of non-
autonomous cells and also the glial neuroprotective mechanisms
to maintain temporarily the motor neurons. Later in that period,
still before neuronal degeneration taking place, Kras gene down
regulation might allow glial cells to drive toxic insult.

ENDOCYTOSIS AND ANTIGEN PROCESSING AND PRESENTATION

Endocytosis was an additional over-represented pathway in the
pre-symptomatic stage of ALS. Genes found before clinical
onset pointing to endocytosis have been related to clathrin-
dependent/independent endocytosis, autophagy and also neu-
rotransmission (Massey et al., 2006; Luo et al, 2007; Kon
and Cuervo, 2010; McMahon and Boucrot, 2011; Elmer and
McAllister, 2012), thus, related to extracellular turnover, repair
of molecular processes and neuroprotection (Le Roy and Wrana,
2005; Doherty and McMahon, 2009; McMahon and Boucrot,
2011; Polymenidou and Cleveland, 2011). Disruption of these
processes has been implicated as a general feature in the
pathogenesis of ALS (Otomo et al., 2012), whereas there is a
lack of information on that issue in pre-symptomatic periods
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(Morimoto et al., 2007; Tian et al., 2011). Clathrin-mediated
endocytosis has a range of different physiological functions,
remarkably the regulation of surface proteins, nutrition, activa-
tion of signaling pathways, protein trafficking and degradation of
membrane components, in fact, mechanisms that might occur at
the pre-symptomatic phases of ALS.

It is likely that the regulation of the genes for the heat
shock proteins Hspala and Hspa8 (also known as Hsp70-3 and
Hsc70, respectively), described in our work is related to neuro-
protective events before neurodegeneration, once treatment with
recombinant human Hsp70 was able to both increase lifespan
(Gifondorwa et al., 2007) and decrease neuromuscular junction
denervation (Gifondorwa et al., 2012) in the SOD15%A mouse
model. This protective role of Hsp70 has been also supported by
other authors (Bruening et al., 1999; Takeuchi et al., 2002; Kieran
et al., 2004). Actually, the increase of Hsc70 in the spinal cord of
transgenic mice at pre-symptomatic ages of disease (Basso et al.,
2009) and the demonstration of ubiquitinated Hsc70-induced
degradation of mutant SOD1 (Urushitani et al., 2004) empha-
sized the possible neuroprotective role of heat shock protein
regulation described in our work.

Furthermore, antigen processing and presentation pathway
was also pointed as enriched among down regulated genes in 40
days old and up regulated genes in 80 days old pre-symptomatic
SOD1%%A mice. Genes presented in 40 and 80 days lists are
mostly related to major histocompatibility complex (MHC) class
1 (H2-Bl, H2-K1, H2-Q1, H2-Q10, H2-Q2, H2-Q7, H2-T22, H2-
T23—80 days ALS mice), molecules necessary for peptide loading
(Tap2—=80 days ALS mice) and to surface expression (B2m—40
days ALS mice) (Kimura and Griffin, 2000). B2m gene, possibly
via cell surface MHC class I molecules, has been implicated in
the synaptic plasticity at dendrites and axonal regeneration after
peripheral nerve axotomy (Oliveira et al., 2004). It is possible that
the down regulation of B2m in spinal cord from SOD1%%*Aat
pre-symptomatic ages is related to axonal and dendritic retrac-
tions and displacement of neuromuscular junction described as
one of the earliest events faced by motor neurons in ALS models
(Fischer et al., 2004). Our findings are in line with a descrip-
tion of down regulation of B2m protein reported in cerebrospinal
fluid of ALS patients (Brettschneider et al., 2008), thus emphasiz-
ing the importance of its regulation in ALS. Additionally, Rfxank
was down regulated at 40 days in our analysis, which is in agree-
ment to a loss of MHC-II neuronal expression concurrent with
abundant MHCII-positive microglia surrounding motor neurons
in the pre-symptomatic SOD15%* mice (Casas et al., 2013),
thus, interfering with the neuroimmunemodulation mediated by
microglia (Graber et al., 2010; Sanagi et al., 2010). All in all,
dysregulation of genes related to antigen processing and presen-
tation might account for a number of intercellular mechanisms
able to amplify the harmful non-autonomous cell toxicity at the
pre-symptomatic stages of ALS.

LASER MICRODISSECTION OF ASTROCYTES

We performed laser microdissection of GFAP positive astrocytes
from lumbar spinal cord ventral horn of SOD15%34 transgenic
and wild-type mice in the same pre-symptomatic ages of microar-
ray analysis. The use of laser microdissection has been gained
importance in recent years, once it allows specific cell enrichment

from complex tissues, revealing to be a powerful tool in the study
of neurodegenerative disorders in which individual cell types are
known to be differentially involved in disease stages. The advan-
tage of the methodology is the possibility to address molecular
biology in the context of in vivo cellular analysis. The method is
of substantial importance to evaluate changes in the astrocytes,
the glial cell involved remarkably in toxic mechanisms of ALS.
A previous study has employed laser microdissection of astro-
cytes to perform microarray experiments in ALS mouse model
(Ferraiuolo et al., 2011a). The pattern of gene expression was
first evaluated in the lumbar regions of the spinal cord in the
present analysis, thus, taking into account all cell types from
tissue. The depicted pathways represented the state of intercel-
lular interaction in the pre-symptomatic studied periods of the
ALS mouse model. The selected genes to be evaluated in type-
specific cell, which is the case of Ube2i in the laser microdissected
astrocytes described herein, would allow a closer analysis of astro-
cyte participation in the context of the neighbor cell toxicity.
The Ube2i gene was then chosen for further evaluation in astro-
cytes by qPCR because astrocytes exert a non-autonomous cell
toxicity to motor neurons and because SUMOylation pathway
has gained importance in ALS mechanisms recently (for review,
see Dangoumau et al., 2013). Increases of gene expression for
Ube2i were found in enriched astrocytes samples from 40 and
80 days old pre-symptomatic mice, a regulation still not pre-
sented in the literature in that stage of disease, thus, entering in
the context of ALS pathogenesis. In fact, conjugation of small
ubiquitin-like modifier (SUMO) molecules involves a series of
steps, being the ubiquitin conjugating enzyme E2, codified by
Ube2i gene, responsible for the recognition of the target pro-
tein. SUMOylation is involved in the cellular response to oxidative
stress, hypoxia, glutamate excitotoxicity and proteasome impair-
ment, events that have been linked to motor neuron toxicity in
ALS (Xu et al., 2011). Moreover, studies are required to determine
the precise implication of the SUMO pathway in regulating the
balance between cellular adaptive and neuroprotective response
to stress (Fei et al., 2006; Dangoumau et al., 2013) with a spe-
cial importance to motor neuron in the pre-symptomatic stage
of ALS. Nevertheless, as discussed previously in this report, glu-
tamate astroglial excitotoxicity faced by motor neurons in ALS
is also hamfull by the cleavage of EAAT?2 in the ventral horn of
the spinal cord (Martin et al., 2007; Foran et al., 2011). The pro-
teolytic fragments may be SUMOylated and accumulated in the
nucleus of astrocytes (Boston-Howes et al., 2006; Foran et al.,
2011) as described in SOD19%34 mice, worsening the gliotoxic
effects of astrocytes to motor neurons (Foran et al., 2011). Taking
together, SUMOylation process and expression of Ube2i might
participate in complex events related to the astrocyte-neuron unit
in ALS, and future works are required to address specific cellular
events.

In conclusion, the present work gives further evidence about
molecular events taking place in the spinal cord from ALS
mouse model before the onset of classical symptoms. The gene
expression changes reflect responses for both neuroprotection
and toxicity at the spinal cord in the evaluated periods. Indeed,
the study of Ube2i expression in astrocytes adds novel insights
for the participation of this cell type on the early mechanisms
in ALS.
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