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RESUMO 

 
Oliveira GP. Análise da participação das células neuronais e não-neuronais na 

Esclerose Lateral Amiotrófica em camundongos transgênicos para SOD1 humana 

utilizando técnicas de microdissecção a laser e PCR em tempo real  [tese]. São 

Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2013 

 
A Esclerose Lateral Amiotrófica (ELA) é a doença neurodegenerativa do neurônio 

motor que acomete indivíduos adultos e promove a perda progressiva das funções 

motoras. A evolução é rápida (2 a 5 anos) e culmina na morte por complicações e 

falência dos músculos respiratórios. Descrições recentes sugerem a contribuição de 

tipos celulares não neuronais, particularmente o astrócito e a microglia, para a morte do 

neurônio motor. O camundongo transgênico SOD1
G93A

, que carrega a SOD1 humana 

mutada, foi utilizado neste trabalho. Estudos comportamentais apontaram alterações 

motoras importantes no animal transgênico a partir de 90 dias de vida e permitiram 

selecionar, então, as idades pré-sintomáticas de 40 dias e 80 dias para os estudos 

moleculares. A análise da expressão gênica nos animais transgênicos 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 análises bioinformáticas 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, proteólise 

mediada por ubiquitina, via de sinalização de quimiocina, fosforilação oxidativa, 

processamento e apresentação de antígeno e junção oclusiva foram comuns a ambas as 

idades. Ainda, as vias sinapse glutamatérgica e fagossomo foram sugeridas como 

potencialmente mais importantes em animais transgênicos de 40 dias e 80 dias, 

respectivamente. Transcritos específicos foram analisados em amostras enriquecidas de 

células (astrócito, microglia e neurônio motor) microdissecadas a laser do corno anterior 

da medula espinal dos animais. Os transcritos Cxcr4, Slc1a2 e Ube2i foram avaliados 

por qPCR nas amostras enriquecidas de astrócitos dos animais de 40 dias, enquanto que 

Cxcr4 e Slc17a6 foram avaliados nas amostras de neurônios motores dos animais desta 

idade. Cxcr4 apresentou expressão diminuída nos astrócitos transgênicos e aumentada 

nos neurônios destes animais. Slc1a2, Ube2i e Slc17a6 estavam aumentados nos tipos 

celulares estudados nos animais transgênicos. Tap2 e Tuba1a foram avaliados nas 

amostras enriquecidas de microglias dos animais de 80 dias e mostraram-se aumentados 

nas amostras dos transgênicos. Finalmente, Akt1 apresentou expressão diminuída nos 

neurônios motores microdissecados dos animais transgênicos em comparação aos 

selvagens. Os resultados sugerem que alterações na sinalização glutamatérgica podem 

exercer papel essencial em fases pré-sintomáticas mais precoces da doença (40 dias), 

enquanto que em fases pré-clínicas mais próximas ao aparecimento dos sintomas (80 

dias), as respostas mais importantes parecem estar relacionadas à 

neuroimmunomodulação. Dessa forma, este trabalho aponta para novas perspectivas 

para o estudo da ELA. 

 

Descritores: 1.Esclerose amiotrófica lateral; 2.Análise de sequência com séries de 

oligonucleotídeos; 3.Microdissecção e captura a laser; 4.Astrócitos; 5.Microglia; 

6.Neurônios 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]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, 

Universidade de São 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
G93A

, 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, Slc1a2 and Ube2i were evaluated by qPCR 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. Slc1a2, Ube2i and 

Slc17a6 have increased in the cell type in which they were evaluated in the transgenic 

mice. Tap2 and Tuba1a were evaluated at microglia enriched samples of 80 days old 

mice and were found to be increased. Finally, Akt1 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. INTRODUÇÃO 

  



INTRODUÇÃO - 2 

 

 

1.1. Esclerose Lateral Amiotrófica 

A Esclerose Lateral Amiotrófica (ELA) foi primeiramente descrita no ano de 1869 

pelo notável cientista francês Jean-Martin Charcot
1
, quando o mesmo correlacionou a 

síndrome de paralisia progressiva com lesões nas substâncias branca e cinzenta do 

sistema nervoso central (SNC)
2
. A denominação da doença (do inglês, Amyotrophic 

Lateral Sclerosis - ALS), entretanto, foi usada pela primeira vez apenas 5 anos mais 

tarde em 1874 quando dois aspectos anatomopatológicos, o envolvimento da substância 

cinzenta (amiotrofia) e o dano na substância branca (esclerose lateral), foram 

incorporados
2
. A designação semântica da denominação amyotrophic lateral sclerosis 

sugere, tanto em inglês quanto em francês, que o distúrbio primário é a esclerose 

piramidal, com a amiotrofia sendo utilizada como modificador. Essa colocação foi 

proposital, uma vez que Charcot acreditava que a amiotrofia era decorrente da 

disseminação da doença das colunas laterais para as substâncias cinzentas espinal e 

bulbar. Mais de um século depois, a causa da ELA, bem como o sítio de início e a 

relação entre as lesões nas substâncias branca e cinzenta, ainda são objeto de debate 

pela comunidade científica. 

Atualmente, a ELA é a doença do neurônio motor de início na vida adulta mais 

comum, com incidência e prevalência mundiais variando de 0,46 a 2,39 e 2,01 a 11,3 

por cem mil habitantes, respectivamente
3
. Conforme descrito por Charcot, a doença 

decorre da degeneração dos neurônios motores superiores, do córtex motor, e inferiores, 

do tronco encefálico e da medula espinal, que inervam o músculo estriado esquelético. 

A apresentação clínica dos sintomas pode variar, mas comumente consiste de fraqueza 

muscular, fasciculações e/ou hiperreflexia dos músculos inervados pelo tronco 

encefálico (início bulbar) ou pela medula espinal (início espinal)
4
, culminando na morte 

do indivíduo no período de 2 a 5 anos a partir do início dos sintomas, em geral 

relacionada à falência do controle respiratório. 

O diagnóstico é acessado pela combinação do exame clínico e da eletromiografia. 

Neste exame complementar para o diagnóstico, as ondas positivas e intensas, bem como 

os potenciais de fibrilação fornecem a evidência da desnervação
4
. Os critérios do teste 

clínico El Escorial foram desenvolvidos na década de noventa
5
 e são utilizados para 

diagnosticar e classificar casos de ELA como possível, provável ou definido. As 

diretrizes deste teste são revisadas periodicamente com o intuito de direcionar ênfase 
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maior às anormalidades eletrofisiológicas, estas que podem ser detectadas 

precocemente, acelerando assim o diagnóstico
6
.  

A maior parte dos casos de ELA, aproximadamente 90 % deles, não apresentam 

herdabilidade aparente, e esta forma da doença é classificada como esporádica. O 

restante dos casos apresenta uma forma dominante inerente, chamada de forma 

familiar
3
. Ambas as formas mostram, indistintamente, os sinais clássicos da doença 

como fraqueza e atrofia musculares progressivas, decorrentes da degeneração e da 

morte dos neurônios motores superiores e inferiores. A morte dos pacientes se dá, em 

geral, como dito acima, por problemas respiratórios. O fato de estas duas formas da 

doença mostrarem-se neuropatologicamente idênticas implica que a patogênese das 

mesmas deva convergir em uma via comum e/ou envolver fatores tóxicos similares
3
, 

entretanto tais fatores ainda são alvo de investigações.  

Os indivíduos agrupados na forma genética da doença possuem histórico familiar 

evidente
7
. A identificação, em humanos, de genes diversos que contêm as mutações 

relacionadas à patogenia do neurônio motor semelhantes à ELA possibilitou a 

classificação das formas familiares em 20 grupos conhecidos como ALS1 a 18, ELA 

com demência frontotemporal (ALS-FTD) e a mesma ligada à doença de Parkinson 

(ALS-FTDPD)
8
. Mutações nos genes que codificam a valosina (VCP) ou ainda a 

ubiquilina 2 (UBQLN2), relacionados ao sistema ubiquitina proteossomo, e D-amino 

ácido oxidase (DAO), relacionada à excitotoxicidade glutamatérgica, foram 

recentemente descritas associadas à degeneração do neurônio motor
9-11

. Ainda, a 

expansão de hexanucleotídeos no cromossomo 9 (C9ORF72) foi descrita recentemente 

em pacientes com ELA familiar e esporádica e também nos pacientes com ELA 

associada à demência frontotemporal
12, 13

. 

Aproximadamente vinte porcento dos casos de ELA com histórico familiar, 

correspondente a um a dois porcento de todos os casos da doença, são da forma ALS1
3
 

e causados por mutações dominantes no gene que codifica a enzima Cu/Zn
+2

 superóxido 

dismutase (SOD1). Esta enzima é responsável pela conversão do ânion superóxido, um 

bioproduto da respiração celular, em peróxido de hidrogênio
14

. A substituição da 

leucina pela fenilalanina na porção 144 da cadeia de aminoácidos (SOD1
L144F

) é a 

mutação no gene da SOD1 mais reportada atualmente de acordo com os dados do banco 

de mutações da ELA (http://alsod.iop.kcl.ac.uk). 

http://alsod.iop.kcl.ac.uk/
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A SOD1 é uma enzima expressa em abundância no citoplasma das células. 

Sabendo-se que a mesma atua na conversão do ânion superóxido em peróxido de 

hidrogênio, conforme descrito anteriormente, a hipótese inicial era de que seu 

mecanismo de patogenicidade na ELA devia-se à perda de sua capacidade detoxificante. 

Entretanto, experimentos mostraram que os animais que expressam as formas ativas da 

enzima humana mutada (SOD1
G97R

 e SOD1
G93A

)
15-17

 e aqueles que expressam as formas 

inativas da mesma (SOD1
G85R

 e SOD1
G86R

)
18, 19

 desenvolvem patologias comparáveis 

àquelas vistas nos pacientes, incluindo a retração da sinapse motora
20

, as alterações 

mitocondriais
21

 e ativação a microglial e astrocitária
22, 23

. Adicionalmente, a deleção do 

gene que codifica para a SOD1 nos camundongos não foi capaz de promover distúrbios 

no neurônio motor destes animais
24

. Ainda, a deleção e a superexpressão da SOD1 

endógena de camundongos SOD1
G85R

 que expressam a forma inativa da enzima não 

promoveram alteração no curso da doença
18

. Essas evidências levaram a comunidade 

científica a aceitar a hipótese de que a proteína SOD1 humana (hSOD1) mutada adquire 

propriedades tóxicas independentes da sua função enzimática, como aquelas 

subsequentes ao dobramento incorreto da proteína e à formação de agregados
4
. 

Estudo in silico recente sugeriu que a maioria das mutações da SOD1 possui 

capacidade de desestabilizar o dobramento ou a estrutura quaternária originais da 

proteína
25

, algo que foi demonstrado experimentalmente por outros estudos
26-29

. 

Adicionalmente, a presença de inclusões proteicas nos neurônios motores de pacientes 

com ELA esporádica indica que a oligomerização aberrante é um aspecto comum da 

ELA, independentemente do genótipo
30

. 

 

1.2. Modelo animal para o estudo da ELA 

Número superior a 170 mutações na SOD1 humana já foi descrito 

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

algumas delas foram estabelecidas, sendo que a linhagem SOD1
G93A

, que apresenta 

substituição da glicina pela alanina na posição 93 da cadeia de aminoácidos, é a mais 

utilizada nos estudos, seguida pelas linhagens SOD1
G85R

 e SOD1
G37R

 
31

. Uma vez que as 

diversas mutações ligadas à SOD1 promovem um fenótipo semelhante, parece plausível 

que modificações pós-traducionais tenham influência no desenvolvimento da doença
32

. 

Por exemplo, distúrbios de modificações pós-traducionais normais, como dimerização 

de subunidades, formação de pontes dissulfeto entre resíduos de cisteína (Cys57 e 

http://alsod.iop.kcl.ac.uk/
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Cys146) e a coordenação entre cobre e zinco, promoveram agregação de SOD1 

selvagem
32

. Além disso, modificações pós-traducionais aberrantes, como a oxidação, 

mostraram efeitos adversos sobre a conformação da proteína SOD1 selvagem. 

Recentemente, Bosco e colaboradores
32

 descreveram que proteínas selvagens 

processadas pós-traducionalmente de forma aberrante encontradas em pacientes com a 

forma esporádica da ELA ativam os mesmos mecanismos neurotóxicos que aqueles 

acessados pela SOD1 mutada de pacientes com a forma familiar da doença. Estas 

observações sugeriram que as anormalidades conformacionais e as modificações pós-

traducionais na SOD1 selvagem podem contribuir para a patogênese da ELA em 

pacientes com a forma esporádica e apontaram o caminho para a melhor compreensão 

da forma esporádica da doença levando-se em conta os dados obtidos a partir do estudo 

das formas familiares
32

. 

O fenótipo clínico no modelo animal SOD1
G93A

, eleito para desenvolvimento do 

presente trabalho, foi caracterizado inicialmente pelo aparecimento dos sinais motores 

clássicos 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 à morte na idade de 

130-150 dias
33

. 

A despeito de os sintomas clássicos da doença manifestarem-se por volta de 90 

dias, evidências mostram as disfunções no sistema motor ocorrendo antes do início dos 

sinais clínicos clássicos
34-37

. Vacúolos pequenos foram vistos acumulados nos axônios 

dos neurônios motores do animal SOD1
G93A

 de 37 dias de idade, sendo que, nestes 

animais, a desnervação da musculatura esquelética e a morte do neurônio motor 

antecederam a paralisia
20, 38, 39

. A existência de mecanismos compensatórios, como a 

reinervação por brotamento dos neurônios motores das adjacências após a desnervação 

parcial do músculo, podem ajudar a explicar o intervalo entre o início dos eventos 

celulares e o aparecimento dos sintomas
40

. O tipo de morte do neurônio motor na ELA é 

controverso. O modelo atual mostra características tanto de apoptose quanto de necrose, 

em magnitudes diferentes dependendo do estágio da patologia
41, 42

. O paradoxo aparente 

dos efeitos início/evolução da doença abre especulações sobre os mecanismos pelo 

menos parcialmente distintos nas diversas fases de evolução da patologia. De fato, a 

paralisia progressiva na ELA surge da degeneração e morte do neurônio motor e 

evidências recentes apontam para a toxicidade parácrina, ou seja, aquela induzida por 

outros tipos celulares próximos a esses neurônios. 
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Dentre os principais mecanismos que contribuem para a morte do neurônio motor 

na ELA, destacam-se a excitoxicidade glutamatérgica
16, 43, 44

, os insultos inflamatórios
45

, 

a disfunção mitocondrial e o estresse oxidativo
17, 46, 47

, a desregulação de fatores 

neurotróficos e de proteínas de guiamento axonal
48-50

, os defeitos de transporte axonal
51, 

52
, a formação de agregados proteicos

53
 e o processamento aberrante de RNA

4
. De fato, 

estes processos são os mais estudados dentre os vários propostos. 

Estudos mostraram que a expressão seletiva e em quantidades suficientes da 

hSOD1 mutada nos neurônios motores foi capaz de promover o fenótipo da doença
54, 55

. 

Adicionalmente, os neurônios motores selvagens circundados por células gliais 

contendo a enzima mutada desenvolveram fenótipo de degeneração, enquanto que os 

neurônios expressando a hSOD1 mutada demoraram mais a manifestar este fenótipo 

quando circundados por células gliais selvagens
56

. Resultados similares foram obtidos 

pelos estudos que utilizaram co-culturas de neurônios motores, estes derivados de 

células tronco obtidas de animais selvagens e transgênicos, com astrócitos que 

expressavam a hSOD1 mutada, estes, por sua vez, coletados de animais transgênicos
57, 

58
. Estas análises mostraram o efeito tóxico desses astrócitos transgênicos, já que estas 

células promoveram a degeneração dos neurônios selvagens e também exacerbaram a 

degeneração dos neurônios transgênicos
57, 58

. Ainda, estudos com camundongos 

transgênicos construídos para não expressar
59

 ou expressar níveis reduzidos
23

 da enzima 

mutada na microglia sugeriram que esta célula da glia também estaria envolvida na 

patogênese da ELA. 

 

1.3. Evidências para o papel do astrócito 

O astrócito é a celula glial mais abundante no SNC e exerce alí funções 

fundamentais como a manutenção da homeostase e do controle iônico, o suporte 

metabólico e nutricional aos neurônios, a manutenção da barreira hematoencefálica e 

das defesas locais e também a influência na neurotransmissão
60

. Deste modo, razoável é 

considerar-se que qualquer alteração na fisiologia astrocitária seja capaz de promover 

distúrbios neuropatológicos, incluindo a ELA, levando-se em consideração a 

complexidade e a multiplicidade de funções exercidas por estas células
61

.  

Notavelmente, os astrócitos exercem funções importantes na manutenção dos 

níveis de glutamato no meio extracelular. O astrócito retira o excesso de glutamato da 

fenda sináptica através do transportador de glutamato glial, também conhecido como 
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EAAT2 ou GLT-1. O excesso do neurotransmissor na fenda sináptica leva à 

excitotoxicidade neuronal causada por influxo excessivo de cálcio
62

. Observações 

iniciais apontaram para desregulação deste transportador na medula espinal dos 

pacientes com ELA e no modelo experimental
16, 43, 44, 63-66

, dessa forma, a 

excitotoxicidade pelo glutamato foi introduzida como um dos mecanismos patogênicos 

da doença. Evidências adicionais para a hipótese de excitotoxicidade na ELA vieram 

das observações in vivo de que astrócitos que expressam a hSOD1 mutada são capazes 

de liberar níveis altos do aminoácido D-serina, um co-ativador de receptores NMDA, 

exacerbando, assim, a toxicidade do glutamato nos neurônios motores
67, 68

. A produção 

aumentada de espécies reativas de oxigênio (EROs), decorrente da disfunção 

mitocondrial presente nos astrócitos que carregam a hSOD1 mutada, também foi 

proposta como mecanismo de toxicidade capaz de exacerbar o dano ao neurônio 

motor
67

. Neste sentido, a manutenção da atividade mitocondrial astrocitária
69

 ou, ainda, 

a potencialização das defesas antioxidantes destas células
70

 por intervenções 

farmacológicas
67

 ou genéticas
70

 mostraram-se neuroprotetivas. Dessa forma, estas 

descrições correlacionaram a produção de radicais livres pelos astrócitos à morte do 

neurônio motor. 

Evidências recentes acerca da morfologia atípica e de células em degeneração
71, 72

 

sugerem, adicionalmente, que a hSOD1 mutada possui efeitos tóxicos diretos aos 

próprios astrócitos
63, 73

. Mais recentemente, análise da expressão gênica dos astrócitos 

transgênicos e neurônios motores cultivados revelou alteração complexa na interação 

entre estes dois tipos celulares e sugeriu que a diminuição da sinalização neuroprotetora 

do TGFβ na ELA, a qual ocorreu antes do início dos sintomas, poderia desempenhar 

papel importante na fisiopatologia da doença
74

. A capacidade reduzida na liberação de 

lactato é outra disfunção astrócitária presente na ELA
75

. 

Estudos também mostraram que astrócitos transgênicos liberam fatores tóxicos 

aos neurônios, tais como o fator de crescimento do nervo (NGF)
76

, o óxido nítrico
77

 e a 

prostaglandina E2 (PGE2)
78

. Ainda, os receptores do fator de necrose tumoral-alpha 

(TNF-α), o p75 do NGF e o receptor do ligante Fas/CD95 foram relacionados aos 

mecanismos tóxicos parácrinos aos neurônios motores na ELA
79

. As células gliais são a 

fonte principal do TNF-α no SNC e, interessantemente na ELA, o aumento da expressão 

de RNA mensageiro (RNAm) do TNF-α foi correlacionado ao início da astrogliose na 

medula espinal do camundongo transgênico SOD1
G93A

 de 4 meses com número 
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reduzido de cópias da enzima mutada
80

. Ainda, o aumento da imunorreatividade para o 

ligante de Fas foi evidente nos neurônios e nos astrócitos da região lombar da medula 

espinal do camundongo SOD1
G93A

 antes do aparecimento dos sintomas. O mesmo foi 

demonstrado na medula espinal de pacientes das formas esporádicas e familiares da 

ELA
81-83

.  

Dessa forma, os achados expostos acima sugerem que, na ELA, os astrócitos 

atuam contribuindo diretamente para a morte do neurônio motor através da liberação de 

fatores tóxicos e/ou da perda de suas funções fisiológicas autócrinas e parácrinas
84

. 

 

1.4. Evidência para o papel da microglia e neuroimunomodulação 

Microglias são células com propriedades neuroimunomodulatórias residentes no 

SNC. Durante situações de lesão ou doença neste tecido, estas células tornam-se 

massivamente ativadas nas regiões de perda neuronal, condição comum conhecida 

como microgliose reativa. A microglia reativa é capaz de liberar variedade grande de 

substâncias que podem limitar ou exacerbar o dano neuronal
85

. A microgliose foi 

descrita como marcador da ELA em pacientes e em modelos animais
86

, uma vez que 

microglias reativas foram encontradas no cérebro e na medula espinal de pacientes com 

ELA, bem como nos camundongos que carregam a hSOD1 mutada
87-89

, inclusive antes 

da fase da perda neuronal. Investigações mecanísticas sugeriram que a ativação fosse 

dirigida pela secreção da hSOD1 mutada
90

, e a proteína agregada pareceu ser mais 

eficiente que a forma monomérica nesta atividade
91

. A relevância da participação da 

microglia na ELA foi reforçada por estudos in vivo que utilizaram estratégias 

genéticas
23, 92

 e transplante de células
93

. Estes achados propuseram o papel da microglia 

na modulação da progressão da ELA, mais do que a influência desta célula glial no 

início da doença. 

Mais recentemente, o diálogo entre a microglia e células imunocompetentes 

periféricas é extensivamente investigado na ELA, mostrando efeitos benéficos e 

prejudiciais
94

. Nesse contexto, a microglia da medula espinal mostrou-se capaz de 

recrutar monócitos periféricos para o SNC, processo que impactou negativamente sobre 

a viabilidade neuronal e sobrevivência do animal transgênico
95

. Ainda, células 

dendríticas apresentadoras de antígenos implicadas nas respostas imunes também foram 

encontradas na medula espinal de pacientes e do camundongo SOD1
G93A

 durante o 

curso da doença
87

. Células T regulatórias (TREG) CD4+CD25+ interagem com a 
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microglia no SNC e estimulam a secreção de citocinas anti-inflamatórias, atenuando a 

neuroinflamação
96

. No contexto da ELA, animais duplo transgênicos que carregam a 

hSOD1 mutada e também deficientes em CD4+ desenvolveram fenótipo de ELA mais 

agressivo, o qual foi revertido por transplante de medula óssea
59

. Tais evidências acerca 

da interação entre a neuroimunomodulação e a ativação da resposta imune descritas 

acima estimularam o uso CD40L na terapia da doença, uma vez que o mesmo é um 

ligante expresso por células T que ativa a resposta imune quando ligado pelo CD40 em 

células apresentadoras de antígeno. Os resultados mostraram-se promissores, uma vez 

que a injeção intraperitoneal do anticorpo monoclonal específico de CD40L nos 

camundongos SOD1
G93A

 retardou o início da doença, estendeu a sobrevida e reduziu a 

astrogliose e a ativação microglial
97

. Estes achados sugeriram efeitos neuroprotetivos e 

neurotóxicos da resposta neuroimunomodulatória na ELA. Dessa forma, a proposição 

de uma estratégia terapêutica esbarra no desafio de suprimir a resposta neurotóxica sem 

interferir com a resposta neuroprotetiva 
84

. 

Muitas substâncias com propriedades pró-inflamatórias ou relacionadas à 

inflamação mostraram-se aumentadas na medula espinal do camundongo transgênico 

antes da morte dos neurônios motores
80, 98, 99

, e também no líquido cerebrospinal e no 

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

complemento e a proteína quimiotática de monócito (MCP-1α)
100-102

, e índices 

bioquímicos de ativação da resposta imune estão presentes no sangue
103

. 

A minociclina, um derivado de tetraciclina com ação inibidora da ativação 

microglial, foi capaz de aumentar a sobrevida do camundongo modelo da ELA
104

, mas 

com efeitos pouco expressivos nos pacientes tratados pela droga
105

. Ainda, a 

ciclooxigenase-2 (COX-2), que é produzida em abundância pela microglia, tal como 

pelos neurônios e astrócitos, estimulou a produção de citocinas pró-inflamatórias. A 

produção de COX-2 está aumentada na medula espinal de pacientes com ELA
106

, o que 

estimulou o emprego do celecoxibe, um inibidor da COX-2, que interferiu com o início 

da doença e prolongou a sobrevida dos neurônios transgênicos experimentalmente
107

, 

mas não clinicamente
108

. Outras evidências da participação da microglia na ELA foram 

obtidas com a observação da exacerbação da sintomatologia nos camundongos SOD1 

submetidos ao tratamento crônico com lipopolissacarídeo (LPS), classicamente 

utilizado como ativador microglial
109

.  
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A Figura 1 sumariza os principais mecanismos descritos acerca da influência das 

células gliais sobre a morte do neurônio motor na ELA. 

Estas descrições sugerem que as células gliais estão implicadas na ELA, 

despertando questões adicionais que precisam ser esclarecidas para o melhor 

entendimento da participação das células não neuronais na fisiopatologia da doença. 

Dentre eles, por exemplo, quais são os fatores promotores da toxicidade, quais as 

sinalizações celulares envolvidas e como este conhecimento pode contribuir para novas 

abordagens terapêuticas. 

Figura 1. Esquema ilustrando os principais mecanismos descritos para as ações autócrinas e parácrinas ao neurônio 

motor na ELA (adaptado de Ilieva et al.110 e também com base em Ferraiuolo et al.111). (A) Excitotoxicidade 

resultante da deficiência na remoção rápida do neurotransmissor glutamato das sinapses promovida por alteração de 

expressão/atividade do transportador de glutamato EAAT2 em astrócitos. (B) Estresse no retículo endoplasmático 

(RE) induzido por interações anormais entre a SOD1 mutada e proteínas do RE. (C) Inibição do proteassoma 

decorrente de super-estimulação da via de degradação proteassomal com agregados proteicos ubiquitinados capazes 

de danificar neurônios motores e astrócitos. (D) Disfunção mitocondrial mediada pela deposição de SOD1 mutada na 

membrana da mitocôndria provoca liberação do citocromo c em neurônios e estresse nitroxidativo em astrócitos. (E) 

Os neurônios motores e os astrócitos secretam SOD1 mutada para o meio extracelular. (F) A produção de ânion 

superóxido pela microglia ou astrócitos pode danificar neurônios motores. (G) Neurônios motores expressando SOD1 

apresentaram transporte axonal alterado. (H) Neurônios motores também apresentam desregulação transcricional e 

processamento anormal de RNA. (I) Defeitos de proteassoma e estresse do retículo endoplasmático podem também 

levar à autofagia. (J) A perda de proteínas de junção oclusiva pelas células endoteliais resulta em rompimento da 

barreira hemato-encefálica com consequente ocorrência de microhemorragias na medula espinal mesmo antes do 

aparecimento dos sintomas. A secreção de MCP1 e outras citocinas pela microgia é outro mecanismo de toxicidade 

parácrina, além da liberação de fatores inflamatórios pelos astrócitos, como óxido nítrico (NO) e prostaglandina E2 

(PGE2). Os astrócitos transgênicos também apresentam liberação reduzida de lactato e ativação da sinalização de 

morte pro-NGF-p75.  
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A maioria dos estudos realizados até o momento analisou a função das células 

neuronais e não neuronais em animais quiméricos, animais que expressam a SOD1 

mutada em tipos celulares específicos, e culturas/co-culturas de células. Entretanto, tais 

estudos são limitados no esclarecimento da contribuição individual real de cada uma das 

células, especialmente o neurônio motor, o astrócito e a microglia, no seu 

microambiente in vivo na ELA. 

 

1.5. Microdissecção a laser 

A microdissecção a laser é um método que permite a obtenção de tipos celulares 

definidos citologicamente ou fenotipicamente de tecidos com celularidade heterogênea. 

A tecnologia, desenvolvida em 1996 por pesquisadores do National Cancer Institute, 

nos Estados Unidos, é versátil e permite o estudo do RNA, DNA ou proteína a partir de 

isolados homogêneos nas técnicas mais diversas de biologia molecular, como a reação 

em cadeia da polimerase (do inglês, 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 microscópio e focado através do sistema óptico em uma 

região micrométrica. O feixe do laser é gerado em condições que permitem a retirada 

individual das células enquanto o tecido ao redor permanece intacto
112

. A foto do 

sistema e a representação esquemática do processo de microdissecção estão 

apresentados na Figura 2. 

 

Figura 2. (A) Sistema Palm® MicroBean (P.A.L.M. Microlaser Technologies AG, Germany) utilizado 

nos experimentos de microdissecção. (B) O esquema ilustra o procedimento de microdissecção. 

Primeiramente, as secções são imunomarcadas e imediatamente submetidas ao processo de seleção dos 

tipos celulares e subequente aplicação do pulso de laser UV, o qual é responsável por transferir as células 

de interesse para a tampa de um microtubo contendo o tampão de extração adequado. Após a 

microdissecção, as células são centrifugadas da tampa para o fundo do microtubo e submetidas ao 

protocolo de extração adequado ao tipo de material a ser avaliado (RNA, DNA ou proteína). 
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Métodos manuais de microdissecção tecidual existem há muitos anos e vão de 

processos mais rudimentares com lâmina de bisturi até métodos mais precisos, por 

exemplo, usando uma fina agulha de aço inoxidável presa a um micromanipulador
113, 

114
. Entretanto, estes métodos são lentos e requerem destreza considerável, levando à 

obtenção de amostras celulares contaminadas por células indesejadas e, 

consequentemente, material com menor grau de enriquecimento celular. Poucos estudos 

significativos usaram esta metodologia na obtenção de amostras. Desta forma, o 

desenvolvimento de métodos de microdissecção empregando o laser possibilitou as 

análises moleculares de células específicas obtidas de tecidos sólidos. 

Levando-se em conta as evidências experimentais da contribuição de diferentes 

tipos celulares na morte do neurônio motor na ELA, a técnica de microdissecção a laser 

revela-se como ferramenta útil no estudo da patologia.  
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2.1. Objetivo geral 

Identificar vias moleculares envolvidas na fisiopatogenia da neurodegeneração da 

ELA no período pré-sintomático da doença no camundongo transgênico SOD1
G93A

. 

 

2.2. Objetivos específicos  

1. Determinar o período pré-sintimático da doença no modelo do camundongo 

transgênico SOD1
G93A 

e eleger duas idades para os estudos moleculares subsequentes, 

sendo um próximo ao início dos sintomas e outro distante deste, empregando testes 

comportamentais específicos. 

2. Determinar o perfil de expressão gênica da porção lombar da medula espinal 

dos animais do modelo nas idades pré-sintomáticas, empregando plataforma de 

microarray contendo o genoma completo do camundongo. 

3. Descrever as vias de sinalização reguladas nas idades pré-sintomáticas a partir 

do padrão de expressão gênica observado, empregando ferramentas bioinformáticas 

específicas e eleger as vias a serem detalhadas no estudo. 

4. Avaliar transcritos das vias selecionadas em amostras enriquecidas de tipos 

celulares específicos obtidas por microdissecção a laser da medula espinal do modelo 

animal. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 
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O projeto, ao qual o presente trabalho é vinculado, foi submetido e aprovado pela 

Comissão de Ética e de Biossegurança em Organismos Geneticamente Modificados da 

Faculdade de Medicina/Hospital das Clínicas da Universidade de São Paulo (0113/08). 

Cópia do aceite está apresentada no ANEXO A deste trabalho. 

 

3.1. Modelo animal da ELA 

Camundongos transgênicos B6SJL-TgN(SOD1-G93A)1 Gur que expressam o 

gene da hSOD1 mutada, originalmente produzidos por Gurney e colaboradores
15

, foram 

obtidos do Laboratório Jackson (Bar Harbor, ME, USA). Estes animais são largamente 

utilizados como modelo experimental para o estudo da ELA
115

. 

 

3.2. Colônias de animais 

A colônia de camundongos transgênicos (SOD1
G93A

) foi implantada no Biotério 

Central da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (FMUSP). A 

reprodução e o alojamento dos animais são feitos em ambiente specific pathogen free 

(spf) para garantir a estabilidade das colônias e o controle sobre a reprodução. Esta parte 

dos experimentos foi realizada por técnicos especializados do Biotério Central da 

FMUSP e supervisionado por pesquisador da Instituição. 

O regime spf compreende gaiolas ventiladas com filtros especiais, bem como a 

manipulação dos camundongos e suas proles em ambiente estéril dentro da câmara de 

fluxo laminar. Temperatura ambiente controlada entre 21 e 22 ºC, umidade do ar em 

torno de 55 % e iluminação sob ciclo claro/escuro de 24 horas, sendo cada fase do ciclo 

de 12 horas, foram itens que também receberam atenção. A ração, a água e a maravalha 

foram autoclavadas antes da utilização. Para garantir a não contaminação da colônia por 

agentes patogênicos, os animais foram periodicamente submetidos a controles 

bacteriológico e parasitológico segundo a rotina spf estabelecida no Biotério da 

FMUSP.  

Os cruzamentos foram sempre realizados entre machos heterozigotos G93A e 

fêmeas da linhagem B6/SJL-F1 com o intuito de gerar uma prole aproximadamente 50 

% heterozigota G93A (transgênica) e 50 % não transgênica (selvagens), segundo 

orientações do Laboratório Jackson que forneceu os machos para o início das colônias. 

As melhores condições controle e experimentais foram obtidas com este desenho de 

reprodução. 
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As proles foram mantidas com suas respectivas matrizes até 20 dias de idade, após 

este período, os animais foram separados por sexo e depois separados pelo genótipo. Os 

animais transgênicos foram utilizados como experimentais e os selvagens como 

controles. 

 

3.3. Genotipagem dos camundongos 

A identificação dos camundongos como transgênicos ou selvagens utilizados para 

a manutenção das colônias ou nos procedimentos experimentais foi realizada através da 

genotipagem. O primeiro passo constituiu-se na extração de amostras de DNA de cada 

um dos animais a partir de pequeno fragmento da cauda. 

O procedimento da extração de DNA foi realizado de acordo com o protocolo 

descrito a seguir. Volume de 500 µl de tampão contendo 1 mg/ml proteinase K, 20 mM 

TrisHCl (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 solução foram incubadas à 55 ºC sob agitação de 1.400 rpm durante 1 hora 

e centrifugadas à 14.000 rpm por 10 minutos. Os sobrenadantes foram transferidos para 

outros tubos para a precipitação com 500 µl de isopropanol gelado. As amostras foram 

novamente centrifugadas à 14.000 rpm por 2 minutos e os sobrenadantes desprezados. 

Os precipitados foram lavados a seguir por 2 vezes com 500 µl de etanol 70 %. Após a 

centrifugação final de 14.000 rpm por 5 minutos, os sobrenadantes foram descartados e 

os precipitados deixados para secar com os tubos em posição invertida. Após a secagem 

do precipitado de DNA, cada amostra foi eluída em 200 µl de tampão TE, composto por 

10 mM Tris-HCl (pH 7,4), 1 mM EDTA e água deionizada livre de nucleotídeos. As 

amostras de DNA foram armazenadas à 4 ºC até realização da PCR e determinação do 

genótipo. 

Os seguintes iniciadores IMR113 (5‟-ATCAGCCCTAATCCATCTGA-3‟) e 

IMR114 (5‟-CGCGACTAACAATCAAAGTGA-3‟) foram utilizados para amplificação 

do fragmento da hSOD1 mutada enquanto que IMR042 (5‟-CTAGGCCACAGAA 

TTGAAAGATCT-3‟) e IMR043 (5‟-GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC-3‟) 

foram utilizados para amplificação de um fragmento da interleucina-2 de murino como 

controle positivo, como descrito anteriormente
116

. Estes iniciadores foram descritos no 

protocolo do Laboratório Jackson (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
http://jaxmice.jax.org/pub-cgi/protocols/protocols.sh?objtype=protocol&protocol_id=523
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A reação de PCR foi composta por 1X PCR Master Mix (Fermentas Life 

Sciences), 500 nM de cada iniciador, 50 ng de DNA e água livre de nucleotídeos para o 

volume final de 25 µl. A ciclagem compreendeu o período inicial de 3 minutos à 95 ºC, 

seguidos por 35 ciclos de 95 ºC por 30 segundos, 60 ºC por 30 segundos e 72 ºC por 45 

segundos, seguidos pelo período de 2 minutos à 72 ºC e resfriamento posterior até a 

temperatura de 10 ºC. 

Os produtos das PCRs foram visualizados sob exposição à luz ultravioleta após 

eletroforese em gel de agarose 1 % contendo brometo de etídeo e fotografados para 

documentação. Os resultados obtidos estão ilustrados na Figura 3, esta correspondente à 

genotipagem de uma das ninhadas. 

 

 

Figura 3. Figura ilustra o resultado da PCR para a determinação dos genótipos, transgênico (SOD1) e selvagem 

(Wild-Type, WT) para a enzima superóxido dismutase 1 humana mutada (hSOD1m) das proles da colônia de 

camundongos estabelecidas em nosso biotério. A banda de 324pb corresponde à interleucina-2, enquanto que a banda 
de 236pb corresponde à hSOD1m. O marcador de peso molecular está representado por M. 

 

3.4. Estadiamento clínico no modelo animal 

Os testes descritos abaixo foram aplicados em 15 machos transgênicos e o mesmo 

número de animais selvagens. 

 

3.4.1. Avaliação da condição geral e peso corporal 

A condição geral foi avaliada semanalmente pela pontuação neurológica, 

iniciando-se nos animais com 20 dias de vida (P20) e realizada por inspeção visual. A 

pontuação neurológica foi baseada na escala descrita originalmente por Gurney
15

 e 

modificada por outros grupos
117

. A pontuação de 0 a 5 foi definida conforme a Tabela 1. 

M 
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O acesso à água e à comida pelos animais foi facilitado com a colocação da ração 

no chão da gaiola assim que os mesmos atingiam a pontuação 4. Os animais foram 

submetidos à eutanásia ao apresentaram a pontuação 5 por razões éticas.  

Ainda, os animais foram pesados após P20 com uma balança digital normal. Os 

procedimentos de registro de massa corporal foram realizados entre 11 e 14 hs para 

evitar variações diurnas. 

 

Tabela 1. Pontuações e seus respectivos sintomas utilizados na avaliação da condição 
geral das colônias G93A e selvagem. 

Pontuação Sintomas 

0 Animal saudável sem sintomas clássicos de ELA 
1 Presença de tremores nas patas traseiras 
2 Dificuldade em separar as patas traseiras quando suspenso pela cauda 
3 Dificuldade de andar ou andar tropeçando 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 

decúbito dorsal 

 

3.4.2 Rotarod, hangwire e plano inclinado 

A progressão da doença nos animais foi avaliada através dos testes rotarod, 

hangwire e plano inclinado, os quais permitiram acessar a força muscular e a 

coordenação motora. 

As funções motoras foram analizadas semanalmente no rotarod, a partir de P20. 

Os animais foram treinados no aparelho durante 3 dias antes do início dos testes e da 

coleta de resultados. Durante a realização dos experimentos, 3 tentativas foram 

permitidas para cada animal e o período máximo que ele pôde permanecer sobre o eixo 

de 3,5 cm de diâmetro em rotação de 15 rpm foi mensurado. O teste foi interrompido 

após o tempo limite de 180 segundos, este escolhido arbitrariamente.  

O teste do hangwire começou 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 então lentamente virada de cabeça para 

baixo, 50 cm acima de uma superfície coberta com maravalha, a fim de evitar lesões aos 

animais durante a queda. A latência de queda foi registrada. Três tentativas foram 

permitidas a cada camundongo e o tempo máximo que cada animal conseguiu 

permanecer suspenso pelas patas foi anotado, de forma que o tempo máximo de 

medição foi de 180 segundos. 
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O aparato do plano inclinado consistiu da superfície inclinável presa à base por 

dobradiças afixadas em um de seus lados. A superfície em questão era posicionada no 

ângulo de 0 º no início do teste, ou seja, paralela à base. Os animais foram colocados 

sobre a superfície com a cabeça voltada para a extremidade da dobradiça. O ângulo 

entre a superfície e a base era então aumentado sob velocidade constante e o valor 

máximo que os animais conseguiam permanecer sobre a superfície foi registrado. Os 

animais começaram a ser avaliados por este teste em P20, assim como nos demais 

testes. 

 

3.4.3. Análise estatística do estadiamento clínico 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 à análise de 

variância de duas vias (Two Way-ANOVA) seguida pelo pós-teste de Bonferroni. Nos 

casos em que os animais precisaram ser sacrificados antes da data final da coleta de 

dados, por atingirem a pontuação 5, seus valores foram preenchidos com a média das 

medidas dos demais camundongos do mesmo grupo no período
118

. Todas as análises 

estatísticas deste trabalho, incluindo aquelas dos experimentos de qPCR apresentados 

adiante, foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism versão 5,0 (GraphPad 

Software Inc., San Diego, CA). Os dados estão apresentados como a média ± erro 

padrão e o nível de significância foi determinado como p < 0,05. 

 

3.5. Coleta do material e realização dos experimentos do microarray 

As idades pré-sintomáticas de 40 e 80 dias foram escolhidas para a realização dos 

experimentos do microarray com objetivo de identificar as sinalizações iniciais que 

pudessem ser responsáveis por desencadear a morte do neurônio motor. Para isso, a 

porção lombar da medula espinal dos animais trangênicos das duas idades e de seus 

respectivos controles (n=5 para cada grupo) foi retirada e imediatamente congelada em 

gelo seco para evitar degradação excessiva do RNA. Kit específico foi utilizando na 

extração 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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o número de integridade maior do que 7, índice este que permitiu a utilização delas nos 

experimentos. 

O protocolo do experimento do microarray foi seguido de acordo com as 

recomendações 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 colaboração com a equipe da pesquisadora 

Drª Dirce Maria Carraro e supervisão do Dr Alex Fiorini Carvalho. 

 

3.5.1. Desenho experimental 

A hibridização competitiva foi utilizada neste estudo. Nesse caso, utilizou-se a 

amostra referência, que era comum a todas as hibridizações e marcada com molécula 

fluorescente distinta daquela empregada nas amostras experimentais. As amostras 

experimentais e a referência marcadas foram então misturadas e hibridizadas nos arrays 

individuais para cada animal em uma mesma lâmina. Os valores de fluorescência 

obtidos revelaram níveis relativos da expressão de cada transcrito na amostra 

experimental comparada com a amostra referência já que, conforme dito anteriormente, 

a hibridização realizada foi do tipo competitiva. Dessa forma, o uso da amostra 

referência permitiu normalização mais eficaz entre os diferentes arrays119
. 

 

3.5.2. Preparação dos Spikes 

Primeiramente, os spikes A e B foram preparados por diluição seriada. O estoque 

foi diluído 20 vezes, seguido de diluição subsequente de 40 vezes e esta última solução 

foi então diluída 4 vezes para que se chegasse à solução de uso. Os spikes são 

necessários para as análises do controle de qualidade das hibridizações e, 

consequentemente, dos resultados obtidos, uma vez que eles devem ser marcados e 

hibridizados da mesma forma que as amostras. 

 

3.5.3. Preparação da reação de marcação 

Quantidades de 250 ng do RNA total das amostras e 500 ng do RNA total da 

referência foram utilizadas nas reações. A referência foi composta pela mistura do RNA 

extraído dos órgãos rim, pulmão, coração e fígado, em conjunto, de camundongos 

neonatos transgênicos e selvagens. A referência foi utilizada para aumentar a robustez 

da análise bioinformática subsequente, bem como, caso fosse necessário, aumentar o 
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número de amostras experimentais. As amostras foram então misturadas ao spike A pré-

diluído e a referência foi misturada ao spike B pré-diluído antes de proceder com a 

marcação. Após esta etapa, a reação de transcrição 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 básicos da reação de 

transcrição reversa como dNTPs, o tampão da enzima e ditiotreitol (DTT). A reação foi 

incubada à 40 ºC durante 2 horas em termociclador, seguida da incubação à 70 ºC 

durante 15 minutos, tempo de incubação este necessário para a desnaturação das 

enzimas.  

A transcrição in vitro foi realizada em seguida utilizando-se a enzima T7-RNA 

polimerase, os NTPs, o DTT e os fluoróforos cianina 3 (Cy3 – amostras experimentais) 

ou a cianina 5 (Cy5 – referência). Esta reação foi incubada à 40 ºC durante 2 horas e 

permitiu que as amostras fossem marcadas com os fluoróforos. Uma vez marcadas, as 

amostras de RNA complementar (cRNA) foram purificadas utilizando-se o protocolo do 

Mini spin kit (GE Life Sciences) e quantificadas para eficiência de incorporação do 

fluoróforo em NanoDrop 1000. Os valores obtidos foram submetidos a cálculos 

matemáticos específicos, necessários para avaliação da eficiência da incorporação do 

fluoróforo, conforme as equações I e II abaixo. 

 

4. 
                                                 

    
 = µg de cRNA 

A equação I foi utilizada na determinação da quantidade de cRNA em μg. 

 

II) 
                            

                          
                                         

 

A equação II foi utilizada na determinação da quantidade de fluoróforo 

incorporada, ou seja, a eficiência da marcação do cRNA (atividade específica). 

Tanto as quantificações quanto a atividade específica das amostras e da referência 

se apresentaram dentro dos parâmetros recomendados de hibridização eficiente. 
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3.5.4. Hibridização 

As amostras marcadas foram submetidas à fragmentação de acordo com o 

protocolo do fabricante. Após, o tampão de hibridização foi adicionado e esta reação foi 

depositada sobre a lâmina contendo o genoma total do camundongo (4x44k – G4122F – 

Agilent Technologies), e o aparato de vedação adequado foi utilizado para que a 

contaminação entre os arrays fosse evitada. As lâminas foram incubadas à 65 ºC 

durante 17 horas. As amostras foram distribuídas de forma que cada lâmina contivesse 

ao menos um representante de cada grupo. 

 

3.5.5. Lavagens das lâminas e obtenção dos resultados 

As lâminas foram lavadas sequencialmente com as soluções de lavagem 1 e 2 e, 

na sequência, com a solução de secagem (Agilent Technologies). As lâminas foram 

escaneadas imediatamente e os dados foram extraídos utilizando-se o programa Feature 

Extraction versão 9,5,3,1 (Agilent Technologies). Os dados obtidos foram submetidos 

ao controle de qualidade por comparação com padrões e controles internos da própria 

lâmina conforme as recomendações do fabricante. Os arquivos de controle de qualidade 

de hibridização gerados por este programa permitiram que os arrays problemáticos 

fossem detectados, o que pôde ser percebido pelos valores dos coeficientes de variação 

entre sondas replicadas. Uma vez que, para algumas sondas, cópias idênticas de 

sequência são distribuídas pela lâmina. Esperava-se que o sinal obtido em determinada 

amostra não variasse muito entre estas cópias, desta forma, arrays que apresentaram 

coeficiente de variação elevado entre as sondas replicadas foram considerados de baixa 

qualidade e, portanto, retirados da análise. 

 

3.5.6. Pré-análise dos dados e análise estatística para identificação dos genes 

diferencialmente expressos 

Os dados obtidos a partir do Feature Extraction foram analisados com os pacotes 

Agi4x44PreProcess e limma do Bioconductor utilizando-se o software R. O pacote 

Agi4x44PreProcess foi desenvolvido para pré-processamento dos dados de array de 

expressão gênica das lâminas da Agilent no formato 4x44k em ambiente R 

(http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/manuals/Agi4x44PreProcess/man/Agi4x44PreProcess.pdf). As 

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

e a normalização entre as amostras, a filtragem de sondas por qualidade, a sumarização 

http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/manuals/Agi4x44PreProcess/man/Agi4x44PreProcess.pdf
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de sondas replicadas e a criação da matriz de expressão com os dados processados. Esta 

matriz de expressão pôde então ser analisada por modelos lineares. O ajuste de 

background foi uma etapa essencial porque parte das intensidades das fluorescências 

medidas são decorrentes de hibridização não específica e ruído no sistema óptico de 

detecção. As intensidades observadas precisaram ser ajustadas para dar medidas 

acuradas de hibridizações específicas. O método normexp, o qual foi desenvolvido para 

produzir intensidades corrigidas positivas, foi utilizado para esta função
120

. O 

background foi corrigido e os dados foram normalizados para que as variáveis que 

pudessem influenciar a análise fossem controladas. Isso inclui diferentes eficiências de 

transcrição reversa, marcação, reações de hibridação, problemas físicos nos arrays, 

efeitos de lote de reagentes e condições experimentais. O método quantile foi utilizado 

nesta etapa
121

. Os dados foram então filtrados e transcritos cujos sinais não se 

destacaram do background, apresentaram-se saturados e/ou não apresentaram padrão de 

marcação uniforme foram retirados da análise. Os dados filtrados foram sumarizados, 

ou seja, as médias dos valores obtidos para as sondas replicadas foram calculdas, para 

obtensão da matriz de expressão definitiva. 

A matriz de expressão foi submetida ao modelo de regressão linear seguido de 

teste t moderado Bayes utilizando-se o pacote limma121
. Transcritos com valor de p 

menor do que 0,05 foram aceitos como diferencialmente expressos e utilizados nas 

análises subsequentes. O código completo criado para estas análises está apresentado no 

ANEXO B. 

Os resultados foram enviados para o repositório GEO sob número de acesso 

GSE50642. 

 

3.5.7. Análises enriquecidas pelo FunNet 

A interface bioinformática disponível na internet Functional Analysis of 

Transcriptional Networks (FunNet) foi utilizada na identificação das vias e dos 

processos biológicos super-representados de acordo com as bases de dados Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) e Gene Ontology (GO)
122

. Para isso, as 

listas de genes diferencialmente expressos (p < 0,05) apontadas para as análises de 40 e 

80 dias, estas continham os valores de expressão para cada amostra obtidos a partir da 

matriz de expressão normalizada, foram separadas de acordo com a regulação 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 organização dos genes apontados como 

diferencialmente expressos em vias e processos biológicos super-representados, também 

aplicou algoritmos específicos que permitiram a sugestão matemática de vias mais 

significativas dentro de cada análise com base nas medidas de centralidade topológicas 

das redes de co-expressão dos transcritos que as compõem
123

. O método de Pearson foi 

utilizado para os cálculos que permitiram a construção da rede de co-expressão entre as 

vias super-representadas para as idades de 40 e 80 dias com base nos valores de 

expressão normalizada dos seus transcritos. 

 

3.6. Validação dos resultados do microarray por qPCR 

3.6.1. Reações de transcrição reversa 

As reações de transcrição reversa foram realizadas a partir de um segundo lote de 

amostras de RNA obtidas da porção lombar da medula espinal de animais transgênicos 

e selvagens de ambas as idades (40 e 80 dias). Amostras independentes àquelas do 

microarray foram utilizadas para assegurar a confiabilidade dos resultados (n=6). 

Assim, 1.000 ng de RNA total foram submetidos à reação de transcrição reversa 

utilizando-se o kit RT-transcription reagents (Applied Biosystems), o qual utiliza a 

enzima Multriscribe como transcriptase, como recomendado pelo fabricante. A reação 

foi incubada no termociclador por 10 minutos à 25 ºC, seguidos de 30 minutos à 42 ºC, 

e etapa final subsequente de 5 minutos à 70 ºC para inativação da enzima. O cDNA foi 

armazenado à -20 ºC até a utilização nos experimentos de qPCR. 

 

3.6.2. PCR quantitativa 

I- Padronização das Reações para qPCR SYBR  

As reações de qPCR foram realizadas no aparelho PikoReal Real-Time PCR 

System (Thermo Scientific) no volume final de 20 μl, e continham 1X Dynamo Color 

Flash SYBR Green qPCR kit (Thermo Scientific), 400 nM de oligonucleotídeos e 60 ng 

de cDNA. As sequências dos iniciadores escolhidos para validação estão apresentadas 

na Tabela 2. Os transcritos foram escolhidos por apresentarem valores de Fold maiores 
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em comparação aos demais e possível participação dos seus produtos nos mecanismos 

da doença
124-128

. 

As reações foram realizadas nas condições de ciclagem recomendadas pelo 

fabricante que, resumidamente, compreenderam 7 minutos à 95 ºC, para a ativação da 

enzima Tbr DNA Polymerase modificada, seguidos de 45 ciclos de desnaturação à 95 

ºC durante 10 segundos e 30 segundos à 60 ºC, para o pareamento dos iniciadores e 

extensão. Etapa de 20 minutos de duração foi adicionada ao final da amplificação, na 

qual a temperatura aumentou gradualmente de 60 ºC para 98 ºC a 0,3 ºC por segundo 

com a contínua aquisição da fluorescência
129

, a partir da qual se obteve uma curva de 

dissociação. Assim, a presença de um pico único confirmou a especificidade da 

amplificação. As reações foram realizadas em placas de 96 poços com qualidade óptica. 

O nível de fluorescência emitida aumenta gradualmente, uma vez que a cada ciclo 

da reação novas moléculas de fita dupla são formadas, sendo que, o ciclo no qual a 

fluorescência atinge um determinado limite é inversamente proporcional ao nível de 

expressão do transcrito analisado
129

. O parâmetro utilizado foi o Ct (Cycle Threshold ou 

ciclo limite), uma linha aleatória fixa na região exponencial das reações e usada na 

determinação do ciclo em que cada reação atinge o máximo de sua eficiência
130

. O uso 

de uma amostra comum utilizada em todas as placas foi importante nos casos em que 

houve necessidade de repetições de reações cujas duplicatas eventualmente 

apresentaram desvio padrão maior do que 0,5. 

Os oligonucleotídeos foram selecionados utilizando-se a ferramenta disponível na 

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

sequências dos iniciadores e também as temperaturas de anelamento e tamanhos dos 

fragmentos. A especificidade das sequências foi verificada utilizando-se o BLAST 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

Diferentes concentrações (400 nM, 800 nM e 1000 nM) foram testadas para cada 

par de oligonucleotídeos, de forma que as quantidades ideais foram padronizadas 

individualmente. Considerou-se a utilização da menor concentração de 

oligonucleotídeos capaz de fornecer menores valores de Ct, a fim de evitar a formação 

de estruturas secundárias. 

A eficiência para cada par de oligonucleotídeos foi então calculada usando cinco 

diluições seriadas de cDNA convertido de RNA total (100 ng, 20 ng, 4 ng, 0,8 ng e 0,16 

ng). A curva foi então 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 concentração de cDNA e o software calcula as eficiências de cada par de 

iniciadores. Para isso, o valor correspondente ao coeficiente angular (slope) da equação 

da curva padrão (y = ax + b, a = slope) foi utilizado para cálculo da eficiência da reação 

através da seguinte equação: 

 

     
  

 
     

 
   

 

Todos os primers apresentaram eficiência entre 100 ± 5 %. 

 

Tabela 2. Sequências dos oligonucleotídeos utilizados nos experimentos de validação 

do microarray e seus respectivos tamanhos de amplificados. 

Gene ID Sequências dos iniciadores (5’-3’) Fragmento (pb) 

40 dias 

Glg1 A: GAGTGAGATTGCAGCCAGAG 

R: CAGGATGTAGTTCTTTGAGGGAG 

143 

Aqp4 A: GCTCGATCTTTTGGACCCG 

R: AGACATACTCATAAAGGGCACC 

112 

Calca A: TGCAGATGAAAGCCAGGG 

R: CTTCACCACACCTCCTGATC  

149 

Gria3 A: GTGCAGTTATACAACACCAACCA 

R: GAGCAGAAAGCATTAGTCACAGA 

113 

80 dias 

Eef2 A: CATGTTTGTGGTCAAGGCATAC 
R: TTGTCAAAAGGATCCCCAGG 

141 

Nsg1 A: AAGTGTACAAGTATGACCGCG 

R: GACAGTGTAAAATTTCTCCCGG 

128 

Syt10 A: AGACCATTGGAACGAGATGC 
R: TGGAGGCTTTTATGGTGTGG 

148 

Normalizador 

Gapdh A: GAGTAAGAAACCCTGGACCAC 

R: TCTGGGATGGAAATTGTGAGG 

109 

 

A expressão diferencial dos transcritos alvo foi determinada pela quantificação 

relativa em relação ao Gapdh, uma vez que o experimento do microarray não apontou 

nenhuma expressão diferencial entre transgênicos e selvagens para este transcrito nas 

duas idades analisadas. O modelo matemático ∆∆Ct
 
foi utilizado para os cálculos das 

medidas relativas de expressão para este e para os demais experimentos de qPCR 

descritos adiante (ABI PRISM 7700 Sequence Detection System protocol; Applied 

Biosystems). 
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II. Reações utilizando-se o método Taqman 

As reações foram realizadas no aparelho StepOnePlus™ Real-Time PCR System 

(Applied Biosystems). Os ensaios Taqman são inventoriados pela empresa Applied 

Biosystems e contam com eficiência 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 endógeno. 

As reações seguiram conforme recomendações do fabricante, foram usados 1X 

TaqMan® Universal PCR Master Mix (Applied biosystems), 1X ensaio a ser avaliado e 

60 ng cDNA. As reações foram realizadas nas condições universais de ciclagem que 

consiste em 2 minutos à 50 ºC, seguidos de 10 minutos à 95 ºC para a ativação da 

enzima AmpliTaq Gold® DNA polymerase, seguidos de 50 ciclos de desnaturação à 95 

ºC durante 15 segundos e 1 minuto à 60 ºC para o pareamento dos iniciadores e sonda e 

extensão. As reações foram realizadas em placas de 96 poços (Fast MicroAmp® 

Optical, Applied Biosystems). 

A expressão diferencial dos transcritos alvo foi determinada pela quantificação 

relativa em relação à média de Gapdh, uma vez que o experimento do microarray não 

apontou nenhuma expressão diferencial entre os animais transgênicos e selvagens para 

este transcrito nas duas idades analisadas, conforme descrito acima.  

 

3.6.3 Análise estatística para as validações 

Os dados gerados pelas análises do qPCR para os camundongos transgênicos 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. Microdissecção a laser dos tipos celulares de interesse 

A porção lombar da medula espinal dos animais transgênicos e selvagens com 40 

dias de idade foi congelada com meio de congelamento em isopentano à -45 ºC e 

armazenada à -80 ºC até a utilização. Secções de 5 μm foram montadas em lâminas pré-

esterilizadas por incubação à 180 ºC durante 8 horas em forno próprio. Cada lâmina foi 

montada de forma a conter secções de um único animal (3 a 5 animais por grupo). As 

lâminas foram armazenadas em -80 ºC até o momento do uso. O aparelho utilizado nas 
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microdissecções faz parte do núcleo de multiusuários da FMUSP, sob responsabilidade 

do Prof. Chin Jia Lin, no laboratório de Patologia Molecular (LIM-22). 

 

3.7.1. Processamento tecidual para microdissecção a laser de astrócitos de 40 

dias 

As secções foram marcadas com anticorpo anti-glial fibrillary acidic protein 

(GFAP). Resumidamente, as secções foram fixadas em acetona gelada durante 2 

minutos, posteriormente incubadas com solução triton 3 % durante 3 minutos e, logo 

após, lavadas brevemente em solução salina tamponada (do inglês, PBS). Então, o 

anticorpo primário anti-GFAP feito em coelho (Dako) foi diluído em solução triton 0,3 

% acrescida de albumina bovina 1 % e incubado na concentração de 1:50 durante 3 

minutos. O anticorpo foi retirado após 3 lavagens com PBS durante 15 segundos cada. 

O anticorpo secundário fluorescente anti-coelho feito em cabra conjugado ao Texas red, 

foi incubado também na concentração de 1:50, utilizando-se o mesmo diluente que o 

primário, durante 3 minutos. Após lavagem das lâminas em PBS para a retirada do 

excesso do anticorpo, as mesmas passaram por período breve de secagem antes da sua 

visualização no microscópio. 

As secções foram então observadas no microscópio do microdissector (PALM 

MicroBeam, Zeiss) para seleção dos astrócitos marcados. Aproximadamente 150 

astrócitos foram selecionados e coletados por lâmina. Os parâmetros utilizados no laser 

foram 89 μJ para a energia da UV e 67 μJ para foco da UV. Estes parâmetros foram 

sempre os mesmos para os demais tipos celulares descritos abaixo, uma vez que são 

dependentes do tipo de tecido e espessura da secção. 

 

3.7.2. Processamento tecidual para microdissecção a laser de neurônios 

motores de 40 e 80 dias 

As secções foram marcadas com anticorpo anti-Choline Acetyltranferase (ChAT). 

Resumidamente, as secções foram fixadas em acetona gelada durante 2 minutos, 

posterimormente incubadas com solução triton 3 % durante 3 minutos e logo após 

lavadas brevemente com PBS. Então, o anticorpo primário anti-ChAT feito em cabra 

(Abcam) foi diluído em solução de triton 0,3 % acrescida de albumina bovina 1 %, 

inibidor de RNAse 0,1 U/µl e DTT 1 mM e incubado na concentração de 1:100 over 

night à 4 ºC. O anticorpo foi retirado após 3 lavagens com PBS durante 15 segundos 
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cada. O anticorpo secundário fluorescente anti-cabra conjugado ao Alexa 594 

(Invitrogen), foi incubado no mesmo diluente que o primário, na concentração de 1:200, 

durante uma hora em temperatura ambiente. Após lavagem das lâminas em PBS para 

retirada do excesso de anticorpo, as mesmas passaram por período breve de secagem 

antes da sua visualização no microscópio. As secções foram então observadas no 

microscópio do microdissector para seleção dos neurônios motores marcados. 

Aproximadamente 100 neurônios motores foram selecionados e coletados por lâmina. 

 

3.7.3. Processamento tecidual para microdissecção a laser de microglias de 80 

dias 

As secções foram fixadas em acetona gelada durante 2 minutos, posterimormente 

incubadas com solução triton 3 % durante 3 minutos e logo após lavadas brevemente 

com PBS. Então, o anticorpo primário anti-Iba1 feito em coelho (Wako) foi diluído em 

solução de triton 0,3 % acrescida de albumina bovina 1 %, inibidor de RNAse 0,1 U/µl 

e DTT 1 mM e incubado na concentração de 1:100 over night à 4 ºC. O anticorpo foi 

retirado por lavagem com PBS durante 15 segundos por 3 vezes. O anticorpo secundário 

fluorescente anti-coelho feito em cabra conjugado ao Texas red foi incubado no mesmo 

diluente que o primário, na concentração de 1:50, durante uma hora em temperatura 

ambiente. Após lavagem das lâminas em PBS para a retirada do excesso do anticorpo, 

as mesmas passaram por período breve de secagem antes da sua visualização no 

microscópio. As secções foram então observadas no microscópio do microdissector para 

seleção das microglias marcadas. Aproximadamente 30 microglias foram selecionadas e 

coletadas por lâmina.  

 

3.7.4. Extração e amplificação do RNA 

Após a coleta das células descrita acima, o RNA foi extraído com o kit PicoPure 

RNA isolation (Arcturus) de acordo com recomendações do fabricante. Imediatamente 

após a extração, o RNA foi submetido ao protocolo de amplificação utilizando-se o kit 

RiboAmpHS
plus

 (Arcturus) na tentativa de minimizar possíveis degradações decorrentes 

da armazenagem. O protocolo usado para amplificação baseia-se na amplificação 

guiada pela T7-RNA polimerase e promotor T7 
131, 132

. Resumidamente, o cDNA foi 

sintetizado a partir do RNA total, utilizando-se oligonucleotídeos que ancoram na cauda 

poli-A dos RNA mensageiros e possuem sítio para T7 RNA Polimerase. Este cDNA foi 
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submetido à transcrição in vitro em dois ciclos de amplificação para produção 

exponencial de RNA. O RNA amplificado (RNAa) foi quantificado pelo NanoDrop 

1000 e a qualidade da amplificação foi avaliada com o kit Pico6000 Bioanalyzer 

conforme descrito anteriormente. 

 

3.7.5. Reação de transcrição reversa e caracterização do tipo celular coletado 

Quantidade de 1 µg de RNAa foi utilizado nas reações de transcrição reversa. O 

kit RT-transcription reagents (Applied Biosystems Life Technologies) foi utilizado com 

protocolo modificado do original para aumentar a eficiência da transcrição. Assim, o 

iniciador Oligo(dT)16 foi adicionado às amostras e esta solução foi incubada à 70 ºC 

durante 5 minutos, então, os demais reagentes necessários, como o tampão de reação, 

MgCl2, dNTPs, inibidor de RNAse, nas mesmas concentrações recomendadas pelo 

fabricante, e 156,25 U de transcriptase reversa, foram adicionados e a reação foi 

incubada à 37 ºC por 60 minutos, seguidos de 95 ºC por 5 minutos.  

Os cDNAs das amostras enriquecidas dos 3 tipos celulares foram submetidos à 

PCRs para certificação da pureza celular. Os iniciadores utilizados na avaliação da 

presença de neurônios motores, astrócitos e microglias, respectivamente o Chat, o Gfap 

e o Cd68, estão apresentados na Tabela 3. As reações foram preparadas para o volume 

final de 20 µl, utilizando a enzima GoTaq Flexi DNA Polymerase (Promega), de acordo 

com as recomendações do fabricante, e 500 nM de cada iniciador. O protocolo das 

PCRs consistiu-se na incubação à 95 ºC por 5 minutos, seguidos por 35 ciclos de 95 ºC 

por 30 segundos, 30 segundos à 60 ºC, 72 ºC por 45 segundos, finalizando com 72 ºC 

por 7 minutos. 

 

Tabela 3. Sequência dos iniciadores para a avaliação do enriquecimento celular das 

amostras submetidas à microdissecção a laser. 

Gene Iniciador de avanço 5’-3’ Iniciador de retrocesso 5’-3’ Fragmento (pb) 

Chat CAAATAAGTCATAAAGGCAGAGGC CTCAAGGAAGACTGTGCTATGG 140 

Gfap CAGACTTTCTCCAACCTCCAG CTCCTGCTTCGAGTCCTTAATG 138 

Cd68 ACTTCGGGCCATGTTTCTC TGGTAGGTTGATTGTCGTCTG 136 

 

 

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

contendo brometo de etídeo e visualizados sob exposição à luz UV. 
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3.7.6. qPCR nas células microdissecadas 

As reações foram realizadas no aparelho PikoReal Real-Time PCR System 

(Thermo Scientific) no volume final de 20 μl de solução contendo o Maxima SYBR 

Green qPCR Master Mix 1X (Thermo Scientific), 800 nM de oligonucleotídeos e 12 ng 

de cDNA. As sequências de oligonucleotídeos utilizadas nos experimentos e em quais 

tipos celulares os transcritos foram avaliados estão apresentados na Tabela 4. 

As reações foram realizadas nas condições de ciclagem recomendadas pelo 

fabricante, as quais consistiram de 10 minutos à 95 ºC para a ativação da enzima 

Maxima® Hot Start Taq DNA Polymerase, seguidos de 50 ciclos de desnaturação à 95 

ºC durante 15 segundos e um minuto à 60 ºC para o pareamento dos iniciadores e 

extensão. Os critérios de controle de qualidade das reações foram descritos 

anteriormente para o método SYBR. 

O cDNA proveniente dos astrócitos microdissecados foi avaliado também para o 

gene Ube2i (Mm04243971_g1) por PCR quantitativa. Gapdh (Mm99999915_g1) foi 

utilizado como controle endógeno. As reações foram realizadas no aparelho 

StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems).  

As reações seguiram conforme recomendações do fabricante, nas quais foram 

usados 1X TaqMan® Universal PCR Master Mix (Applied biosystems), 1X ensaio a ser 

avaliado e 40 ng de cDNA. As reações foram realizadas nas condições universais de 

ciclagem conforme descrito anteriormente para método Taqman. 

A expressão diferencial dos transcritos alvo foi determinada pela quantificação 

relativa em relação à média de Gapdh. Para cálculo da medida relativa de expressão foi 

utilizado o modelo matemático ∆∆Ct conforme descrito acima. 
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Tabela 4. Sequências de iniciadores utilizadas nas análises de expressão gênica das 

células microdissecadas utilizando o método SYBR. 

Gene Iniciadores (5’-3’) Fragmento (pb) 

Astrócitos 40 dias 

Cxcr4 F: TGTTGGGAGTTTATGTTCCTCTAG 

R: AGTCCTACACACAGATAAACAGC 

147 

Slc1a2 F: TCTGTCGTAATAGATGAGTGCAAG 

R: AGAATTGGCTGAGAATCGGG 

119 

Neurônios 40 dias 

Slc17a6 F: GTGTTTACCTGTCAGTTTTGGG 

R: AAGGTCAGGAGTGGTTTGC 

123 

Cxcr4 F: TGTTGGGAGTTTATGTTCCTCTAG 
R: AGTCCTACACACAGATAAACAGC 

147 

Neurônios 80 dias 

Akt1 F: GAGGATGTTTCTACTGTGGGC 

R: TCTAATTGTTCTGGGCACTGAG 

132 

Microglias 80 dias 

Tuba1a F: GGAGGAAGAAGGAGAGGAATAC 

R: GTCAGTAACTGTATGAAAGCACAC 

142 

Tap2 F: GATGTCTACGCCCACCTG 

R: ACGGTCCCAATCTTTATCCTG 

141 

Normalizador 

Gapdh F: GAGTAAGAAACCCTGGACCAC 

R: TCTGGGATGGAAATTGTGAGG 

109 

 

3.7.7. Análise estatística das qPCRs nas células microdissecadas 

Os dados gerados pelas qPCRs, para cada tipo celular, foram analisados pelo 

teste-t de Student bilateral comparando-se as amostras de animais transgênicos àquelas 

de seus respectivos controles. O critério para que os genes fossem considerados 

diferencialmente expressos foi valor de p < 0,05.  
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4.1. Condição geral, peso corporal e sobrevida 

Os primeiros sintomas foram registrados e a progressão da doença foi avaliada 

através do monitoramento semanal usando a pontuação neurológica. Declínio das 

condições gerais foi observado por volta dos 80 dias de vida dos camundongos 

transgênicos. O teste ANOVA de duas vias mostrou diferenças entre os selvagens e os 

transgênicos a partir do dia 90 (p < 0,001), estas que se acentuaram nos dias 

subsequentes (Figura 4A), sendo que o início dos tremores ocorreu no 100º dia de vida 

do animal. Os animais selvagens não mostraram disfunção motora em nenhum 

momento. 

Os animais selvagens ganharam peso continuamente durante o período de análise, 

enquanto que os camundongos transgênicos deixam de ganhar peso por volta do 90º dia 

de vida (p < 0,001) (Figura 4B).  

Com relação à sobrevida, os animais transgênicos começaram a morrer por volta 

da idade de 100 dias e o tempo máximo de sobrevivência destes animais foi de 140 dias 

(Figura 4C). 

Ressalta-se que pelos parâmetros analisados de pontuação neurológica, os animais 

apresentaram-se indistinguíveis até a idade de 60 dias e diferenças estatísticas não foram 

apontadas no dia 80. Isto motivou a escolha das idades de 40 e 80 dias como períodos 

pré-sintomáticos de análise deste trabalho. 
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Figura 4. Condição geral, peso corporal e sobrevida. (A) Mudanças na condição geral dos animais selvagens (WT) e 

transgênicos (TG) monitorada semanalmente e mostrada como a média em cada período de 20 a 130 dias de vida. (B) 

Peso corporal dos animais WT e TG monitorado semanalmente e mostrado como a média em cada período de 20 a 

130 dias de vida. Para (A e B) os dados encontram-se expressos como média ± erro padrão. (***) p < 0,001, de 
acordo com ANOVA de duas vias, seguido do pós-teste de Bonferroni. (C) O gráfico mostra correlação entre a idade 

e a probabilidade de sobrevivência 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 transgênicos começaram 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). 

Diferenças significativas entre os selvagens e os transgênicos 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) Mudanças na performance dos animais selvagens (WT) e 
transgênicos (TG) no rotarod monitorada semanalmente durante 180 segundos e mostrada como a média para cada 

período de 20 a 130 dias de vida. (B) Mudanças na performance dos animais WT e TG no hangwire monitorada 

semanalmente durante 180 segundos e mostrada como a média para cada período de 20 a 130 dias de vida. (C) 

Mudanças na performance dos animais WT e TG no plano inclinado monitorada semanalmente e mostrada como a 
média para cada período de 20 a 130 dias de vida. Dados expressos em média ± erro padrão. (*) p < 0,05, (**) p < 

0,01 e (***) p < 0,001, de acordo com ANOVA de duas vias, seguido do pós-teste de Bonferroni.  
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4.3. Genes diferencialmente expressos pela análise do microarray 

A análise da qualidade dos resultados obtidos para cada array, fundamentada no 

coeficiente de variação das sondas replicadas, identificou uma lâmina que continha 

valores altos em todos os arrays para aquele parâmetro. Em decorrência disto, as 

amostras desta lâmina não puderam ser utilizadas nas análises estatísticas, de forma que 

cada grupo prosseguiu com número amostral de 4. As amostras os animais trangênicos 

foram comparadas àquelas dos animais selvagens da mesma idade, possibilitando a 

identificação dos transcritos com expressão desregulada. As análises apontaram 492 

transcritos diferencialmente expressos (p < 0,05) nos transgênicos 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 

transgênicos, sendo que, entre eles, 433 e 672 transcritos estavam super e subexpressos, 

respectivamente. O perfil da distribuição dos transcritos diferencialmente expressos em 

função de seus valores de “p” e fold são encontrados no Volcanoplot da Figura 6. 

Observa-se a presença de transcritos com magnitudes maiores de fold nos resultados 

obtidos das análises de 80 dias (Figura 6B) em comparação aos resultados de 40 dias 

(Figura 6A). A diferença de expressão variou de -1,68 para Ocel1 até 1,37 para 

Gadd45gip1 para os animais de 40 dias (Tabela 10, ANEXO C) e -1,93 para Ocel1 e 

1,82 para Mzt1 para os animais de 80 dias (Tabela 11, ANEXO C). Nem todas as 

sequências espotadas nas lâminas são genes com símbolo ou função conhecida, desta 

forma, para fins didáticos, as mesmas não serão representadas nas descrições dos 

resultados abaixo. Nosso grupo busca maneiras de avaliar a influência destas sequências 

na ELA. 
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Figura 6. Volcanoplots representativos da distribuição da expressão dos genes diferencialmente expressos em função 
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 análises do microarray nas idades de 40 dias (A) e 80 dias (B). Os pontos em verde 

representam os 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 regulação na mesma direção em 

ambas as idades, enquanto que outros apresentaram regulação inversa (Tabela 5). 
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Tabela 5. Genes diferencialmente expressos nos camundongos transgênicos SOD1
G93A

 

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 
Ocel1 -1,68 -1,92 

Fam32a -1,45 -1,61 

Trim37 1,22 -1,34 

Lsm6 -1,3 -1,29 

Map1a 1,2 -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 

Malat1 1,1 -1,21 

Ddx6 1,3 -1,19 

Huwe1 1,12 -1,19 

Snx27 1,19 -1,19 

Srrm3 1,18 -1,19 

Dzip1 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 

Srsf11 -1,1 -1,15 

Azin1 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 

Fam81a 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 1,1 -1,11 

Dhps -1,09 -1,1 

Nsd1 1,12 -1,1 

Mier1 1,13 -1,09 

U2surp 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 

Specc1 1,1 1,17 

Maea 1,1 1,19 

Ncl 1,1 & -1,1 1,19 

Glg1 1,29 1,2 

Dnajc27 1,17 1,21 

Ncdn 1,14 1,21 

Lpcat2 1,16 1,22 

D17Wsu92e 1,11 1,24 

Nisch 1,08 1,24 

Tkt -1,1 1,25 

Tmem59l 1,29 1,26 

Mast3 1,24 1,28 

Plac9a -1,45 1,35 

Nsg1 -1,17 1,22 & 1,35 

Trappc3 -1,2 1,32 & 1,41 

Os transcritos Map1a, Ncl, Nsg1 e Trappc3 foram representados por duas sondas diferentes. 

 



RESULTADOS - 42 

 

 

Todos os genes diferencialmente expressos e seus respectivos valores de fold 

estão apresentados no ANEXO C. 

 

4.4. Análises enriquecidas para vias do KEGG 

Termos KEGG enriquecidos (p < 0,05) obtidos a partir dos genes 

diferencialmente expressos entre animais transgênicos e selvagens foram identificados 

nas análises dos animais nas idades de 40 e 80 dias. Vias KEGG superepresentadas, 

bem como os genes que fazem parte das mesmas, estão mostrados nas Tabelas 6 e 7, 

para as vias apontadas aos 40 e 80 dias, respectivametne. Ressalta-se que os genes 

diferencialmente expressos das idades de 40 e 80 dias permitiram a identificação das 

vias KEGG endocitose, sinapse glutamatérgica, proteólise mediada por ubiquitina, via 

de sinalização de quimiocina, fosforilação oxidativa, processamento e apresentação de 

antígeno e junção oclusiva em ambos os períodos (Figura 7). Adicionalmente, outras 

vias interessantes puderam ser identificadas apenas nas idades de 40 (Tabela 6) ou 80 

dias (Tabela 7). 

-10 0 10 20

Junção oclusiva

Processamento e apresentação de antígeno

Fosforilação oxidativa

Endocitose

Via de sinalização de quimiocina

Proteólise mediada por ubiquitina

Sinapse Glutamatérgica

40 dias
80 dias

Subexpressos Super-expressos

Número de transcritos

Figura 7. Classificação das vias KEGG e número de transcritos super e subexpressos das idades pré-

sintomáticas de 40 e 80 dias. Barras à esquerda indicam número de genes subexpressos e barras à direita 

representam número de genes super-expressos para cada categoria. 
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Ainda, as vias proteólise mediada por ubiquitina, via de sinalização de quimiocina 

e endocitose foram apontadas como super-representadas em ambas as idades entre os 

genes super-expressos (Figura 7). Por outro lado, fosforilação oxidativa foi apontada em 

ambas as idades pelos genes subexpressos (Figura 7). Adicionalmente, sinapse 

glutamatérgica e junção 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 apresentação de antígeno foi apontada por genes subexpressos em 40 

dias e super-expressos em 80 dias (Figura 7). 

Algumas vias apontadas não foram levadas em consideração por serem compostas 

por genes também apontados em outras vias ou genes possivelmente não relacionados à 

ELA. São elas, melanoma, sarampo, hepatite C, melanogênese, vias em câncer e câncer 

de próstata em 40 dias e miocardite viral e melanogênese em 80 dias. 

 

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

Vias apontadas para os genes super-expressos 

ID do Gene Símbolo 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 

   
Junção oclusiva 

 
14677 Gnai1 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 Ash1l  ash1 (absent, small, or homeotic)-like (Drosophila) 

 
 

 Sinapse glutamatérgica 

 140919 Slc17a6 solute carrier family 17 (sodium-dependent inorganic phosphate 

cotransporter), member 6  

14677 Gnai1  guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha inhibiting 1 

14802 Gria4  glutamate receptor, ionotropic, AMPA4 (alpha 4) 

14810 Grin1 glutamate receptor, ionotropic, NMDA1 (zeta 1) 

20511 Slc1a2  solute carrier family 1 (glial high affinity glutamate transporter), member 

2 

 
 

 Guiamento axonal 

 12767 Cxcr4 chemokine (C-X-C motif) receptor 4  

14677 Gnai1 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 Unc5c  unc-5 homolog C (C. elegans) 

56637 Gsk3b glycogen synthase kinase 3 beta 

 
 

 Proteólise mediada por ubiquitina 

107568 Wwp1 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 Huwe1 HECT, UBA and WWE domain containing 1 
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Tabela 6. Continuação... 

68729 Trim37 tripartite motif-containing 37 

70790 Ubr5 ubiquitin protein ligase E3 component n-recognin 5 

 
 

 Via de sinalização de quimiocina 

12767 Cxcr4 chemokine (C-X-C motif) receptor 4  

14677 Gnai1 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 Wwp1  WW domain containing E3 ubiquitin protein ligase 1  

12767 Cxcr4 chemokine (C-X-C motif) receptor 4  

13854 Epn1 epsin 1 

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

193740 Hspa1a 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  

Vias apontadas para os genes subexpressos 

ID do Gene Símbolo do Gene Nome do Gene 

Reparo por excisão de nucleotídeo 
 

19718 Rfc2  replication factor C (activator 1) 2 

66979 Pole4  polymerase (DNA-directed), epsilon 4 (p12 subunit) 

 
 

 Replicação de DNA 
 

19718 Rfc2  replication factor C (activator 1) 2 

66979 Pole4  polymerase (DNA-directed), epsilon 4 (p12 subunit) 

 
 

 Metabolismo de ácido graxo 

 11363 Acadl acyl-Coenzyme A dehydrogenase, long-chain 

74205 Acsl3  acyl-CoA synthetase long-chain family member 3 

 
 

 Via de sinalização de TGF-beta 

12167 Bmpr1b Bmpr1b bone morphogenetic protein receptor, type 1B 

15902 Id2 inhibitor of DNA binding 2 

19651 Rbl2 retinoblastoma-like 2 

 
 

 Processamento e apresentação de antígeno 

12010 B2m beta-2 microglobulin 

12317 Calr Calreticulin 

19727 Rfxank regulatory factor X-associated ankyrin-containing protein 

 
 

 Interação matriz-receptor 

 11603 Agrn Agrin 

12814 Col11a1 collagen, type XI, alpha 1 

16773 Lama2 laminin, alpha 2 

 
 

 Via de sinalização GnRH 

 12314 Calm2 calmodulin 2 

16440 Itpr3 inositol 1,4,5-triphosphate receptor 3  

16476 Jun Jun oncogene 

17390 Mmp2 matrix metallopeptidase 2 

 
 

 Doença de Parkinson 

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

12857 Cox4i1 cytochrome c oxidase subunit IV isoform 1 

66576 Uqcrh ubiquinol-cytochrome c reductase hinge protein 

67264 Ndufb8 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex 8 

   
   
Fosforilação oxidativa 

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

12857 Cox4i1 cytochrome c oxidase subunit IV isoform 1 

66576 Uqcrh ubiquinol-cytochrome c reductase hinge protein 
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Tabela 6. Conclusão. 

67264 Ndufb8 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex 8 

  
Doença de Alzheimer 

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

12314 Calm2  calmodulin 2 

12857 Cox4i1 cytochrome c oxidase subunit IV isoform 1 

16440 Itpr3  inositol 1,4,5-triphosphate receptor 3 

66576 Uqcrh ubiquinol-cytochrome c reductase hinge protein 

67264 Ndufb8 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 

ID do Gene Símbolo do Gene Nome do Gene 
Contração de músculo liso vascular 
104111 Adcy3 adenylate cyclase 3 

12315 Calm3 calmodulin 3 

14673 Gna12 guanine nucleotide binding protein, alpha 12 

14674 Gna13 guanine nucleotide binding protein, alpha 13  

18751 Prkcb protein kinase C, beta 

213498 Arhgef11 Rho guanine nucleotide exchange factor  11 

224129 Adcy5  adenylate cyclase 5 

26413 Mapk1 mitogen-activated protein kinase 1 

   Processamento e apresentação de antígeno 
14963 H2-Bl 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  

15481 Hspa8 heat shock protein 8 

21355 Tap2 transporter 2, ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP) 

   Junção oclusiva 

 11465 Actg1 actin, gamma, cytoplasmic 1 

13043 Cttn Cortactin 

13821 Epb4.1l1 erythrocyte protein band 4.1-like 1 

13822 Epb4.1l2 erythrocyte protein band 4.1-like 2 

14924 Magi1  membrane associated guanylate kinase, WW and PDZ domain 

containing 1 

16897 Llgl1 lethal giant larvae homolog 1 

17475 Mpdz multiple PDZ domain protein 

18751 Prkcb protein kinase C, beta 

67374 Jam2 junction adhesion molecule 2 

71960 Myh14 myosin, heavy polypeptide 14 

   Via de sinalização de quimiocina 

 104111 Adcy3 adenylate cyclase 3  

14083 Ptk2 PTK2 protein tyrosine kinase 2  

14688 Gnb1 guanine nucleotide binding protein (G protein), beta 1 

14693 Gnb2 guanine nucleotide binding protein (G protein), beta 2  

14697 Gnb5 guanine nucleotide binding protein (G protein), beta 5 

14701 Gng12 guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 12 

14708 Gng7  guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 7 

18751 Prkcb protein kinase C, beta 

224129 Adcy5 adenylate cyclase 5  

26413 Mapk1 mitogen-activated protein kinase 1 

277360 

Prex1 phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate-dependent Rac exchange factor 

1  

   Proteólise mediada por ubiquitina 
103583 Fbxw11 F-box and WD-40 domain protein 11 

15204 Herc2  hect (homologous to the E6-AP (UBE3A) carboxyl terminus) domain 

and RCC1 (CHC1)-like domain (RLD) 2 

17237 Mgrn1 mahogunin, ring finger 1 

19823 Rnf7 ring finger protein 7 
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217342 Ube2o ubiquitin-conjugating enzyme E2O 

22192 Ube2m ubiquitin-conjugating enzyme E2M 

22196 Ube2i ubiquitin-conjugating enzyme E2I  

22213 Ube2g2 ubiquitin-conjugating enzyme E2G 2 

229615 Pias3 protein inhibitor of activated STAT 3 

50754 Fbxw7 F-box and WD-40 domain protein 7 

63958 Ube4b ubiquitination factor E4B, UFD2 homolog (S. cerevisiae) 

   Regulação do citoesqueleto de actina 
11465 Actg1 actin, gamma, cytoplasmic 1 

14083 Ptk2 PTK2 protein tyrosine kinase 2 

14673 Gna12 guanine nucleotide binding protein, alpha 12 

14674 Gna13 guanine nucleotide binding protein, alpha 13 

14701 Gng12 guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 12 

18717 Pip5k1c phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase, type 1 gamma 

192897 Itgb4 integrin beta 4 

226970 Arhgef4 Rho guanine nucleotide exchange factor  4 

227753 Gsn Gelsolin 

26413 Mapk1 mitogen-activated protein kinase 1  

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

71960 Myh14 myosin, heavy polypeptide 14 

   Sinapse glutamatérgica 
 104111 Adcy3 adenylate cyclase 3 

110637 Grik4 glutamate receptor, ionotropic, kainate 4 

14645 Glul glutamate-ammonia ligase (glutamine synthetase) 

14688 Gnb1  guanine nucleotide binding protein (G protein), beta 1 

14693 Gnb2 guanine nucleotide binding protein (G protein), beta 2 

14697 Gnb5 guanine nucleotide binding protein (G protein), beta 5  

14701 Gng12 guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 12 

14708 Gng7  guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 7 

18751 Prkcb  protein kinase C, beta 

216456 Gls2 glutaminase 2 (liver, mitochondrial) 

224129 Adcy5 adenylate cyclase 5 

26413 Mapk1 mitogen-activated protein kinase 1 

   Fagossomo 

  11465 Actg1 actin, gamma, cytoplasmic 1 

14963 H2-Bl 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 

17113 M6pr  mannose-6-phosphate receptor, cation dependent 

21355 Tap2 transporter 2, ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP) 

22142 Tuba1a tubulin, alpha 1a  

22151 Tubb2a tubulin, beta 2A class IIA  

   Processamento de proteína no retículo endoplasmático 
100037258 Dnajc3 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 3 

108687 Edem2 ER degradation enhancer, mannosidase alpha-like 2 

12955 Cryab crystallin, alpha B 

15481 Hspa8 heat shock protein 8 

20014 Rpn2 ribophorin II 

20338 Sel1l sel-1 suppressor of lin-12-like (C. elegans) 

216440 Os9 amplified in osteosarcoma 

22213 Ube2g2 ubiquitin-conjugating enzyme E2G 2 

269523 Vcp valosin containing protein 

50907 Preb prolactin regulatory element binding 

54197 Rnf5  ring finger protein 5 

56453 Mbtps1  membrane-bound transcription factor peptidase, site 1 

56812 Dnajb2 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 2 

63958 Ube4b ubiquitination factor E4B, UFD2 homolog (S. cerevisiae) 

   Moléculas de adesão celular 
14963 H2-Bl 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 
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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 Neo1  neogenin  

19274 Ptprm  protein tyrosine phosphatase, receptor type, M 

20340 Glg1 golgi apparatus protein 1 

20970 Sdc3  syndecan 3 

58235 Pvrl1 poliovirus receptor-related 1 

67374 Jam2 junction adhesion molecule 2 

   Endocitose 

  11771 Ap2a1  adaptor-related protein complex 2, alpha 1 subunit 

12757 Clta  clathrin, light polypeptide  

13196 Asap1  ArfGAP with SH3 domain, ankyrin repeat and PH domain1  

13429 Dnm1 dynamin 1 

14963 H2-Bl 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 Ldlr low density lipoprotein receptor  

18717 Pip5k1c phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase, type 1 gamma 

234852 Chmp1a charged multivesicular body protein 1A 

243621 Iqsec3 IQ motif and Sec7 domain 3 

67588 Rnf41 ring finger protein 41 

98366 Smap1 stromal membrane-associated protein 1 

Vias apontadas para os genes subexpressos 

ID do Gene Símbolo do Gene Nome do Gene 
Via de sinalização do VEGF 

 11651 Akt1  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 Plcb1 phospholipase C, beta 1 

60596 Gucy1a3 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 Plcb1 phospholipase C, beta 1 

60596 Gucy1a3 guanylate cyclase 1, soluble, alpha 3 

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

   Doença de Parkinson 

 12866 Cox7a2  cytochrome c oxidase subunit VIIa 2 

333182 Cox6b2 cytochrome c oxidase subunit Vib polypeptide 2 

66142 Cox7b cytochrome c oxidase subunit VIIb 

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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Fosforilação oxidativa 

 12866 Cox7a2  cytochrome c oxidase subunit VIIa 2 

333182 Cox6b2 cytochrome c oxidase subunit Vib polypeptide 2 

66142 Cox7b cytochrome c oxidase subunit VIIb 

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 

   Junção oclusiva 

 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 

   Sinapse Glutamatérgica 
 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 

   Doença de Huntington 
 12866 Cox7a2  cytochrome c oxidase subunit VIIa 2 

18795 Plcb1 phospholipase C, beta 1 

333182 Cox6b2 cytochrome c oxidase subunit Vib polypeptide 2 

66142 Cox7b cytochrome c oxidase subunit VIIb 

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 

69920 Polr2i polymerase (RNA) II (DNA directed) polypeptide I 

   Doença de Alzheimer 

 11820 App  amyloid beta (A4) precursor protein 

12866 Cox7a2  cytochrome c oxidase subunit VIIa 2 

18795 Plcb1 phospholipase C, beta 1 

19056 Ppp3cb protein phosphatase 3, catalytic subunit, beta isoform 

333182 Cox6b2 cytochrome c oxidase subunit Vib polypeptide 2 

66142 Cox7b cytochrome c oxidase subunit VIIb 

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 

   Ribossomo 
  19951 Rpl32 ribosomal protein L32 

19981 Rpl37a ribosomal protein L37a 

19982 Rpl36a ribosomal protein L36A 

20068 Rps17 ribosomal protein S17 

20085 Rps19 ribosomal protein S19 

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 

68028 Rpl22l1 ribosomal protein L22 like 1 

75617 Rps25 ribosomal protein S25 

 

A implementação de cálculos matemáticos capazes de permitir a construção de 

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

amostras do estudo é outro recurso importante da ferramenta online FunNet, além da 
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organização dos genes diferencialmente expressos em vias KEGG e processos 

biológicos super-representados. Para a análise 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 análise de 80 dias esta posição de centralidade foi 

ocupada pela via fagossomo (Figura 8B). Os detalhes sobre centralidade são 

encontrados na Figura 8. Adicionalmente, nota-se a maior complexidade na rede 

construída para a idade de 80 dias, esta formada por 4 módulos funcionais, quando 

comparada à de 40 dias, a qual apresentou apenas 2 módulos funcionais. 
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Figura 8. Redes de co-expressão de vias baseadas na análise do FunNet para as análises dos camundongos SOD1G93A 

e selvagens da idade de 40 e 80 dias. (A) Organização das vias KEGG da idade de 40 dias em dois módulos. (B) 

Organização das vias KEGG da idade de 80 dias em quatro módulos. Em ambas as redes, o grau de centralidade está 

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 estão 

representados em branco para facilitar a representação. Processos apontados por genes super-expressos estão 

representados por triângulos, enquanto que processos representados por genes subexpressos estão representados por 

círculos. Os losangos foram usados para representar processos apontados por genes super e subexpressos. 
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4.5. Análises enriquecidas para o GO 

A análise FunNet utilizando a base de dados GO apontou 4 processos biológicos 

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

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

 

Tabela 8. Processos biológicos apresentados como super-representados para genes 

super e subexpressos em animais de 40 dias.  

Processos biológicos para os genes super-expressos 

ID do Gene Símbolo do Gene Nome do Gene 

Formação de nucleossomo 

26914 H2afy H2A histone family, member Y 

67155 Smarca2 

SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin, subfamily a, 

member 2 

72480 Tspyl4 TSPY-like 4 

   Iniciação da tradução 

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 

   Organização de projeção celular 

11758 Prdx6 peroxiredoxin 6 

235442 Rab8b RAB8B, member RAS oncogene family 

243548 Prickle2 prickle homolog 2 (Drosophila) 

26562 Ncdn Neurochondrin 

382406 Poc1b  POC1 centriolar protein homolog B (Chlamydomonas) 

78514 Arhgap10 Rho GTPase activating protein 10 

Processos biológicos para os genes subexpressos 

ID do Gene Símbolo do Gene Nome do Gene 

Regulação da organização de componente celular 

16568 Kif3a kinesin family member 3A 

55942 Sertad1 SERTA domain containing 1 

56213 Htra1  HtrA serine peptidase 1 

78558 Htra3 HtrA serine peptidase 3 

 

 

A análise dos dados nos animais com 80 dias de vida apontou 20 processos 

biológicos superrepresentados, sendo 12 deles para os genes super-expressos e 8 para os 

genes subexpressos. Tais genes estão apresentados na Tabela 9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ebi.ac.uk/ego/DisplayGoTerm?id=GO:0051128
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Tabela 9. Processos biológicos apresentados como super-representados para genes 

super e subexpressos em animais de 80 dias. 

Processos biológicos para os genes super-expressos 

ID do Gene Símbolo do Gene Nome do Gene 

processo catabólico dependente de ubiquitina mediado por SCF  

103583 Fbxw11 F-box and WD-40 domain protein 11 

242960 Fbxl5 F-box and leucine-rich repeat protein 5 
50754 Fbxw7 Fbxw7 F-box and WD-40 domain protein 7 

76454 Fbxo31 Fbxo31 F-box protein 31 

   polimerização de proteína 

 12345 Capzb capping protein (actin filament) muscle Z-line, beta 
22142 Tuba1a tubulin, alpha 1A 

22151 Tubb2a tubulin, beta 2A class IIA 

277360 Prex1 
phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate-dependent Rac exchange 
factor 1  

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

   transporte pós-Golgi mediado por vesícula 

11764 Ap1b1 adaptor protein complex AP-1, beta 1 subunit  
11769 Ap1s1 adaptor protein complex AP-1, sigma 1 

11840 Arf1 ADP-ribosylation factor 1 

12757 Clta clathrin, light polypeptide  

94245 Dtnbp1 dystrobrevin binding protein 1 

   Ciclo do ácido tricarboxílico 

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-

glutarate complex) 

   Regulação de morfologia celular 

104445 Cdc42ep1 CDC42 effector protein (Rho GTPase binding) 1 

11674 Aldoa aldolase A, fructose-bisphosphate  

14673 Gna12 guanine nucleotide binding protein, alpha 12 
14674 Gna13 guanine nucleotide binding protein, alpha 13 

235611 Plxnb1 plexin B1 

   Processamento de proteína 

107522 Ece2  endothelin converting enzyme 2 
11545 Parp1 poly (ADP-ribose) polymerase family, member 1 

20340 Glg1 golgi apparatus protein 1 

243853 Fkrp  fukutin related protein 

66887 Lonp2 lon peptidase 2, peroxisomal 

   Processo biossintético de glicoproteína 

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

acetylgalactosaminyltransferase 10 

20014 Rpn2 ribophorin II 
20443 St3gal4  ST3 beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase 4 

243853 Fkrp fukutin related protein 

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

acetylgalactosaminide alpha-2,6-sialyltransferase 6 
68273 Pomgnt1 protein O-linked mannose beta1,2-N-acetylglucosaminyltransferase 

   Resposta celular ao estímulo com glucagon 

104111 Adcy3  adenylate cyclase 3 

14688 Gnb1 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. Continuação... 

Adesão celular homofílica 

12563 Cdh6 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 Pvrl1 poliovirus receptor-related 1 

65945 Clstn1 calsyntenin 1 

   Processo catabólico de ATP  

11305 Abca2  ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 2 

11946 Atp5a1  

ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex, alpha 

subunit 1 

11947 Atp5b 
ATP synthase, H+ transporting mitochondrial F1 complex, beta 
subunit 

15481 Hspa8  heat shock protein 8 

269523 Vcp valosin containing protein 

71960 Myh14 myosin, heavy polypeptide 14 
74772 Atp13a2 ATPase type 13a2 

   Endocitose 

 11764 Ap1b1 adaptor protein complex AP-1, beta 1 subunit 

11769 Ap1s1 adaptor protein complex AP-1, sigma 1 
11771 Ap2a1  adaptor-related protein complex 2, alpha 1 subunit 

13043 Cttn Cortactin 

13429 Dnm1 dynamin 1 
14269 Fnbp1 formin binding protein 1 

16443 Itsn1 intersectin 1 (SH3 domain protein 1A) 

16835 Ldlr 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 Hnrnpa1 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 

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 Scaf1 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 Sugp1 SURP and G patch domain containing 1  

71713 Cdc40 cell division cycle 40 

94230 Cpsf1 cleavage and polyadenylation specific factor 1 

Processos biológicos para os genes subexpressos 

ID do Gene Símbolo do Gene Nome do Gene 

Monoubiquitinação de proteína 

109331 Rnf20 ring finger protein 20 

59026 Huwe1  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 Smarca1 SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of 

chromatin, subfamily a, member 1 

Via de sinalização GABA 

14394 Gabra1 gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, subunit alpha 1 

http://www.ebi.ac.uk/ego/DisplayGoTerm?id=GO:0006200
http://www.ebi.ac.uk/ego/DisplayGoTerm?id=GO:0006897
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Tabela 9. Conclusão. 

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

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

   Ubiquitinação de protein 

226098 Hectd2 HECT domain containing 2  

59026 Huwe1 HECT, UBA and WWE domain containing 1 

67345 Herc4  hect domain and RLD 4 

   Processo metabólico de glicoproteína 

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

17156 Man1a2 mannosidase, alpha, class 1A, member 2 

20451 St8sia3 ST8 alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2,8-sialyltransferase 3 
26878 B3galt2 UDP-Gal:betaGlcNAc beta 1,3-galactosyltransferase, polypeptide 2 

   Processamento de rRNA 

 14300 Frg1 FSHD region gene 1 

66181 Nop10 NOP10 ribonucleoprotein 
67973 Mphosph10  M-phase phosphoprotein 10 (U3 small nucleolar ribonucleoprotein) 

69713 Pin4 

protein (peptidyl-prolyl cis/trans isomerase) NIMA-interacting, 4 

(parvulin) 

73736 Fcf1  FCF1 small subunit (SSU) processome component homolog (S. 
cerevisiae) 

75416 Nop14 NOP14 nucleolar protein 

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

   Elongação da tradução 
 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 Trnau1ap tRNA selenocysteine 1 associated protein 1 

   Processamento de RNAm  

19134 Prpf4b PRP4 pre-mRNA processing factor 4 homolog B (yeast)  

218543 Srek1 splicing regulatory glutamine/lysine-rich protein 1 
219249 Tdrd3 54ossu domain containing 3 

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

66354 Snw1 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 Luc7l3 LUC7-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. Validação dos resultados do microarray por PRC quantitativa 

Oito genes foram escolhidos e avaliados pela metodologia de qPCR para a 

validação dos resultados apontados pelo microarray. Os genes acima mostraram 

regulação em sentidos coincidentes àqueles encontrados no microarray. Deste modo, 

houve correlação adequada entre as metodologias, mesmo quando utilizadas amostras 

independentes. Os genes Gria3 (Fold=-1,14; p=0,11 – Figura 9A), Glg1 (Fold=1,87; 

p=0,007 – Figura 9B), Aqp4 (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), Nsg1 (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. Gráficos dos resultados de qPCR, em Fold relativo, para verificação das análises de microarray na idade de 

40 dias nos animais SOD1G93A (TG) em relação aos selvagens (WT) para os 4 genes selecionados Gria3 (A), Glg1 

(B), Aqp4 (C) e Calca (D). Os valores são representados como média ± erro padrão. * p < 0,05 de acordo com o teste 

t unilateral. 
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Figura 10. Gráficos dos resultados de qPCR, em Fold relativo, para verificação das análises de microarray na idade 

de 80 dias nos animais SOD1G93A (TG) em relação aos selvagens (WT) para os 4 genes selecionados Ube2i (A), Nsg1 

(B), Eef2 (C) e Syt10 (D). Os valores são representados como média ± erro padrão. * p < 0,05 de acordo com o teste t 

unilateral. 

 

5. Microdissecção a laser 

Os tipos celulares de interesse no estudo foram selecionados por microdissecção a 

laser da medula espinal lombar de camundongos transgênicos e controles nas idades de 

40 (astrócito e neurônio) e 80 dias (neurônio e microglia). A escolha dos tipos celulares 

a serem avaliados baseou-se nos resultados apontados pelas análises de FunNet do 

microarray. Os perfis de marcação obtidos que permitiram o reconhecimento de cada 

tipo celular estão representados nas Figuras 11, 12 e 13.  
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Figura 11. Fotomicrografias de astrócitos durante o processo de microdissecção a laser em secções da medula espinal 

do camundongo. (A) Astrócitos GFAP positivos (setas). (B) Seleção dos astrócitos GFAP positivos para 

microdissecção. (C) Tecido remanescente após a retirada dos astrócitos. Barra de escala 20µm.  

 

 

 

Figura 12. Fotomicrografias de neurônios motores durante o processo de microdissecção a laser em secções da 

medula espinal do camundongo. (A) Neurônios motores ChAT positivos (setas). (B) Seleção dos neurônios motores 
ChAT positivos para microdissecção. (C) Tecido remanescente após a retirada dos neurônios motores. Barras de 

escala 20µm.  

 

 

 
Figura 13. Fotomicrografias de microglias durante o processo de microdissecção a laser em secções da medula 

espinal do camundongo. (A) Microglias Iba1 positivas (setas). (B) Seleção das microglias Iba1 positivas para 

microdissecção. (C) Tecido remanescente após a retirada das microglias. (D) Representação dos perfis observados 

utilizando-se o mesmo protocolo de marcação (cabeças de setas), mas utilizando o microsópio Olympus AX70, que 
possui melhor resolução. Barras de escala 10µm.  

 

A análise do RNA amplificado obtido das células microdissecadas mostrou perfil 

adequado nos eletroferogramas respectivos (Figura 14), observado a partir da presença 

de fragmentos com múltiplos 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 

representações do marcador de peso molecular (M) e smear das amostras (A) de astrócitos (A), neurônios motores (B) 
e microglias (C) microdissecados. A linha preta representa o marcador de peso molecular. 

 

 

As amostras enriquecidas dos tipos celulares selecionados por microdissecção a 

laser foram submetidas à PCRs para certificação de não contaminação por outros tipos 

celulares. Os marcadores Gfap, Chat e Cd68 foram utilizados na avaliação da presença 

dos astrócitos, dos neurônios 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 certificação de pureza das amostras submetidas à microdissecção a laser. Bandas 
representativas das PCRs para amplificação dos transcritos específicos relativos aos marcadores dos neônios motores 

(Chat), das microglia (Cd68) e dos astrócitos (Gfap) nas amostras enriquecidas e no tecido total da medula.  

 

 

As amostras enriquecidas dos atrócitos dos animais de 40 dias foram analisadas 

por qPCR para os transcritos Slc1a2, Ube2i e Cxcr4. Os resultados mostraram o 

aumento da expressão dos transcritos Slc1a2 (Fold=16,98; p=0,019) e Ube2i 

(Fold=5,53; p=0,048) nas amostras enriquecidas dos astrócitos de animais transgênicos 

em comparação aos selvagens (Figura 16A e B), enquanto que o transcrito Cxcr4 

mostrou-se com expressão diminuída naquelas amostras (Fold=-16,16; p=0,033 – 

Figura 16C). Por sua vez, os transcritos Slc17a6 e Cxcr4 foram analisados qPCR nas 

amostras enriquecidas dos neurônios motores dos animais de 40 dias. Os resultados 

mostraram aumento da expressão dos transcritos Slc17a6 (Fold=7,35; p=0,0005) e 

Cxcr4 (Fold=1,90; p=0,033) nas amostras dos neurônios motores dos animais 

transgênicos em comparação aos selvagens (Figura 17). 
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Figura 16. Análise da qPCR dos transcritos Slc1a2 (A), Ube2i (B) e Cxcr4 (C) em amostras obtidas a partir de 
astrócitos microdissecados de animais com 40 dias. O gráfico mostra aumento da expressão dos transcritos Slc1a2 

(A) e Ube2i (B) e diminuição da expressão de Cxcr4 (C) nos astrócitos dos animais transgênicos (TG) quando 

comparados aos selvagens (WT). Resultados são apresentados como média ± erro padrão. (*) p < 0,05 de acordo com 

teste-t bilateral. 
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Figura 17. Análise da qPCR dos transcritos Slc17a6 (A) e Cxcr4 (B) em amostras obtidas a partir de neurônios 

motores microdissecados de animais com 40 dias. O gráfico mostra aumento da expressão de ambos os transcritos 
nos neurônios motores dos animais transgênicos (TG) quando comparados aos selvagens (WT). Resultados são 

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

 

 

Adicionalmente, os transcritos Tap2 e Tuba1a foram analisados por qPCR nas 

amostras enriquecidas das microglias microdissecadas dos animais de 80 dias. Os 

resultados mostraram aumento da expressão de ambos os transcritos (Tap2 – 

Fold=15,17; p=0,015; Tuba1a – Fold=2,01; p=0,041) nas microglias dos animais 

transgênicos em comparação àquelas dos selvagens (Figura 18A e B). 
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Figura 18. Análise da qPCR dos transcritos Tap2 (A) e Tuba1a (B) em amostras obtidas a partir de microglias 

microdissecadas de animais de 80 dias. O gráfico mostra aumento da expressão de ambos os transcritos avaliados nas 
microglias dos animais transgênicos (TG) quando comparados aos selvagens (WT). Resultados são apresentados 

como média ± erro padrão. (*) p < 0,05 de acordo com teste-t bilateral. 
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Por sua vez, o transcrito Akt1 foi analisado por qPCR nas amostras enriquecidas 

dos neurônios motores dos animais de 80 dias. O resultado mostrou diminuição da 

expressão deste transcrito (Fold=-17,04; p=0,0081) nos neurônios de animais 

transgênicos em comparação aos selvagens (Figura 19).  
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Figura 19. Análise da qPCR do transcrito Akt1 em amostras obtidas a partir de neurônios motores microdissecados 

de animais com 80 dias. O gráfico mostra diminuição da expressão deste transcrito nos neurônios motores dos 

animais transgênicos (TG) quando comparados aos selvagens (WT). Resultados são apresentados como média ± erro 

padrão. (*) p < 0,05 de acordo com teste-t bilateral. 
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Recentemente, diversos grupos apontam para a participação das células gliais na 

toxicidade ao neurônio motor na ELA
22, 58, 133

. A determinação do papel do astrócito e 

da microglia no início e durante a progressão da doença é dificultada pela complexidade 

das interações que ocorrem entre as células não neuronais e os neurônios 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 avaliação da expressão gênica da 

medula espinal de camundongos transgênicos, aliada à microdissecção a laser dos 

principais tipos celulares descritos no SNC como envolvidos na patogênese da ELA, 

cosolida-se como ferramenta valiosa na compreensão dos mecanismos de sinalização 

dessa patologia complexa. 

A avaliação do aparecimento dos sintomas foi realizada por testes que verificaram 

a condição geral, a força e a coordenação motora dos animais transgênicos e selvagens 

apartir de 20 dias de vida. Estes testes auxiliaram na escolha das idades investigadas nos 

estudos moleculares subsequentes e mostraram que as colônias dos animais utilizadas 

neste estudo comportaram-se da mesma forma que àquelas equivalentes descritas na 

literatura
33

. 

Os primeiros sintomas clínicos da doença no animal SOD1
G93A

 são tremores finos 

em uma ou ambas as patas quando o camundongo é suspenso pela cauda
39

. Neste 

modelo, a condição geral dos animais transgênicos, assim como seu peso corporal, 

começou a diferir dos selvagens na idade de 90 dias. O peso corporal foi de avaliação 

fácil e não requereu treinamento ou familiaridade com o modelo da ELA
134

. Entretanto, 

as descrições sobre o peso dos animais SOD1
G93A

 são divergentes na literatura
20, 39

. 

Nossos resultados estão de acordo com Weydt e colaboradores
117

 que também 

descreveram a perda de peso significativa dos animais transgênicos a partir de 90 dias 

de vida. 

Os testes rotarod, hangwire e plano inclinado foram aplicados na avaliação da 

força e da coordenação motora. O rotarod foi especificamente desenvolvido para a 

realização de medidas automáticas de déficits neurológicos nos roedores
135

, e é 

empregado largamente nas análises da função motora em camundongos. Nossos 

resultados mostraram que enquanto a habilidade do camundongo SOD1
G93A

 de se 

manter no rotarod foi sempre menor que nos controles, as diferenças entre os grupos 

apareceram apenas na idade de 90 dias. Esses dados estão de acordo com Kirkinezos e 
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colaboradores
136

. O hangwire, por sua vez, é um teste motor de medida básica simples e 

de baixo custo e requer apenas a utilização da grade de gaiola-moradia comum
34

. Da 

mesma forma que para o rotarod, o desempenho dos animais transgênicos foi sempre 

menor que o dos animais selvagens, apontando diferenças significativas do desempenho 

apartir da idade de 100 dias, mostrando-se menos sensível que o rotarod na avaliação 

dos sintomas motores.  

O teste do plano inclinado requer coordenação das patas traseiras e força muscular 

para evitar a queda do animal à medida que a plataforma vai sendo inclinada
34

. O plano 

inclinado mostrou-se o menos sensível na avaliação dos déficits motores no modelo 

animal, uma vez que apontou para diferenças entre ambos os grupos apenas na idade de 

120 dias. Barneoud et al.
137

 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 análises permitiram a detecção dos déficits motores a partir da idade de 90 

dias, conforme descrito acima. Uma vez que o objetivo do estudo foi a identificação das 

alterações precoces relacionadas ao início da doença, as idades pré-sintomáticas de 40 e 

80 dias, respectivamente mais distante e mais próxima do aparecimento dos sintomas, 

foram escolhidas para as análises moleculares. 

A análise do microarray apontou 492 genes diferencialmente expressos na medula 

espinal dos animais SOD1
G93A

 em comparação aos selvagens na idade de 40 dias, 

enquanto que 1105 foram encontrados diferenciamente expressos nos transgênicos da 

idade de 80 dias. Assim, mais do que o dobro de genes diferencialmente expressos 

foram apontados na idade de 80 dias com relação à idade de 40 dias. Esse resultado 

indica mudanças progressivas, compatíveis com uma doença neurodegenerativa em 

curso ainda antes do aparecimento dos sintomas. Entre os genes diferencialmente 

expressos, 60 apareceram em ambas as idades, alguns com a mesma regulação e outros 

com regulação inversa entre as idades. Interessantemente, esses genes que se repetem 

em ambas as idades relacionam-se com a via de degradação de RNA (Lsm6, Ddx6), a 

via de sinalização de VEGF (Vegfa, Kras), processamento e apresentação de antígeno 

(Hspa4, Rfxank), proteólise mediada por ubiquitina (Huwe1, Trim37) e moléculas de 

adesão celular (Glg1, Ncam1). Estas vias serão discutidas mais adiante. 

A qPCR foi utilizada como ferramenta para verificação dos resultados do 

microarray. Dos 8 genes selecionados para esta etapa, 6 mostraram diferenças 
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significativas em linha com os resultados apontados pelo microarray, enquanto que 

outros 2 mostraram a mesma regulação que o micrroarray, mas sem diferenças 

significativas. Grande parte dos trabalhos de microarray publicados indicam que arrays 

e qPCR se corroboram qualitativamente
138

. Entretanto, diferenças quantitativas entre 

ambas as metodologias também são conhecidas
139

. Isto pode estar relacionado à 

variação na cinética de hibridação entre as metodologias, baixos valores de fold ou 

sinais de hibridização no experimento do microarray, ou ainda falta de concordância 

entre os transcritos acessados por sequências do microarray e qPCR
138

. O número de 

genes validados neste estudo é comparável a outros estudos da literatura
140, 141

.  

Estudos de expressão gênica são realizados na busca das vias moleculares 

relacionadas à morte do neurônio motor na ELA utilizando modelos animais em 

diferentes fases da doença e material post-mortem de pacientes
75, 99, 138, 142-153

. Alguns 

estudos focaram na análise da porção lombar do animal adulto
99, 143, 145, 150, 152

 enquanto 

outros se basearam na análise de expressão gênica de tipos celulares específicos por 

meio da microdissecção a laser de neurônios motores
138, 144, 147, 151

 e astrócitos
75

. 

As análises dos mecanismos que desencadeiam a morte do neurônio motor na 

ELA podem incluir avaliação das vias moleculares alteradas nas regiões comumente 

comprometidas antes do evento da morte do neurônio motor, objetivando o encontro 

dos alvos terapêuticos capazes de prevenir a progressão da doença. Em 2002, Yoshihara 

e colaboradores
99

 analisaram as alterações de expressão gênica na medula espinal de 

animais SOD1
G93A

 pré-sintomáticos de 7 e 11 semanas utilizando uma plataforma 

restrita representativa de poucas categorias funcionais. Ferraiuolo e colaboradores
144

 

analisaram o perfil de expressão gênica de neurônios motores microdissecados de 

animais SOD1
G93A

 pré-sintomáticos de 60 dias empregando arrays que continham cerca 

de 14.000 genes e Guipponi e colaboradores
145

 avaliaram a expressão gênica na medula 

espinal em um período pré-sintomático de um modelo animal SOD1
G93A

 que desenvolve 

a doença de forma mais lenta (6 mêses) aplicando uma tecnologia conhecida como 

SAGE. Ainda, outro trabalho
143

 analisou o perfil de expressão gênica na medula espinal 

de camundongos SOD1
G93A 

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 expressão gênica da porção lombar da medula espinal em fases pré-

sintomáticas da doença no modelo animal em uma plataforma contendo o genoma total 

do camundongo. 
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Os genes diferencialmente expressos apontados pela análise estatística foram 

submetidos às análises enriquecidas de acordo com as bases de dados GO e KEGG, as 

quais organizam genes em vias e processos biológicos fundamentados em descrições da 

literatura. A base de dados GO é largamente utilizada na pesquisa molecular em ELA 

em diferentes estudos
75, 138, 144

. Os termos apontados pela análise do GO evidenciaram 

processos biológicos que podem ter relação com a ELA, sobretudo na idade de 80 dias. 

Os termos transporte pós-Golgi mediado por vesícula, processo catabólico dependente 

de ubiqutina, ciclo do ácido tricarboxílico e adesão 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 análises 

de microarrray154, 155
. KEGG é a base de dados que integra as informações funcionais 

genômica, química e sistêmica, oferecendo a vantagem de ser fundamentada no 

conhecimento das interações moleculares e das redes de reação para metabolismo, 

processamento de informação genética, processos celulares, doenças humanas e 

desenvolvimento de fármacos
156

. A análise KEGG neste estudo apontou vias que podem 

estar relacionadas à ELA nas idades pré-sintomáticas de 40 e 80 dias do camundongo 

SOD1
G93A

. As vias sinapse glutamatérgica, proteólise mediada por ubiquitina, via de 

sinalização de quimiocina, endocitose, fosforilação oxidativa, processamento e 

apresentação de antígeno e junção oclusiva foram apontadas para ambas as idades, 

sugerindo que atividade tóxica possa ocorrer antes do início dos sintomas clássicos. A 

detecção destas vias complementa as análises anteriores que utilizaram a medula espinal 

de camundongos SOD1
G93A

 em idade pré-sintomática
99, 143, 145, 150, 152

. 

Em estruturas celulares complexas, como é o caso do SNC, as funções biológicas 

não podem ser compreendidas sem que se leve em consideração o sistema como um 

todo. As interações moleculares permitem o funcionamento adequado dos componentes 

celulares, de forma que determinadas influências podem ter impacto maior que outras. 

Portanto, a classificação destas interações de acordo com sua importância relativa pode 

ser útil na exploração da arquitetura funcional de ambientes celulares
123

.  

A análise de redes de co-expressão ganha importância crescente nos estudos de 

sistemas complexos em diversos domínios, a exemplo daqueles relacionados ao 

transcriptoma, proteoma, metaboloma, metiloma e outros sistemas celulares
123

. Estas 
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redes ilustram as relações complexas entre genes individuais ou vias moleculares, 

relacionando-os de acordo com seus perfis de expressão
157

 e organizando estes em 

módulos representativos de suas interações
123

. Medidas de centralidade topológica 

computadas para estes modelos de redes, como grau de centralidade, são usadas para 

identificar alvos, uma vez que componentes com maior grau de centralidade têm sido 

apontados como fundamentais na propagação e modulação de influências funcionais
123

. 

Neste estudo, o grau de centralidade das vias KEGG foi utilizado como parâmetro 

para seleção de genes a serem avaliados nas células microdissecadas com base nas vias 

apontadas com maior grau de centralidade. Enfoque foi direcionado à idade de 40 dias, 

uma vez que o perfil de expressão gênica alí sugere eventos de desencadeamento da 

doença, enquanto que na idade de 80 dias, as vias super-representadas apontadas são 

mais sugestivas de cenário reflexo de sinalizações desencadeadas nas fases pré-clínicas 

anteriores. 

A microdissecção a laser de tipos celulares específicos ganha destaque nos 

estudos que envolvem análise de sistemas biológicos. Esta ferramenta mostra-se 

particularmente útil na ELA, já que tipos celulares diferentes parecem participar dos 

eventos relacionados à morte do neurônio motor. A obtenção do RNA íntegro e em 

quantidade suficiente para análises moleculares, como a qPCR, é o desafio. Muitos 

grupos que utilizaram a ferramenta empregaram a coloração histoquímica e critérios 

morfológicos para identificação dos tipos celulares de interesse
144, 146

. O 

desenvolvimento da metodologia capaz de permitir a seleção eficiente dos tipos 

celulares antígeno-específicos e obter RNA com padrão de qualidade nas análises 

subsequentes foi imprescindível para realização deste trabalho. 

KEGG apontou a via sinapse glutamatérgica como aquela de maior grau de 

centralidade na análise da idade de 40 dias, sendo que a via sinalização de quimiocina 

também apresentou valor elevado neste parâmetro. Recentemente, Cxcr4, apontado na 

via de sinalização de quimiocina, foi implicado com a regulação da liberação de 

glutamato pelos astrócitos em situações fisiológicas
158

. Ainda, a proteína codificada 

pelo transcrito Ube2i atuou sobre fragmento clivado do transportador de glutamato 

astroglial EAAT2. Assim, alguns transcritos da categoria sinapse glutamatérgica e os 

transcritos Cxcr4 e Ube2i foram selecionados para o estudado nos astrócitos e/ou 

neurônios motores microdissecados de animais da idade pré-sintomática de 40 dias, 

conforme será discutido a seguir. Com relação à análise de 80 dias, a via fagossomo foi 
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apontada com alto grau de centralidade, assim os transcritos Tap2 e Tuba1a 

identificados nesta via foram selecionados para a avaliação nas amostras enriquecidas 

de microglia desta idade. Por sua vez, o transcrito Akt1 foi avaliado em neurônios 

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 análises dos animais de 80 dias, esta 

via foi super-representada tanto pelos genes super quanto pelos subexpressos. 

A perda seletiva dos neurônios motores na ELA foi correlacionada aos 

mecanismos excitotóxicos do neurotransmissor excitatório glutamato nestas células, os 

quais parecem ser altamente sensíveis à estimulação excessiva dos receptores de 

glutamato. A modulação do receptor AMPA GluR4, codificado pelo transcrito Gria4, 

sugeriu comportamento dinâmico desta subunidade no curso das fases pré-sintomáticas 

da ELA, uma vez que sua expressão foi encontrada aumentada nos animais transgênicos 

de 40 dias e diminuída nos transgênicos de 80 dias. 

Redução de GluR4 foi descrita no camundongo SOD1 em fases mais tardias, sem 

alterações em períodos pré-sintomáticos
159

. De fato, outros trabalhos descreveram essa 

mudança de função sináptica excitatória para inibitória precedendo a degeneração 

neuronal
160

. O aumento da expressão deste transcrito na idade pré-sintomática de 40 

dias pode contribuir para toxicidade ao neurônio motor. Enquanto que sua diminuição 

na idade mais próxima ao aparecimento dos sintomas pode representar um mecanismo 

transiente reativo à condição de excitotoxicidade. 

Ainda, achados interesseantes deste estudo foram o aumento de expressão gênica 

dos transcritos Slc17a6 e Slc1a2, transcritos estes que codificam para o transportador 

vesicular de glutamato VGLUT2 e o transportador de glutamato astrocitário EAAT2, 

respectivamente, na medula espinal de camundongos transgênicos na idade pré-

sintomática de 40 dias. Ambos os transcritos não mostraram expressão diferencial na 

idade de 80 dias. Os transportadores vesiculares de glutamato (VGLUTs) exercem papel 

essencial na sinalização dos neurônios glutamatérgicos no SNC
161

, denotando a 

relevância do nosso achado principalmente por que o transcrito Slc17a6 foi descrito 

inalterado nas fases pré-sintomáticas e também diminuído na fase sintomática tardia do 

modelo animal de ELA
159, 160, 162

. Outro estudo mostrou que a redução do VGLUT2 por 

manipulação genética no modelo animal de ELA foi capaz de reduzir a morte 

neuronal
163

. A avaliação de Slc17a6 nos neurônios motores microdissecados dos 
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animais de 40 dias mostrou o aumento da sua expressão nos camundongos transgênicos 

quando comparados aos controles, resultado compatível com aquele do microarray. 

Apesar de alguns estudos descreverem VGLUT2 como expresso principalmente nos 

interneurônios da medula espinal
163

, outros também apontaram para sua expressão nos 

neurônios motores do órgão
164

. O aumento da expressão gênica do Slc17a6 na idade de 

40 dias pode exacerbar o estado tóxico ao neurônio motor. Estudos adicionais são 

necessários para esclarecer este aspecto. 

O transportador de glutamato glial de alta afinidade EAAT2, ou GLT1, 

desempenha função essencial na manutenção da homeostase do neurotransmissor na 

sinapse, evitando a excitotoxicidade ao neurônio motor
165, 166

. Evidências da sinalização 

glutamatérgica foram descritas no tecido neuronal de pacientes que morreram de ELA, 

mas não de Alzheimer ou Huntington, sugerindo uma base molecular específica da 

ELA
66

. Este fenômeno foi posteriormente atribuído à perda seletiva do transportador de 

glutamato EAAT2
167

. Níveis reduzidos da proteína EAAT2 funcionante e aumento de 

glutamato foram encontrados no plasma
168

 e líquido cerebrospinal de pacientes com as 

formas familiar e esporádica da ELA e também no modelo animal que expressava a 

SOD1 mutada
16, 43, 44, 169

. Outros grupos correlacionaram o aumento do glutamato no 

líquor à magnitude do dano na medula espinal dos pacientes com ELA
170, 171

. Níveis 

aumentados de glutamato e aspartato em microdialisados corticais foram detectados nos 

animais SOD1 transgênicos em fase final da doença, entretanto este efeito não foi 

acompanhado da diminuição do EAAT2, sugerindo que outros mecanismos podem 

contribuir para o aumento dos níveis extracelulares de glutamato nesta região 
172

. Os 

mecanismos que desencadeiam a diminuição de EAAT2 ainda não estão elucidados, e 

não está claro se síntese/estabilidade reduzida do RNAm pode ser um fator. Níveis 

normais de RNAm foram reportados nos pacientes com ELA 
173

. Entretanto, análise 

posterior no camundongo SOD1
G93A

 usando hibridização in situ e qPCR revelou 

redução substancial na atividade do promotor do EAAT2 e da quantidade do transcrito 

concomitante com o início da doença
174

. EAAT2 é diretamente afetado por diversos 

processos deletérios que ocorrem na ELA, sugerindo que a deficiência de sua função de 

transporte que resulta no aumento do glutamato extracelular pode ser evento secundário 

na patogênese da doença
4
. A ativação de caspase-3, ocorrência relativamente tardia

175
, 

resulta na forma truncada inativa do transportador
176

 e dano oxidativo na porção C-

terminal do EAAT2 diminui a capacidade de transporte do receptor
177

. Há também a 
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hipótese de que a diminuição da expressão de EAAT2 seja consequência da disfunção 

sináptica
174

. Interessantemente, quando astrócitos em cultura são transfectados com 

SOD1
G93A

 ocorre a rápida, seletiva e marcante perda nos níveis protéicos de EAAT2, 

mas sem redução na transcrição
178

. Recentemente, novo sítio de edição do pré-RNAm 

do EAAT2 foi descrito no íntron 7, o qual foi capaz de ativar um sítio crítico de 

poliadenilação alternativa, gerando transcritos com retenção desse íntron
179

. Isso 

poderia resultar na terminação prematura da transcrição e níveis reduzidos da proteína. 

A expressão de Slc1a2 foi avaliada em astrócitos microdissecados de animais 

transgênicos e selvagens da idade de 40 dias neste estudo, mostrando-se aumentada nos 

transgênicos. O aumento da expressão de Slc1a2 nos astrócitos da idade pré-sintomática 

de 40 dias pode estar relacionado à tentativa de manutenção dos níveis proteicos do 

EAAT2 corretamente traduzidos. A ausência desse aumento na fase pré-sintomática de 

80 dias pode potenciar a perda da função do transportador, contribuindo para a morte 

neuronal por excitotoxicidade. 

A análise KEGG também apontou para via de sinalização de quimiocinas como 

super-representada entre os genes super-expressos no camundongo transgênico nas 

idades de 40 e 80 dias. Quimiocinas exercem funções diversas no SNC e a importância 

delas na interação entre as células é alvo de investigação
180-183

. Ainda, número crescente 

de evidências aponta para a correlação entre a desregulação da sinalização de 

quimiocinas nos pacientes com ELA e o curso clínico da doença
101, 184-186

. 

A super-expressão de quimiocinas nos modelos animais de ELA, como MCP-1, 

foi correlacionada à ativação glial precoce
45, 87

 e também à infiltração de células 

dendríticas no início dos sintomas
87

, o que pode contribuir para a toxicidade ao neurônio 

motor antes da fase de morte neuronal. Interessantemente, a elevação da quimiocina 

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

medula espinal de camundongos SOD1
G93A

 em fases mais tardias 
98, 187

. 

O aumento da expressão de Cxcr4 na medula espinal do camundongo transgênico 

de 40 dias é particularmente interessante. A análise nas células microdissecadas de 

animais de 40 dias mostrou diminuição de sua expressão nos astrócitos e aumento nos 

neurônios motores dos animais transgênicos. Sinalização deficitária de CXCR4 por seu 

ligante de alta afinidade, o SDF-1/CXCL12, foi descrita nas células progenitoras gliais 

no modelo animal SOD1
G93A

 e correlacionada às alterações da capacidade de migração 

destas células
188

, sugerindo a presença de alterações gliais na ELA muito precocemente, 
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já no desenvolvimento. Ainda com relação ao papel do CXCR4 nos astrócitos, este 

receptor foi implicado na exocitose do glutamato dependente do TNF-α e da PGE2 

nestas células
158

. A liberação de quantidades aumentadas da PGE2 foi descrita em 

cultura de astrócitos transgênicos SOD1
G93A

, mesmo na ausência de estimulação por 

citocinas
78

. Desta forma, a diminuição do Cxcr4 nos astrócitos microdissecados dos 

animais de 40 dias pode representar a tentativa de redução da sinalização glutamatérgica 

nesta idade, algo que também foi sugerido pela regulação do Slc1a2 discutida 

anteriormente. Contrariamente ao observado nas amostras enriquecidas de astrócitos e 

consistentemente ao observado nos resultados do microrarray, o aumento do transcrito 

Cxcr4 foi observado nos neurônios motores microdissecados da idade de 40 dias. 

Estudos descreveram a importância da expressão do CXCR4 no estabelecimento 

adequado da inervação dos músculos pelos neurônios motores durante o 

desenvolvimento
189

 e no direcionamento adequado dos neurônios motores para sua 

localização ventral
190

. A função desta sinalização no neurônio motor adulto na medula 

espinal ainda permanece pouco estudada. O seu aumento nos neurônios motores na 

idade pré-sintomática de 40 dias pode representar a resposta do neurônio motor à 

retração axonal, uma vez que a sinalização SDF-1/CXCR4 já foi descrita como 

importante para o guiamento axonal, atuando inclusive na redução da efetividade de 

múltiplas moléculas que atuam como repelentes axonais
191

. De fato, intervenções in 

vivo neste sistema precisam ser cuidadosamente planejadas, tendo em vista a regulação 

diferencial da expressão deste transcrito em astrócitos e neurônios motores. 

A via KEGG proteólise mediada por ubiquitina foi apontada pelos genes super-

expressos das idades de 40 e 80 dias. De fato, inclusões intracelulares positivas para a 

ubiquitina presentes na ELA levam à disfunção do sistema ubiquitina-proteossomo
192-

196
, evento que ocorre nos astrócitos e nos neurônios motores já nas fases pré-

sintomáticas do modelo animal
197

. Estudo recente de metanálise apresentou a lista de 

genes correlacionados à disfunção do sistema ubiquitina-proteossomo nos modelos 

animais e pacientes com ELA
198

. De fato, a atividade proteassomal reduzida foi descrita 

nos neurônios motores do animal SOD1
G93A

 nas fases pré-sintomáticas da doença
192

, 

sugerindo um papel importante para esta via nas fases pré-sintomáticas da ELA, uma 

vez que ela pode ser relevante no desencadeamento da morte do neurônio motor. 

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

codifica para uma E3 ubiquitinta-ligase, na medula espina de camundongos SOD1
G93A
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da idade de pré-sintomática de 40 dias. A elevação da NEDD4 decorrente de estresse 

oxidativo in vivo foi correlacionada com neuroproteção
199

. 

Interessantemente, expressão aumentada do transcrito Ube2i foi detectada nas 

amostras enriquecidas de astrócitos transgênicos de 40 dias. Ube2i codifica a proteína 

Ubc9, uma enzima conjugadora de moléculas modificadoras do tipo ubiquitina (do 

inglês, smal ubiquitin-like modifier – SUMO). A modificação do tipo SUMOilação é a 

principal reguladora da função de proteínas, exerce papel importante em vários 

processos celulares e envolve a ligação covalente da molécula SUMO aos resíduos de 

lisina em proteínas específicas através de uma cascata enzimática análoga, mas distinta 

da via de ubiquitinação
200

. Estudos demonstraram que a ativação de caspase-3 nos 

neurônios e astrócitos contribuiu para patogênese da ELA
72

. A caspase-3 é capaz de 

clivar o receptor de glutamato EAAT2 na sequência consenso „DTID‟, bloqueando sua 

atividade
176

. Ainda, o fragmento proteolítico de aproximadamente 25kDa derivado da 

clivagem da porção C-terminal citoplasmática do receptor EAAT2 (CTE) pela caspase-

3 é conjugada à molécula SUMO1 e acumula-se na medula espinal de camundongos 

SOD1
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 antes mesmo do início dos sintomas. O acúmulo da CTE-SUMO1 em 

núcleos de astrócitos faz com que os mesmos adquiram propriedades tóxicas que afetam 

neurônios
201

. O acúmulo prolongado de CTE-SUMO1 no núcleo destes astrócitos é 

também gliotóxico
201

. Ainda, SUMOilação está envolvida na resposta celular ao 

estresse oxidativo, à hipóxia, à excitotoxicidade ao glutamato e ao defeito proteossomal, 

os quais foram relacionados à toxicidade neuronal na ELA
202

. O aumento da expressão 

gênica do Ube2i encontrado neste estudo nos astrócitos microdissecados dos animais 

transgênicos de 40 dias, quando comparados aos animais selvagens, é interessante, uma 

vez que, apesar de estudos in vitro mostrarem efeito tóxico de astrócitos neonatais
58

, 

experimentos in vivo detectaram astrogliose reativa próxima ao início dos sintomas, 

após a morte neuronal
203

. Dessa forma, estudos adicionais são necessários para a 

avaliação da implicação precisa da SUMOilação na regulação do balanço entre a 

resposta adaptativa e a neuroprotetiva ao estresse
204

 com importância especial na fase 

pré-sintomática da ELA.  

O aumento da expressão do transcrito Fbxw7 na idade de 80 dias pode estar 

implicado na proteção do neurônio motor nesta fase que antecede o início dos sintomas 

clínicos
205, 206

. A FBXW7, outro membro da família E3 ubiquitina-ligase, é responsável 

pela conjugação da molécula de ubiquitina ao substrato, portanto podendo estar 
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envolvido na proteção neuronal. Desta forma, o aumento da expressão de genes 

relacionados à ubiquitinação nas fases pré-sintomáticas pode refletir a contraposição à 

formação dos agregados. 

As análises também mostraram a diminuição da expressão de genes relacionados à 

fosforilação oxidativa em ambas as idades pré-sintomáricas do estudo. A fosforilação 

oxidativa é inerentemente ligada à produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) 

207
. Os níveis de EROs mitocondriais e citosólicos são controlados por sistemas 

antioxidantes e exercem função de sinalização, sob condições fisiológicas. Entretanto, 

quando os sistemas antioxidantes falham em manter os níveis de EROs dentro dos 

limites seguros, então, aumenta-se o risco de danos a moléculas de lipídeos, proteínas e 

DNA. Adicionalmente, a deterioração progressiva das funções mitocondriais e do 

sistema de fosforilação oxidativa são também associados à ELA
41, 207, 208

, eventos que, 

de fato, ocorrem nas fases pré-sintomáticas da doença
46, 209

. A disfunção mitocondrial 

pode agir sobre os mecanismos que desencadeiam a morte do neurônio motor na ELA, 

por predispô-los à excitotoxicidade mediada por cálcio, por aumentar a produção de 

EROs e por estimular vias apoptóticas intrínsecas, eventos estes presentes nas fases pré-

sintomáticas da doença
210

, portanto favorecendo a vulnerabilidade neuronal. Ressalta-se 

que o ciclo do ácido tricarboxílico (ATC) foi apontado como termo GO super-

representado pelos genes super-expressos na idade de 80 dias. O ciclo ATC é 

responsável por fornecer substrato à fosforilação oxidativa
207

 e seu aumento foi descrito 

previamente nos neurônios motores microdissecados do modelo VEGF da ELA no 

período pré-sintomático da doença
138

.  

O rompimento da bareira hematoencefálica foi descrito como evento inicial na 

ELA
211

. Experimentos utilizando a técnica da microscopia eletrônica revelaram o 

rompimento da junção oclusiva, alterações endoteliais e astrogliais, ruptura de capilares 

e dano à membrana basal de células endoteliais no camundongo SOD1
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 pré-

sintomático
212

. Ainda, toda a unidade neurovascular, que é constituída pelo endotélio, 

pela junção oclusiva e pela membrana basal, está alterada nos pacientes com ELA e na 

fase pré-sintomática do modelo animal
213-216

. Adicionalmente, níveis reduzidos das 

moléculas de junção oclusiva zona ocludente-1, ocludina e claudina-5 foram detectados 

no tecido post mortem de pacientes e modelos animais com ELA
213, 217, 218

. A análise 

pelo KEGG deste trabalho apontou o aumento da expressão de genes relacionados à 

junção oclusiva nos animais transgênicos da idade de 40 dias, bem como o aumento e a 
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diminuição de genes desta categoria nos animais transgênicos da idade de 80 dias. A 

regulação diferencial de genes de junção oclusiva foi correlacionada às características 

específicas da evolução clínica da ELA
219

, entretanto, estudos adicionais são necessários 

para o detalhamento da influência da desregulação de junção oclusiva sobre a morte do 

neurônio motor na doença. 

Endocitose foi outra via KEGG apontada como super-representada entre os genes 

super-expressos nos animais transgênicos de 40 e 80 dias. Os genes apontados para essa 

via estão relacionados à endocitose dependente/independente de clatrina, à autofagia e 

também à neurotransmissão
188, 220-223

. Autofagia é um processo fisiológico necessário 

para a nenovação/reparo de processos moleculares, envolvendo o sistema ubiquitina 

proteossomo e atuando na manutenção da estrutura e da função celular
224

. Defeitos 

nesses processos foram implicados na patogênese da ELA
225

, embora os estudos em 

fases pré-sintomáticas sejam escassos
226, 227

. Nossos resultados mostraram a via 

endocitose dependente de clatrina nas fases pré-sintomáticas. Os transcritos da proteína 

adaptadora epsina 1 (Epn1) e da E3 ligase (Wwp1) foram identificados como super-

expressos nos animais transgênicos da idade de 40 dias, enquanto que os transcritos da 

clatrina (Clta) e das proteínas adaptadoras relacionadas, a Ap2a1a e a Dnm1, foram 

diferencialmente expressos nos animais transgênicos de 80 dias. A endocitose mediada 

por clatrina relaciona-se a diversas funções fisiológicas, a exemplo da regulação de 

proteínas de superfície, da nutrição, da ativação de vias de sinalização, do tráfego de 

proteínas, da degradação de componentes de membrana
223

, e também é 

fundamentalmente importante na reciclagem de vesículas sinápticas 
228

. 

O aumento dos transcritos das proteínas de choque térmico, a Hspa1a, 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
229

 e 

diminuir a desnervação da junção neuromuscular
230

 no camundongo transgênico 

SOD1
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. Este papel protetivo da Hsp70 foi também descrito por outros autores
231-233

. 

Adicionalmente, a regulação da Hsc70 pode ter papel marcante, já que as chaperonas 

são relacionadas à autofagia
221, 222

. Ressalta-se que aumento da Hsc70 foi descrito nas 

frações insolúveis de medula espinal do camundongo transgênico em diferentes fases 

pré-sintomáticas da doença
234

, assim como a ubiquitinação da Hsc70 foi capaz de 

induzir a degradação da SOD1 mutada
195

. Deve-se destacar que a correlação existente 
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na literatura científica entre autofagia e ELA
235

 é mais frequente nas fases sintomáticas, 

sendo a sua importância nos processos mais precoces da doença objeto para estudos 

futuros. 

A via do processamento e apresentação de antígeno foi apontada pelas análises 

enriquecidas para ambas as idades deste estudo. Interessantemente, os genes desta 

categoria mostraram expressão diminuída na idade pré-sintomática de 40 dias e 

aumentada na de 80 dias nos animais transgênicos. O transcrito B2m, este que parece 

estar implicado na plasticidade sináptica e na regeneração axonal após axotomia do 

nervo periférico
236

 destacou-se na idade de 40 dias. Sabe-se que após a tradução no 

retículo endoplasmático, a β2-microglobulina (B2m) se associa com a porção 

extracelular da cadeia pesada de classe I e esta interação é necessária para expressão da 

molécula de complexo principal de histocompatibilidade (MHC-I) completa na 

superfície celular. A diminuição da expressão gênica de B2m na medula espinal do 

camundongo transgênico na idade pré-sintomática de 40 dias pode estar relacionada à 

capacidade reduzida do neurônio motor transgênico de responder à retração axonal e 

desmantelamento da junção neuromuscular, eventos descritos em animais transgênicos 

de 40 dias
20

. Esses resultados corroboram achados anteriores que mostraram a redução 

de MHC-I nos neurônios motores da medula espinal de camundongos transgênicos 

SOD1
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 de 1 e 2 meses de idade
237

. Ainda, estudos mostraram a diminuição da 

proteína B2m no fluido cerebrospinal dos pacientes com ELA
238

, ressaltando a 

influência deste gene na patologia. A diminuição da expressão de Rfxank nos animais 

transgênicos da idade de 40 dias apontada por nossas analises está de acordo com 

descrições anteriores de diminuição da expressão de MHC-II neuronal co-ocorrendo 

com abundante quantidade de microglias MHC-II positivas circundando neurônios 

motores SOD1
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 de um mês de idade
237

. A proteína RFXANK é uma subunidade 

constitutivamente expressa no complexo RFX, que se liga diretamente aos promotores 

dos genes de MHC de classe II
239

. Dessa forma, a regulação de Rfxank, pode levar a 

neuroimunomodulação pelas células gliais, especialmente a microglia
240, 241

.  

Por outro lado, na idade de 80 dias, os transcritos apontados para essa categoria 

relacionam-se principalmente ao MHC-I (H2-Bl, H2-K1, H2-Q1, H2-Q10, H2-Q2, H2-

Q7, H2-T22, H2-T23) e às moléculas associadas ao transporte de peptídeos (Tap2)
242

. 

Estudos ainda são necessários para elucidar se as respostas desencadeadas pelo MHC – 

I são direcionadas pelos neurônios motores ou pela glia vizinha
243

. Recentemente, o 
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aumento da expressão de RNAm que codifica MCH-I, B2m e Tap na microglia e 

densidades neuronais pós-sinápticas foi correlacionado com a disfunção hipocampal 

mediada pelo envelhecimento
244

. Moléculas de MHC-I apresentam peptídeos derivados 

de antígenos endógenos. Estes peptídeos, originários principalmente de proteínas 

citosólicas ou nucleares, são gerados pelo proteossomo e translocados para o lúmen do 

retículo endoplasmático pelo transportador associado com processamento de antígeno 

(TAP). TAP2 é um membro da família de proteínas transportadoras ligadoras de ATP 

localizada no retículo endoplasmático
245

. No retículo endoplasmático, chaperonas geram 

um complexo heterotrimérico estável contendo a cadeia pesada de MHC-I, B2m e o 

peptídeo. Este complexo MHC-I sai do retículo endoplasmático através de uma via 

secretória constitutiva até a superfície celular. Estudo recente mostrou que de cada 10
4
 

proteínas degradadas apenas 1 peptídeo é ligado ao MCH-I
246

. Foi sugerido que isto seja 

decorrente da degradação destes peptídeos antes da associação à TAP devido à curta 

meia-vida destes peptídeos determinada pela atividade das aminopeptidases
247

. Isto 

explica a relativa ineficiência de moléculas MHC-I em apresentar anígeno.  

A expressão de MHC-I pelos neurônios e, particularmente, pelas microglias pode 

também contribuir para o processo de stripping sináptico, ou seja, o desligamento de 

terminais pré-sinápticos do soma e dendritos de neurônios danificados
248

, função esta 

realizada por aquela célula glial 
249

. A indução de MHC–I na medula espinal de 

camundongos transgênicos de 80 dias pode contribuir para a morte do neurônio motor 

por aumentar a sinalização neuroimune ou por alterar a homeostase sináptica, nas suas 

funções relacionadas à neurotransmissão, 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 Tuba1a foram escolhidos para serem avaliados em microglias 

microdissecadas de animais transgênicos e selvagens. A regulação destes transcritos nas 

amostras microgliais enriquecidas corrobora descrições das ações tóxicas destas células 

ativadas, como mobilidade e apresentação de antígeno, aos neurônios ainda na fase pré-

sintomática da doença
250

.  

A via do metabolismo de frutose e manose também foi apontada como 

enriquecida na idade de 40 dias, com destaque para o aumento da expressão gênica do 

Pfkfb3. Lactato e corpos cetônicos são substratos oxidativos excelentes para 

neurônios
251, 252

, ao lado da glicose
253

, o que ressalta a importância dos astrócitos na 
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manutenção da homeostase bioenergética do SNC
254

. A glicose pode ser metabolizada 

tanto pela glicólise quanto pela via das pentoses
255

, de forma que a primeira é a forma 

mais eficiente de produção de ATP
256

. Número crescente de evidências sugere a 

existência do balanço entre a glicólise e a via das pentoses. O regulador chave deste 

processo é a 6-fosfofruto-2-quinase/frutose-2,6-bisfosfatase 3 (PFKFB3) 
256

. 

Dados sugerem que, em comparação aos astrócitos, os neurônios possuem 

capacidade reduzida de metabolizar a glicose através da glicólise
257

, usando 

preferivelmente a via das pentoses para este fim
257, 258

, apesar das controvérsias
259

. A 

capacidade glicolítica neuronal reduzida deve-se a níveis negligíveis de PFKFB3 nestas 

células, resultante de sua degradação constitutiva pelo complexo APC/Cdh1, uma 

ubiquitina E3-ligase
258

, isto favorece a via das pentoses em detrimento da glicólise 

nestas células. Este “roteiro metabólico” possui enorme impacto para sobrevida 

neuronal
258

. Neurônios são altamente sensíveis ao estresse oxidativo por possuirem 

sistema antioxidante dependente de glutationa (GSH) pouco eficiente
260

, o que ressalta a 

importância da via das pentoses nestas células 
261

. Dessa forma, a superexpressão de 

PFKFB3 ou inibição de sua degradação leva a seu acúmulo no citoplasma, aumento da 

glicólise e inibição da via das pentoses, culminando com baixa regeneração de GSH, 

levando ao estresse oxidativo e à morte neuronal
258

. 

Em astrócitos, por outro lado, a baixa atividade APC/Cdh1 é responsável por 

acúmulo de PFKFB3, contribuindo para taxas glicolíticas mais altas nestas células
258

. 

Dessa forma, astrócitos produzem lactato, a ser utilizado pelos neurônios para seu 

metabolismo energético
254

. Níveis reduzidos de lactato foram descritos na medula 

espinal do modelo animal da ELA a partir de 40 dias
75

. 

Adicionalmente, o Metilglioxal (MG) é outro produto inevitável da glicólise
262

. O 

sistema glioxalase, responsável pela degradação do MG, é altamente importante para 

proteger o SNC dos elementos de glicação avançados. Estudo recente mostrou que o 

sistema glioxalase dos atrócitos é mais eficiente do que o dos neurônios
263

, de forma 

que os astrócitos se mostraram capazes de proteger os neurônios da toxicidade do MG 

em cultura
263

. Dessa forma, a regulação do metabolismo energético de astrócitos e 

neurônios motores em fases pré-sintomáticas na ELA precisa ser melhor investigado. 

A presença de agregados proteicos na medula espinal de pacientes com ELA 

familiar e esporádica sugere que o funcionamento deficitário da maquinaria de controle 

de qualidade de proteína é um fator comum à neurodegeneração
4
. Controle de qualidade 
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de proteína por degradação associada ao retículo endoplasmático (do inglês, ERAD) 

também se apresenta desregulado na ELA, levando à sinalização de estresse capaz de 

induzir a morte neuronal por apoptose
264

. A SOD1 mutada interfere diretamente com 

ERAD por ligar-se à derlina-1, uma proteína responsável pela translocação de proteínas 

maldobradas do lúmen do retículo endoplasmático
265

 após o início dos sintomas no 

modelo animal. Estresse sustentado de retículo endoplasmático no animal que expressa 

a SOD1 mutada leva à ativação de ASK1, uma proteína quinase apoptótica, e a 

sobrevivência pode ser prolongada por ablação desta proteína
265

. Adicionalmente, 

ativação de resposta à proteína não dobrada já foi descrita em fases pré-sintomáticas no 

modelo animal da SOD1 mutada
266

. O aumento de expressão gênica de transcritos que 

fazem parte da via de processamento de proteína no retículo endoplasmático na idade 

pré-sintomática de 80 dias, mas não na idade de 40 dias, sustenta a hipótese de que o 

estresse do retículo endoplasmático não deve ser um evento desencadeador da morte 

neuronal na ELA, e sim um reflexo de outros processos que culminam na sua 

desregulação em uma idade já próxima ao aparecimento dos sintomas. 

A regulação acurada da expressão gênica requer controle apropriado dos níveis de 

RNAm, que são determinados por taxas relativas da síntese do pré-RNAm, 

processamento nuclear e turnover de RNAm citoplasmático
267

. A principal via de 

degradação de RNAm em eucariotos inicia-se com deadenilação, seguida por decapping 

e digestão por exonuclease 5‟-3‟ ou degradação por exonuclease 3‟-5‟
268

. A via de 

degradação 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 deadenilação e decapping267-269
. Com relação ao Lsm6, que apresentou-se 

subexpresso em ambas as idades, a literatura aponta funções para este transcrito tanto 

relacionadas à degradação de RNAm quanto para a via de spliceossomo. A 

desregulação das vias de processamento de RNAm é um dos mecanismos patogênicos 

envolvidos em doenças do neurônio motor
270

, entretanto, quais RNAs estão afetados em 

neurônios motores e/ou outros tipos celulares e como essa desregulação do 

processamento de RNA podem contribuir para a morte neuronal ainda precisa ser 

melhor estudado. 

O VEGF, que está envolvido na manutenção das redes neuronais e da vasculatura, 

também foi implicado na patogênese da ELA
271, 272

. A redução de VEGF em animais 

transgênicos é suficiente para desencadear a neurodegeneração
273

. Adicionalmente, 
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pacientes com ELA apresentam níveis circulantes reduzidos de VEGF no líquido 

cerebrospinal quando comparados aos controles saudáveis
274

. A SOD1 contribui 

diretamente para a deficiência de VEGF por ligar-se à região 3‟-não traduzida do seu 

RNAm, desestabilizando os transcritos e diminuindo sua expressão
275, 276

. Estas 

descrições estão em linha com a diminuição da expressão do transcrito Vegfa na idade 

pré-sintomática de 80 dias observada em nossas análises. O transcrito Akt1, implicado 

na via de sinalização do VEGF, foi avaliado em neurônios motores microdissecados de 

animais de 80 dias e mostrou expressão reduzida nos neurônios obtidos de animais 

transgênicos. O Akt participa das vias que promovem a sobrevivência neuronal, por 

aumentar a expressão das proteínas anti-apoptóticas e por suprimir a atividade das pró-

apoptóticas
277-280

. Estes resultados corroboram estudos anteriores que descrevem a 

supressão da via PI3K/Akt em animais SOD1
G93A

 como sendo causa importante da 

morte do neurônio motor
281

. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7. CONCLUSÕES 
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1. O período sintomático da doença iniciou-se em P90 pela presença dos sinais 

neurológicos clássicos do modelo nesta idade. As idades pré-sintomáticas eleitas para os 

estudos moleculares foram P40 e P80. 

 

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

expressos nos animais de P40 e P80, respectivamente.  

 

3. As análises bioinformáticas apontaram 17 vias super-representadas em P40 e 11 

em P80. Destas, as vias sinapse glutamatérgica, endocitose, sinalização de quimiocinas, 

proteólise mediada por ubiquitina, fosforilação oxidativa, processamento e apresentação 

de antígeno e junção 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 análise de alguns de seus 

transcritos nas amostras enriquecidas obtidas por microdissecção a laser. 

 

4. A análise da via glutamatérgica nas amostras enriquecidas dos astrócitos e dos 

neurônios motores dos animais de P40 mostraram aumento da expressão do Slc17a6 nos 

neurônios motores e os aumentos dos Slc1a2 e Ube2i nos astrócitos dos animais 

transgênicos quando comparados aos selvagens. Aumento e diminuição do Cxcr4 nos 

neurônios e astrócitos destes animais, respectivamente, foram também observados. 

Estes resultados indicam a ocorrência de sinalizações capazes de reduzir e também 

promover o dano neuronal nesta idade. A análise da via fagossomo realizada nas 

amostras enriquecidas de microglias e neurônio motores de animais de P80 apontou 

aumento da expressão de Tap2 e Tuba1a nas microglias e diminuição de Akt1 nos 

neurônios dos animais transgênicos quando comparados aos selvagens. Este perfil 

observado nas amostras dos animais de 80 dias sugere papel para a 

neuroimunomodulação nesta idade. 
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ANEXO B 
 
## Importação dos arquivos .txt 

targets <- read.targets("Targets.txt") 

dd <- read.AgilentFE(targets, makePLOT=FALSE) 

 

## Avaliação do coeficiente de variação de probes replicadas 

cv <- CV.rep.probes(dd,"mgug4122a.db",foreground="MeanSignal", 

raw.data=TRUE,writeR=FALSE, targets) 

genes.rpt.agi(dd,"mgug4122a.db",raw.data=TRUE,WRITE.html=FALSE,REPORT=

FALSE) 

 

## Correção de background e normalização 

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, 

                      limISF=75, 

                      limNEG=75, 

                      limSAT=75, 

                      limPopnOL=75, 

                      limNonUnifOL=75, 

                      limNAS=100, 

                      

makePLOT=F,annotation.package="mgug4122a.db",flag.counts=T,targets) 

 

## Sumarização das sondas replicadas 

ddPROC=summarize.probe(ddFILT, makePLOT=FALSE, targets) 
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## Construção da matriz de expressão 

eset <- build.eset(ddPROC, targets, makePLOT=FALSE, 

                 annotation.package="mgug4122a.db") 

 

## Inserção do símbolo do gene na tabela 

# obtendo os ID a partir da matriz de expressão 

ID <- featureNames(eset) 

 

# Procura dos símbolos para cada ID 

Symbol <- getSYMBOL(ID, "mgug4122a.db") 

 

# Construção de um quadro temporário de identificação 

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

 

# Adicionando NA aos ID que não possuem símbolo 

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

 

# Montagem da matriz usando os dados criados acima 

fData(eset) <- tmp 

 

# limpesa do console para as variáveis usadas 

rm(ID, Symbol, tmp) 

 

## Aplicação da regressão linear 

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

design 

fit <- lmFit(eset, design) 

fit <- eBayes(fit) 

exp <- topTable(fit,coef="tg-wt")  
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ANEXO C 
 

Tabela 10. Todos os genes diferencialmente expressos no animal transgênico SOD1
G93A

 

de 40 dias com seus respectivos valores de p e Fold. Valores positivos representam 

genes super-expressos e valores negativos representam genes subexpressos. 

 

ProbeID Símbolo do Gene Fold absoluto Fold Logado 
Média de 

Expressão 
P.Valor 

A_51_P422030 Ocel1 -1.684203903 -0.752066813 7.693641523 0.0193 

A_51_P471520 Stk25 -1.511899275 -0.596362028 9.484702689 0.0041 

A_51_P468140 Serpind1 -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 Fcho1 -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 Hist1h4i -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 Gas2l3 -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 Fbln5 -1.296806637 -0.37496338 7.802687575 0.0224 

A_51_P239654 Nr4a1 -1.29562563 -0.373648913 8.529709806 0.0004 

A_51_P501730 Crispld2 -1.282919321 -0.359430447 6.732376704 0.0030 

A_51_P463552 Wdr78 -1.267688279 -0.342200034 7.930739463 0.0071 

A_52_P652859 Lama2 -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 Id2 -1.21148868 -0.276780925 9.755582691 0.0399 

A_51_P431852 Uqcrh -1.21133136 -0.276593568 12.87071714 0.0026 

A_51_P448479 Slc10a4 -1.210603032 -0.275725869 9.801982049 0.0313 

A_51_P197850 Nr2c1 -1.208632133 -0.273375203 6.527456847 0.0504 

A_51_P432930 Trappc3 -1.204846397 -0.268849233 7.922602777 0.0418 

A_51_P291062 Col16a1 -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 Pdrg1 -1.187068491 -0.247403178 10.22646006 0.0414 

A_52_P560728 Serhl -1.185881532 -0.245959893 7.81046069 0.0504 

A_51_P295286 1700066M21Rik -1.182519279 -0.241863705 6.614938881 0.0503 

A_51_P482571 Wnt6 -1.181702454 -0.240866819 6.607549263 0.0046 

A_51_P511270 Pou3f1 -1.181446461 -0.240554253 9.640979356 0.0499 

A_51_P356760 Mical1 -1.180314804 -0.239171694 8.856263311 0.0409 

A_51_P129012 B2m -1.17990474 -0.238670388 8.921867312 0.0074 

A_51_P444264 Rtn1 -1.17846279 -0.236906206 12.73174614 0.0025 

A_51_P406157 Calcb -1.176665896 -0.234704738 7.647561606 0.0252 

A_51_P151862 Lims2 -1.176656605 -0.234693346 9.418441063 0.0276 

A_51_P191865 Lama2 -1.175510493 -0.233287417 6.740090352 0.0392 

A_52_P318532 Tbx2 -1.173648332 -0.231000189 6.895468919 0.0467 

A_52_P467726 Nsg1 -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 Lima1 -1.157310414 -0.210775877 8.190774021 0.0324 
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A_52_P640413 Igflr1 -1.155944446 -0.209072064 7.231814262 0.0242 

A_52_P117325 Rbl2 -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 Ndufb11 -1.154046257 -0.206701052 11.95395442 0.0466 

A_51_P517982 Gabarapl2 -1.153578907 -0.206116691 10.59975993 0.0329 

A_52_P163640 Ccdc126 -1.151889618 -0.204002474 6.730158785 0.0219 

A_52_P981680 Rfc2 -1.151798012 -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 Htra1 -1.150174679 -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 Myo1c -1.148719018 -0.200025951 6.934629803 0.0414 

A_52_P563617 Ssbp4 -1.148201644 -0.199376027 8.655105275 0.0405 

A_52_P541826 Eif4a1 -1.148021609 -0.199149798 7.366202031 0.0351 

A_52_P586944 Bmpr1b -1.14723153 -0.198156581 6.709881296 0.0328 

A_51_P362429 Myh11 -1.14648192 -0.197213604 6.791138141 0.0022 

A_52_P131254 NA -1.143654516 -0.193651297 12.03548716 0.0137 

A_51_P346715 D4Wsu53e -1.142552941 -0.192261015 11.76184176 0.0386 

A_51_P414653 Plvap -1.1400321 -0.189074447 7.388246355 0.0117 

A_52_P56751 Lcp1 -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 Rps15a -1.136110947 -0.184103728 10.60917565 0.0483 

A_51_P397934 Grin3b -1.134676342 -0.182280839 8.682239412 0.0225 

A_52_P335478 Pole4 -1.134280479 -0.181777426 8.353686974 0.0286 

A_52_P562807 3110052M02Rik -1.134206208 -0.181682958 6.972088679 0.0089 

A_52_P362161 Rab3b -1.133581449 -0.180888054 7.884499914 0.0218 

A_51_P292276 Agrn -1.133564319 -0.180866253 10.96310735 0.0164 

A_52_P694988 Zfp933 -1.132539112 -0.179560874 6.445424832 0.0429 

A_51_P100063 Lnx1 -1.129828851 -0.176104247 8.056583053 0.0458 

A_51_P141136 Tnrc6a -1.129721412 -0.17596705 7.900249839 0.0503 

A_51_P153124 Emcn -1.129320362 -0.175454803 7.924206905 0.0360 

A_51_P459477 Col11a1 -1.1287304 -0.174700935 7.036338775 0.0482 

A_51_P394515 Tkt -1.128632436 -0.174575718 11.97122811 0.0157 

A_51_P115178 Scara3 -1.127709761 -0.173395809 6.564525693 0.0296 

A_52_P322962 NA -1.126929489 -0.17239725 6.61055956 0.0219 

A_52_P96360 NA -1.126859871 -0.172308122 8.156790445 0.0482 

A_51_P507778 Sdr42e1 -1.126669688 -0.172064614 8.499648072 0.0069 

A_52_P484838 Rfxank -1.126455932 -0.171790875 7.365826798 0.0307 

A_51_P319551 Kif3a -1.12640871 -0.171730395 7.884179598 0.0096 

A_52_P272364 Gria3 -1.125954659 -0.171148733 6.452039429 0.0199 

A_52_P480141 Plxna1 -1.12547476 -0.170533703 6.971589255 0.0346 

A_51_P436878 Sertad1 -1.124149093 -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 -1.120313494 -0.163902494 6.970641561 0.0242 

A_51_P165435 Cox4i1 -1.119811506 -0.163255908 12.99347746 0.0417 

A_51_P451574 Acot1 -1.119807333 -0.163250533 8.709608198 0.0243 

A_52_P438359 Dnajc19 -1.119571163 -0.162946233 7.079379491 0.0464 

A_52_P134075 Osbpl5 -1.116635563 -0.15915841 9.216698262 0.0142 

A_51_P233059 Ktn1 -1.116222594 -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 Fth1 -1.114326981 -0.15617263 14.86527232 0.0121 

A_52_P279579 Nyap1 -1.114279795 -0.156111538 9.467362003 0.0400 

A_52_P453650 NA -1.11271514 -0.154084304 9.3743494 0.0346 

A_51_P277345 Ostf1 -1.112175795 -0.153384844 8.418080013 0.0397 

A_52_P198898 Samd5 -1.111861678 -0.15297732 6.769812595 0.0195 

A_52_P179599 NA -1.111715053 -0.152787054 13.07017311 0.0230 

A_51_P331021 Ttc32 -1.110571279 -0.151301992 7.249097334 0.0441 
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A_51_P234113 Nod1 -1.108684025 -0.148848256 8.538987806 0.0376 

A_52_P400999 Arhgap31 -1.108404774 -0.14848483 7.510853157 0.0486 

A_51_P437426 Lrrc33 -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 Ndufb8 -1.103122379 -0.14159285 12.39090077 0.0151 

A_51_P290921 Sytl2 -1.10308751 -0.141547247 8.024316605 0.0292 

A_51_P487105 Bud31 -1.103059773 -0.141510971 7.704943805 0.0237 

A_52_P685971 Srsf11 -1.101814325 -0.139881125 9.25257059 0.0340 

A_52_P324566 Midn -1.101162374 -0.13902722 8.119583408 0.0321 

A_52_P405193 Prkrir -1.100571066 -0.138252305 6.891052808 0.0188 

A_51_P386304 Ccnl2 -1.097999153 -0.134876941 8.534202552 0.0363 

A_51_P273843 Spcs2 -1.09726909 -0.13391737 9.995090394 0.0432 

A_52_P42380 Tmem106c -1.097016012 -0.133584584 7.113249978 0.0191 

A_51_P293938 Rasl11b -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 Ctnnb1 -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 Thy1 -1.088498518 -0.122339443 7.554144872 0.0268 

A_52_P53596 Sesn1 -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 Dhcr7 -1.085029493 -0.117734258 9.819274469 0.0489 

A_51_P520936 Bcar3 -1.084056 -0.116439286 7.52614621 0.0419 

A_51_P447595 Scube1 -1.083079713 -0.115139427 7.126570672 0.0439 

A_52_P112721 Commd8 -1.080863208 -0.112183949 7.741206098 0.0238 

A_52_P52964 Hist1h4f -1.080506219 -0.111707376 9.335413596 0.0442 

A_51_P123077 Nubp1 -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 8.581471851 0.0391 

A_51_P359333 Fh1 -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 1.06000923 0.084076826 6.459207426 0.0482 

A_52_P342836 NA 1.063238115 0.088464729 7.67427738 0.0503 

A_52_P477286 Rab8b 1.063783487 0.089204547 6.480474084 0.0485 

A_51_P428781 Pbx4 1.066316259 0.092635391 6.441723827 0.0465 

A_51_P451176 Bhlhe41 1.067763349 0.094591934 6.436438696 0.0386 

A_52_P354286 Dab1 1.068095347 0.095040439 6.79100819 0.0457 

A_52_P971290 NA 1.069426509 0.096837344 6.388147176 0.0414 

A_52_P308681 Atxn3 1.069625291 0.097105484 7.143599768 0.0500 

A_52_P142912 Pfkfb2 1.069921059 0.097504356 6.563841053 0.0386 

A_51_P237548 Dzank1 1.069931708 0.097518715 6.552715259 0.0456 

A_52_P400509 Atm 1.070560861 0.098366815 6.648937292 0.0480 

A_51_P399653 Crhr2 1.071257523 0.099305335 6.474436128 0.0371 

A_52_P475886 Rc3h1 1.07129541 0.099356359 6.462070776 0.0404 

A_52_P169181 Auts2 1.071525568 0.099666275 6.448417719 0.0486 

A_52_P796682 Ccne1 1.072077481 0.100409175 6.507993066 0.0358 

A_52_P156932 Wac 1.072169989 0.100533659 6.594795584 0.0499 

A_52_P138126 Pfkfb3 1.072316732 0.1007311 6.415542702 0.0347 

A_51_P437847 Kctd1 1.072460377 0.100924347 8.346472068 0.0353 

A_52_P213004 Pacs2 1.073560622 0.102403659 6.833703418 0.0487 

A_52_P201482 Prickle2 1.073812473 0.102742069 6.501700788 0.0287 

A_52_P585124 Cxcr4 1.073857874 0.102803065 6.402537647 0.0488 

A_52_P201972 Zfp148 1.073884167 0.102838387 6.641158699 0.0485 
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A_52_P710826 NA 1.074069357 0.103087157 6.590939122 0.0503 

A_52_P323074 Epn1 1.074148036 0.103192835 6.516347779 0.0279 

A_51_P351948 NA 1.074288187 0.10338106 7.317065768 0.0476 

A_52_P423859 Nvl 1.074648261 0.103864535 6.537103582 0.0296 

A_52_P367760 Calml4 1.074668881 0.103892216 6.615731351 0.0460 

A_52_P336080 Eif5 1.074684921 0.103913748 6.57280199 0.0501 

A_52_P69292 Grin1 1.075566303 0.105096461 6.969950477 0.0412 

A_51_P260008 NA 1.076006592 0.105686916 6.682705801 0.0439 

A_52_P22781 Zfp866 1.076512564 0.106365158 6.907296691 0.0431 

A_51_P363525 Fbrsl1 1.076770864 0.106711279 8.258417296 0.0252 

A_52_P500077 Zfp551 1.077496328 0.107682953 7.288904681 0.0397 

A_51_P185141 Myo1e 1.077531668 0.107730269 6.742450971 0.0378 

A_51_P164895 Slc25a36 1.077626994 0.107857895 6.718675553 0.0314 

A_52_P581390 Kif1c 1.077892322 0.108213064 6.60746979 0.0276 

A_52_P16209 2610507B11Rik 1.0779773 0.108326798 6.523147977 0.0465 

A_52_P155302 Ankib1 1.078182678 0.108601637 6.599670552 0.0447 

A_52_P675039 Fhad1 1.078580346 0.10913365 6.548780338 0.0225 

A_52_P250278 Dhx29 1.078871379 0.10952288 7.065128526 0.0463 

A_51_P511612 NA 1.078895089 0.109554585 6.497744878 0.0443 

A_52_P214630 Sox9 1.079332129 0.110138875 7.56642132 0.0361 

A_51_P320650 C77370 1.079821367 0.110792669 6.623724702 0.0323 

A_52_P459657 Pcsk1n 1.079969242 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 1.080210077 0.111311912 6.757037836 0.0336 

A_51_P459741 Gprasp1 1.080555773 0.111773539 6.802390062 0.0449 

A_51_P143103 Pprc1 1.0806461 0.111894134 7.309051064 0.0297 

A_52_P303491 Grid2 1.080726417 0.112001355 7.408870504 0.0463 

A_52_P168549 Fgf14 1.080767317 0.112055952 6.503691572 0.0403 

A_52_P297212 Zkscan3 1.081472863 0.112997465 7.171825888 0.0301 

A_52_P550884 Samd12 1.081685368 0.113280921 6.505505258 0.0365 

A_52_P380301 Unc5c 1.08174632 0.113362213 7.103945431 0.0477 

A_52_P145033 Nisch 1.081915037 0.113587209 6.897340535 0.0345 

A_52_P395149 Smtnl2 1.082395231 0.114227387 7.187672298 0.0377 

A_52_P561236 Bri3bp 1.082463478 0.114318349 6.932265918 0.0306 

A_51_P244154 Lrrc8b 1.082545511 0.114427678 7.238964025 0.0430 

A_51_P346893 Extl1 1.082625314 0.114534027 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_P275591 Zfp292 1.083233102 0.115343732 7.05019541 0.0421 

A_51_P178575 Brd3 1.083762708 0.11604891 8.930068417 0.0368 

A_52_P649296 Nras 1.083837783 0.116148847 6.719202515 0.0248 

A_51_P294156 4930422G04Rik 1.083875629 0.116199222 6.6325791 0.0177 

A_52_P679711 4930538K18Rik 1.084132684 0.116541336 6.395477475 0.0384 

A_51_P437050 Heg1 1.084242532 0.116687507 6.536603336 0.0472 

A_51_P332359 Med6 1.084253195 0.116701695 7.155800767 0.0281 

A_51_P205820 Klf11 1.084488252 0.117014425 6.469622806 0.0285 

A_51_P476900 NA 1.084516882 0.11705251 7.529614971 0.0284 

A_51_P156222 Elfn1 1.084828372 0.117466815 7.722203308 0.0277 

A_51_P343350 Amn 1.084980987 0.117669762 7.097276805 0.0126 

A_52_P738798 NA 1.085272989 0.118057983 6.476066349 0.0274 

A_52_P533724 Ino80 1.087465512 0.120969648 6.522569488 0.0249 

A_52_P118638 Senp5 1.087738393 0.121331623 6.857888853 0.0347 

A_51_P416243 Exosc9 1.087761545 0.121362329 7.571865451 0.0423 

A_52_P51564 Arhgap10 1.087892308 0.121535749 6.561122387 0.0235 

A_51_P393748 Ddx58 1.087896163 0.121540862 6.502722954 0.0342 

A_51_P275915 Ubr5 1.088160967 0.121891984 6.723347244 0.0434 

A_52_P539414 Gtf2h3 1.088197365 0.12194024 7.200936622 0.0466 

A_52_P612079 Prepl 1.088308111 0.122087056 8.418121513 0.0503 

A_51_P152797 2810039B14Rik 1.088416534 0.122230778 6.588098557 0.0430 

A_52_P198289 NA 1.088717408 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 Kif1b 1.089953713 0.124266869 6.545731536 0.0243 

A_52_P574214 Rrp1b 1.090082967 0.124437943 6.570424443 0.0215 

A_52_P627306 Mtf2 1.091288676 0.126032785 7.707880463 0.0270 

A_51_P507851 Gcc1 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 Creb1 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 Mlxipl 1.098291296 0.135260746 6.681335625 0.0206 

A_52_P367294 Fsd1l 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 Malat1 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 Hpcal1 1.102610913 0.140923785 9.123670934 0.0316 

A_51_P436534 Twf1 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 Pik3r1 1.10457173 0.143487109 6.867673555 0.0130 

A_52_P274238 Maea 1.104589372 0.143510152 9.216517126 0.0423 

A_51_P153982 Specc1 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 



ANEXOS - 90 

 

 

Tabela 10. Continuação... 

A_51_P418859 Zfp599 1.106683916 0.146243228 6.857594508 0.0401 

A_51_P396570 Plod2 1.106784874 0.146374833 6.980406425 0.0066 

A_51_P263004 Bcl11a 1.106820882 0.146421768 7.348113464 0.0380 

A_52_P54297 Rbm27 1.107246655 0.146976638 6.718332815 0.0079 

A_52_P593361 Ash1l 1.108127733 0.148124189 6.919764814 0.0129 

A_51_P264995 Mtf2 1.108212172 0.148234119 7.808125148 0.0076 

A_52_P296913 Cnnm1 1.10911223 0.149405358 10.81097588 0.0118 

A_51_P293901 Dhrs1 1.110838798 0.151649472 8.053468511 0.0186 

A_52_P558713 4930414L22Rik 1.110935993 0.151775698 6.554407526 0.0367 

A_52_P487598 Ncor1 1.112147332 0.153347922 7.548996914 0.0263 

A_51_P427017 1700020I14Rik 1.112212325 0.15343223 7.529301789 0.0086 

A_52_P247733 Prune 1.112333581 0.153589507 6.872993227 0.0381 

A_52_P596357 NA 1.11236036 0.153624239 6.759140893 0.0443 

A_52_P513439 NA 1.11319569 0.154707227 7.038950335 0.0386 

A_52_P52263 D17Wsu92e 1.113529151 0.155139327 7.419442866 0.0334 

A_51_P503877 NA 1.113632347 0.155273021 7.936411269 0.0198 

A_52_P185664 Nipal4 1.113990024 0.155736313 7.403786125 0.0065 

A_52_P654108 Dync1li2 1.114046438 0.155809372 7.438670867 0.0354 

A_52_P113250 Insig2 1.114743023 0.15671117 7.780341089 0.0347 

A_51_P174996 Slc17a6 1.114884714 0.156894534 9.661117151 0.0160 

A_51_P247614 Ncrna00086 1.115997395 0.15833366 8.624346081 0.0430 

A_52_P328044 Tle1 1.11609064 0.158454196 8.546660005 0.0097 

A_51_P443322 Eif3c 1.117044489 0.159686645 8.80385483 0.0434 

A_52_P507479 Fam73a 1.117531203 0.160315114 8.032553514 0.0145 

A_51_P295022 Nedd4 1.117669233 0.160493295 10.68749727 0.0500 

A_51_P480855 Rad18 1.117745696 0.160591991 7.204079109 0.0126 

A_52_P69867 Ppme1 1.118136728 0.161096614 7.282451887 0.0356 

A_51_P383599 NA 1.118294613 0.161300314 7.976652341 0.0233 

A_51_P221510 Fam81a 1.118661088 0.16177302 7.19119251 0.0486 

A_52_P407871 Lsm12 1.118875006 0.162048876 7.501752281 0.0103 

A_51_P206153 Ptprd 1.11919689 0.162463858 10.866322 0.0339 

A_51_P156882 Adarb1 1.119574587 0.162950645 7.020148601 0.0044 

A_52_P402989 H2afy 1.119798142 0.163238692 7.658984475 0.0311 

A_52_P565940 Nsd1 1.119897579 0.163366795 7.255314113 0.0130 

A_51_P201390 NA 1.120018467 0.16352252 6.777798895 0.0066 

A_51_P234544 Azin1 1.120302472 0.1638883 8.682072395 0.0380 

A_51_P409452 Cldn11 1.120323424 0.163915282 11.68900386 0.0087 

A_51_P410581 Hdgfrp3 1.121412423 0.165316957 7.214797808 0.0280 

A_52_P131915 Acap2 1.121444401 0.165358096 9.023574054 0.0376 

A_52_P205282 Huwe1 1.122695755 0.166967018 7.443012756 0.0150 

A_51_P479758 Sp4 1.123626127 0.168162076 6.690540476 0.0031 

A_51_P358908 U2af2 1.123841352 0.168438391 6.741590526 0.0102 

A_52_P147778 Fgfr1op 1.124041438 0.168695222 6.647933229 0.0102 

A_51_P311476 Rgma 1.124777702 0.169639899 10.79795687 0.0479 

A_51_P203321 Rbm10 1.124902382 0.169799812 9.14571257 0.0263 

A_52_P249424 Vegfa 1.124939165 0.169846985 6.920272007 0.0060 

A_51_P196590 Hadh 1.125141415 0.17010634 8.452964723 0.0278 

A_52_P378167 Pcdha9 1.125482701 0.170543882 7.032258718 0.0168 

A_52_P383913 Trim35 1.125602906 0.170697958 6.512756669 0.0345 

A_52_P18299 Chd5 1.125941849 0.171132319 8.164651351 0.0395 

A_51_P406527 Kcnd2 1.126028057 0.171242776 7.931109216 0.0048 

A_51_P202040 Fam98b 1.126032101 0.171247956 7.558490442 0.0486 

A_52_P41175 Med13l 1.126246743 0.171522934 8.120490845 0.0052 

A_52_P470373 Nlk 1.126393655 0.171711112 8.759443215 0.0309 

A_51_P463791 Srrm3 1.126466748 0.171804728 8.782258289 0.0393 

A_52_P529446 NA 1.127499514 0.173126811 7.583891884 0.0339 

A_52_P91346 Mier1 1.127836982 0.173558555 7.359142249 0.0022 

A_52_P367791 Mri1 1.128529355 0.174443946 7.237866266 0.0238 

A_52_P409778 Wdfy3 1.129515391 0.175703929 7.950130064 0.0334 

A_51_P396364 Cdk5rap2 1.12955516 0.175754724 7.177488674 0.0140 

A_52_P110257 Wdr83 1.129567152 0.17577004 7.58457257 0.0107 

A_52_P108952 Ppp2r5a 1.129728355 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 Cnep1r1 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 1600029I14Rik 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 Etnk1 1.135103888 0.182824343 7.446990095 0.0466 

A_51_P438293 Smarcal1 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 Map7d1 1.136447547 0.184531097 11.15588338 0.0451 

A_52_P322658 Ubqln1 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 Kif1c 1.141783713 0.191289389 8.200979281 0.0048 

A_51_P258690 Scrg1 1.141827557 0.191344785 9.905906341 0.0230 

A_52_P464570 Wwp1 1.141876545 0.191406681 7.340481265 0.0288 

A_51_P317076 Use1 1.142132446 0.191729961 8.63048982 0.0386 

A_51_P125825 Dzip1 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 Ubap2l 1.145189184 0.19558595 7.450202802 0.0205 

A_51_P373142 AI854703 1.145346742 0.195784425 9.619347433 0.0207 

A_51_P504037 Smarca2 1.145849278 0.196417288 8.350059829 0.0416 

A_52_P160518 Sfmbt1 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 Cnnm1 1.151609298 0.203651343 8.966903305 0.0014 

A_51_P184398 Ttbk2 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 Id4 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 Apba1 1.159486939 0.213486569 6.816278071 0.0184 

A_51_P256246 Tspan13 1.159539831 0.213552379 10.25891092 0.0374 

A_52_P7041 Odc1 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 Creld1 1.162230513 0.216896236 8.462711018 0.0229 

A_51_P412835 Daxx 1.162351091 0.217045904 8.774230572 0.0125 

A_52_P64601 Msl1 1.162415408 0.217125732 7.241721538 0.0446 

A_52_P454950 Ube2b 1.164010963 0.219104646 9.200084473 0.0257 

A_52_P493620 Fgfr1op2 1.164231197 0.219377582 8.943154757 0.0411 

A_51_P243900 Nell2 1.165558693 0.221021655 9.135431911 0.0157 

A_51_P348325 Poc1b 1.166005402 0.221574473 6.763290377 0.0115 

A_51_P182572 Phactr1 1.168588356 0.224766819 10.97076802 0.0324 

A_52_P239052 Zfp148 1.169052681 0.225339943 8.821128233 0.0074 

A_52_P73703 Dnajc27 1.171438925 0.228281738 9.419298513 0.0030 

A_51_P406105 Rps4y2 1.171857503 0.22879715 9.728765059 0.0309 

A_52_P646312 Plekha5 1.172033713 0.229014068 8.088474634 0.0126 

A_52_P447477 Prepl 1.17225475 0.229286125 9.362909227 0.0086 

A_52_P75568 Hspa4l 1.173208212 0.230459075 7.561452244 0.0135 

A_51_P326764 Acbd3 1.173413943 0.230712039 7.537829577 0.0193 

A_52_P382754 Ncam1 1.173624695 0.230971133 10.32414274 0.0498 

A_52_P157150 Rassf4 1.17602721 0.233921441 7.380282963 0.0105 

A_52_P399175 Rffl 1.176929052 0.235027354 7.926231236 0.0124 

A_51_P257885 Mmd2 1.178881888 0.237419182 9.945632967 0.0032 

A_52_P516034 Ptp4a1 1.179474175 0.238143831 8.796148684 0.0340 

A_51_P125935 Syt11 1.179840406 0.238591724 10.69588436 0.0413 

A_51_P323712 Agt 1.182500494 0.241840786 11.8077946 0.0101 

A_52_P513167 Larp4b 1.182520602 0.241865319 7.235803649 0.0328 

A_51_P501735 Gria4 1.182863197 0.24228323 8.588995508 0.0019 

A_52_P536947 Cyfip2 1.183160693 0.242646029 10.31480834 0.0479 

A_51_P340200 G3bp2 1.183411583 0.242951921 10.38375846 0.0484 

A_52_P168496 Slc1a2 1.185479647 0.245470894 9.157389192 0.0065 

A_52_P641629 Gsk3b 1.185692093 0.245729411 7.280433015 0.0089 

A_52_P240152 Snx27 1.187467646 0.247888207 8.358103263 0.0077 

A_51_P463789 Srrm3 1.187526668 0.247959912 9.732121121 0.0264 

A_51_P454280 Chd4 1.190007151 0.250970243 8.114276243 0.0007 

A_52_P82741 Hspa1a 1.190469624 0.251530809 8.2218115 0.0191 

A_51_P377237 Kras 1.190898136 0.252050017 7.580098801 0.0063 

A_51_P249544 Haus8 1.193622545 0.255346691 8.381915399 0.0160 

A_51_P498640 Pdxk 1.19531363 0.257389206 9.207620776 0.0078 

A_52_P592305 Kcnc1 1.19533885 0.257419645 8.9397215 0.0437 

A_52_P243658 Edil3 1.197187585 0.259649223 7.463260626 0.0056 

A_52_P45708 Vezf1 1.197265464 0.25974307 8.724976195 0.0017 

A_51_P479659 Eif5b 1.197466842 0.259985708 8.633395821 0.0483 

A_52_P317393 Gpr56 1.204563832 0.268510846 8.955796891 0.0019 

A_52_P136275 Tgs1 1.205867032 0.270070833 8.279374759 0.0076 

A_51_P492528 D3Bwg0562e 1.209901382 0.27488946 8.558949354 0.0283 

A_52_P599728 Map1a 1.214205888 0.280013075 8.958328595 0.0035 

A_52_P636830 G3bp2 1.216434846 0.282659049 9.820957461 0.0290 

A_52_P653585 Gnai1 1.217206876 0.283574389 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 1.225071882 0.292866403 7.112852139 0.0361 

A_52_P846109 Map1a 1.230327776 0.29904272 7.995119245 0.0140 

A_51_P518528 Dpy19l1 1.231679953 0.300627426 10.01975596 0.0018 

A_52_P58006 Acbd3 1.234179419 0.303552141 7.58521375 0.0177 

A_52_P631591 Mast3 1.237306964 0.307203463 8.824236058 0.0442 

A_51_P500981 Map7 1.239166462 0.309370003 7.750726126 0.0188 

A_51_P102789 C1qc 1.257881858 0.330996429 8.255815989 0.0134 

A_52_P155100 Srcin1 1.282454468 0.358907605 11.35226569 0.0417 

A_51_P479528 Klhdc10 1.28443613 0.361135152 8.977833602 0.0282 

A_52_P289835 Foxn3 1.284727701 0.361462611 8.763636676 0.0074 

A_52_P279759 Glg1 1.286170817 0.36308226 7.384041009 0.0014 

A_51_P142175 Lancl1 1.291153916 0.368660991 7.51401959 0.0001 

A_52_P654965 Eif3j2 1.29133598 0.36886441 7.982257508 0.0187 

A_51_P215038 Tmem59l 1.293148059 0.370887466 11.52653294 0.0019 

A_52_P573497 Ddx6 1.298558792 0.376911333 7.932720916 0.0019 
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A_51_P419319 Aqp4 1.307324867 0.386617691 10.1316974 0.0113 

A_52_P250517 Zfp106 1.307554575 0.386871163 7.129419128 0.0233 

A_51_P509997 Cox6a2 1.345903439 0.428574909 7.663388985 0.0203 

A_52_P191567 Plcl1 1.346240062 0.428935695 7.853744491 0.0333 

A_51_P419086 Gadd45gip1 1.365883402 0.449834334 9.64219593 0.0444 

 

 

Tabela 11. Todos os genes diferencialmente expressos no animal transgênico SOD1
G93A

 

de 80 dias com seus respectivos valores de p e Fold. Valores positivos representam 

genes super-expressos e valores negativos representam genes subexpressos. 

 

ProbeID 
Símbolo do 

Gene 
Fold absoluto Fold Logado 

Média de 

Expressão 
P.Valor 

A_51_P422030 Ocel1 -1.926137195 -0.945710467 7.380022796 0.004 

A_52_P567281 NA -1.802418196 -0.849933783 10.48723334 0.015 

A_52_P442031 Klf2 -1.757929594 -0.813877291 11.42533989 0.013 

A_52_P527944 Ptprz1 -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 Cap1 -1.388451673 -0.473476963 7.262431519 0.038 

A_51_P309618 Yae1d1 -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 Cdc37l1 -1.320687689 -0.401289345 9.386810779 0.013 

A_51_P259118 Klhl1 -1.319513878 -0.400006525 8.413875297 0.002 

A_52_P176983 9530080O11Rik -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 Frg1 -1.308483728 -0.387895983 7.614467992 0.009 

A_51_P358894 Ttc9b -1.303669965 -0.382578686 8.144690401 0.028 

A_52_P555537 2810008D09Rik -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 Map1a -1.288507184 -0.365700581 8.006607885 0.018 

A_52_P482124 Fam32a -1.287988029 -0.365119185 8.119495815 0.024 

A_51_P449824 Exoc3l2 -1.285364759 -0.362177823 6.550582038 0.016 

A_52_P127892 NA -1.283170792 -0.359713208 7.66589616 0.001 

A_51_P383644 Amy1 -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_P477752 Csnk1a1 -1.266366548 -0.340695051 7.95235847 0.003 

A_52_P94201 Syt1 -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 Fbln1 -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 Syt1 -1.244545289 -0.315618731 9.832449582 0.043 

A_52_P423128 Arglu1 -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 Zfp14 -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 Tmsb4x -1.211999378 -0.277388958 12.40158994 0.041 

A_52_P490863 Nop10 -1.209357326 -0.274240577 10.27543386 0.010 

A_51_P351923 A030009H04Rik -1.208325062 -0.273008619 9.088167808 0.005 

A_51_P328769 Rnf20 -1.206884388 -0.271287481 8.596512199 0.030 

A_51_P204831 Crip1 -1.206237313 -0.270513769 7.110367028 0.024 

A_51_P243596 Mllt6 -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 Slc27a1 -1.200134033 -0.263195537 8.39802795 0.003 

A_51_P184024 Tsen15 -1.200019737 -0.263058135 9.122772489 0.031 

A_51_P114462 Ccl17 -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 Chordc1 -1.192029846 -0.253420358 8.382468622 0.002 

A_52_P205282 Huwe1 -1.191565415 -0.252858156 7.324053052 0.043 

A_51_P337662 Ddx26b -1.191562197 -0.252854259 9.030350278 0.043 

A_51_P441942 Tial1 -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 Ovgp1 -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 Gstk1 -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 Cox7b -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 Dzip1 -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 Spata1 -1.171791901 -0.228716383 6.502249349 0.003 

A_52_P55053 Ssbp1 -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 Crip1 -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 Gpm6a -1.164841012 -0.220133057 10.86561356 0.023 

A_51_P282609 Grik1 -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 Gcc2 -1.161902202 -0.216488641 7.142932462 0.004 

A_51_P133737 Luc7l3 -1.161811204 -0.216375647 11.45114057 0.011 

A_51_P511199 Rps27 -1.161592256 -0.216103741 11.35063731 0.010 

A_51_P225048 Zranb1 -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_P37894 Cox7a2 -1.160222273 -0.214401221 11.04212857 0.006 

A_51_P305437 Rcn1 -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 Snw1 -1.158677616 -0.212479215 8.939783219 0.023 

A_51_P270478 Pin4 -1.158120317 -0.211785143 9.228154793 0.017 

A_51_P117162 Cbx3 -1.15788857 -0.211496421 8.154163704 0.011 

A_52_P684857 Srek1 -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 Map1a -1.15637329 -0.209607191 8.879741631 0.022 

A_51_P472241 B9d1 -1.155954668 -0.209084823 8.354426648 0.028 

A_52_P643359 Prpf4b -1.155920992 -0.209042791 6.878477183 0.004 

A_51_P230382 Etv4 -1.155903376 -0.209020806 6.50671192 0.004 

A_51_P518470 Ttc14 -1.155824721 -0.208922632 7.825806609 0.050 

A_52_P545643 AI597468 -1.155723101 -0.208795784 8.589480757 0.049 

A_51_P465082 Tox3 -1.154392061 -0.207133283 6.95469469 0.011 

A_52_P62775 A230057D06Rik -1.154183707 -0.206872871 6.706278202 0.022 

A_51_P225832 2700097O09Rik -1.15381166 -0.206407748 7.767983123 0.003 

A_52_P474949 Chd1 -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 Thyn1 -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 Cib1 -1.151598048 -0.203637248 8.508748048 0.021 

A_52_P431894 Pknox1 -1.151570918 -0.20360326 7.28381146 0.018 

A_51_P149818 Srsf11 -1.151539284 -0.203563628 8.39055076 0.036 

A_51_P212164 Swt1 -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 Azin1 -1.149327692 -0.200790192 8.686949975 0.022 

A_52_P582394 Mrps11 -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 Far1 -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 Angel2 -1.145210779 -0.195613155 7.871262311 0.021 

A_52_P358963 Hmg20b -1.145059226 -0.195422221 7.960367765 0.049 

A_51_P117752 Asgr1 -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 9.3315898 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 Smarca1 -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 Hnrnph1 -1.142847988 -0.192633521 9.475976384 0.034 

A_52_P445387 Clk4 -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 6.567777278 0.027 

A_52_P515347 Tusc3 -1.140800802 -0.190046901 8.562399928 0.023 

A_52_P365741 Cdc37l1 -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 Ppm1a -1.1396927 -0.188644877 8.504791483 0.013 

A_51_P312348 Krt7 -1.139685396 -0.188635631 8.335489865 0.027 

A_52_P440627 Nek1 -1.139367632 -0.188233327 7.5834734 0.027 

A_51_P479758 Sp4 -1.139173197 -0.187987108 6.571375699 0.029 

A_51_P476783 Sptan1 -1.138439096 -0.187057113 6.738626692 0.047 

A_52_P319774 Kcnip4 -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 Fam81a -1.136221918 -0.184244638 7.055749484 0.017 

A_51_P485756 Nts -1.135966648 -0.183920477 8.655311718 0.015 

A_52_P351574 Plcb1 -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. Continuação... 

A_51_P397426 Timm8b -1.135429029 -0.183237532 10.8874128 0.034 

A_52_P617817 Hspa4 -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 Ptrf -1.132909777 -0.180032971 9.298255121 0.032 

A_51_P200134 Snrpg -1.132717812 -0.179788495 9.857414773 0.022 

A_51_P420547 Clic5 -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 Rspry1 -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 Ttc8 -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 Krt8 -1.130757831 -0.177289987 7.34066702 0.027 

A_52_P346231 Azi2 -1.130485496 -0.176942483 7.488017217 0.039 

A_51_P219109 Il12rb1 -1.130416563 -0.176854509 6.479155897 0.049 

A_52_P558259 Dtna -1.129930005 -0.176233405 8.278734924 0.021 

A_51_P153787 Fcf1 -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 Slc4a7 -1.128860472 -0.174867178 7.198206194 0.041 

A_51_P249867 Snrnp48 -1.128834422 -0.174833886 7.641202008 0.013 

A_51_P465292 Hnmt -1.128712485 -0.174678037 7.677007035 0.050 

A_52_P67444 Arih1 -1.128641495 -0.174587296 6.722595526 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 Brwd1 -1.127594937 -0.173248905 8.177733988 0.026 

A_52_P24320 Rpgrip1l -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 Ppp3cb -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 Senp7 -1.125539285 -0.170616413 6.592726426 0.048 

A_51_P280192 Tmem256 -1.125481397 -0.17054221 8.56244029 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 -1.12273191 -0.167013476 11.51134416 0.011 

A_51_P353592 Commd4 -1.122520927 -0.166742342 9.225583363 0.026 

A_51_P110341 Scgb3a1 -1.122179378 -0.166303306 7.321426146 0.037 

A_51_P337290 Rps19 -1.122112696 -0.166217577 7.345320635 0.045 

A_51_P219542 Gnpnat1 -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 Man1a2 -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 Twsg1 -1.120450119 -0.164078424 6.664396942 0.017 

A_51_P159122 Kndc1 -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 -1.119613552 -0.163000855 8.366050799 0.046 

A_51_P336790 Lsm5 -1.119545573 -0.162913257 7.89845894 0.040 

A_51_P464149 Fam45a -1.119483135 -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 Bach1 -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 Lsmd1 -1.118099038 -0.161047983 11.198031 0.021 

A_52_P336594 NA -1.117889475 -0.160777557 6.374117543 0.041 

A_52_P394755 Usp45 -1.117636264 -0.160450737 6.673656489 0.046 

A_51_P189905 NA -1.117566671 -0.160360901 9.575172432 0.037 

A_52_P72354 NA -1.117411129 -0.160160094 8.524396252 0.049 

A_51_P351481 Ccnl1 -1.117215751 -0.159907819 6.966086822 0.027 

A_52_P396917 Eml5 -1.117151018 -0.159824225 6.955258696 0.044 

A_52_P518434 Hmbox1 -1.117126718 -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 -1.115940513 -0.158260124 9.289888234 0.031 

A_51_P320980 Sfxn4 -1.115660846 -0.157898523 7.259281687 0.019 

A_51_P117664 NA -1.115217939 -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 4833424O15Rik -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 Gucy1a3 -1.11346624 -0.155057816 7.86653418 0.016 

A_51_P407209 Rapgef6 -1.113364242 -0.154925654 6.98303772 0.026 

A_51_P210350 Slc17a8 -1.113264582 -0.154796509 7.60501457 0.033 

A_51_P274768 Rps25 -1.112331975 -0.153587425 11.81583536 0.041 

A_51_P112662 Sp3 -1.112273301 -0.153511322 8.389924807 0.038 

A_51_P262230 Ggact -1.111944976 -0.153085399 7.075837091 0.022 

A_52_P348522 NA -1.111794145 -0.152889689 7.647417009 0.024 

A_52_P551526 NA -1.111642746 -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 Nfkbil1 -1.110769496 -0.151559463 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 Fbxo33 -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 N4bp2l2 -1.10894489 -0.149187671 6.377034096 0.031 

A_51_P142046 Oxld1 -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 Lrp1b -1.107814826 -0.147716752 6.200877347 0.017 

A_51_P142113 Bloc1s1 -1.1077389 -0.14761787 9.235167829 0.021 

A_51_P197378 Atg12 -1.107035334 -0.14670127 9.569618758 0.043 

A_51_P202623 Mterfd3 -1.106216114 -0.145633263 8.46354557 0.047 

A_51_P396708 Med21 -1.106035721 -0.14539798 8.280716498 0.026 

A_52_P6404 NA -1.105915799 -0.145241548 6.527462943 0.024 

A_51_P321579 NA -1.105779274 -0.145063436 8.187156138 0.050 

A_52_P350301 NA -1.105292544 -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 Trnau1ap -1.103000591 -0.141433564 9.397044645 0.039 

A_51_P495171 Pbdc1 -1.102627602 -0.140945621 8.518711896 0.048 

A_51_P488718 Zfand2b -1.102192024 -0.140375593 8.570420153 0.034 

A_52_P259184 Gabra1 -1.102105556 -0.140262407 6.665881199 0.041 

A_51_P155323 Hc -1.102016325 -0.140145595 6.740694593 0.031 

A_52_P97417 Tubgcp5 -1.101940681 -0.140046563 7.46326058 0.031 

A_51_P279851 Dhps -1.101907502 -0.140003124 8.308375939 0.032 

A_51_P240363 Zfp422 -1.101701647 -0.139733578 7.388672193 0.026 

A_52_P6070 Eva1c -1.101438499 -0.139388942 6.330738854 0.036 

A_52_P268549 Rhno1 -1.101304155 -0.139212963 8.608618827 0.042 

A_52_P269461 NA -1.100956093 -0.138756935 7.262276347 0.041 

A_51_P478952 N4bp2l1 -1.100656572 -0.138364388 6.767365186 0.049 

A_51_P505719 Dmxl1 -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 Rpl22l1 -1.09819815 -0.135138387 11.44585856 0.049 

A_51_P222543 NA -1.097690029 -0.134470716 7.555384042 0.024 

A_52_P537907 Tsga10 -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 Pthlh -1.0962087 -0.13252249 6.502875347 0.033 

A_52_P303041 Tma7 -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 7.994563271 0.045 

A_52_P527637 Stx1b -1.095030496 -0.130971049 6.832131343 0.032 

A_52_P210206 Vcpip1 -1.094833536 -0.130711532 6.752396363 0.020 

A_52_P418014 Akt1 -1.09453199 -0.13031412 6.227028651 0.015 

A_51_P101719 Ttc14 -1.094114598 -0.129763855 7.526738438 0.036 

A_52_P345548 Pcdha4-g -1.093925751 -0.12951482 6.606730645 0.044 

A_52_P91346 Mier1 -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 Dynlrb2 -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 Ndufb7 -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 Ap3s1 -1.088312059 -0.12209229 8.590108507 0.037 

A_52_P65506 Cxxc4 -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 Iqcc -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 6.42105274 0.047 

A_52_P660400 Grik1 -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 Rcsd1 -1.075768072 -0.105367077 7.178465589 0.047 

A_52_P241742 2010003O02Rik -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 0.104129389 8.724389267 0.040 

A_51_P354572 Rab35 1.079370648 0.110190361 9.932712757 0.048 

A_52_P462013 Cln8 1.080872673 0.112196583 6.324714826 0.045 

A_51_P276599 AU040320 1.082183015 0.113944503 8.977725945 0.045 

A_52_P185343 Gna13 1.083176563 0.115268429 6.707743059 0.039 

A_52_P668030 Mrpl44 1.083310782 0.115447185 6.755086607 0.047 

A_52_P609965 Zmynd11 1.084770461 0.117389798 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 0.119755171 6.589461743 0.047 

A_52_P209101 Abl1 1.086597171 0.119817196 6.150424942 0.037 

A_52_P287917 Dcaf10 1.087726345 0.121315642 6.501916875 0.046 

A_51_P497463 Dedd 1.08775234 0.12135012 6.538923458 0.044 

A_51_P249824 Smap1 1.088406698 0.122217741 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 Cdv3 1.089254257 0.123340751 8.56353141 0.048 

A_51_P197321 Clta 1.089952507 0.124265273 11.71983554 0.040 

A_51_P471219 6430571L13Rik 1.090323421 0.124756143 6.156327161 0.026 

A_51_P307316 Syde1 1.090787119 0.125369569 7.674658375 0.030 

A_51_P362013 Rexo1 1.091086186 0.125765066 6.136942913 0.025 

A_51_P277416 Fam3c 1.091569808 0.126404397 6.653816368 0.028 

A_52_P605455 Eef2 1.091708052 0.126587098 6.280930294 0.031 

A_52_P331883 Gng7 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 0.127286979 11.82514444 0.048 

A_51_P458852 NA 1.092608686 0.127776797 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 Klf15 1.094648289 0.130467406 6.189070596 0.016 

A_52_P402786 Prom1 1.095459724 0.131536442 6.231700032 0.037 

A_51_P450459 NA 1.096293556 0.132634163 6.22587471 0.046 

A_52_P350519 H2-Bl 1.096546899 0.132967518 6.204115859 0.031 

A_52_P499980 Pias3 1.09717176 0.133789395 6.634089328 0.047 

A_52_P449130 Ppfia1 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 Gabbr1 1.097844674 0.134673953 6.567879722 0.047 

A_52_P141715 Dtna 1.099238147 0.136503976 6.852638435 0.040 

A_52_P56658 Emc3 1.09925861 0.136530833 8.875616115 0.047 

A_51_P233825 Akap1 1.099660991 0.137058831 6.133542574 0.032 

A_51_P157554 Brd7 1.099893325 0.137363609 7.152975938 0.016 

A_51_P488383 NA 1.100110087 0.1376479 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 Ap1ar 1.10153889 0.13952043 6.65183317 0.040 

A_51_P503542 Zfp414 1.10185091 0.139929027 8.310225182 0.029 

A_51_P141860 Fbxw11 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 Gnb1 1.104753611 0.143724647 7.833774244 0.034 

A_51_P518298 Rnf187 1.104872083 0.143879351 11.29893997 0.015 

A_52_P518014 Snrpa 1.105127435 0.14421274 6.506555053 0.036 

A_51_P148093 Ptprm 1.105345654 0.144497587 6.771787448 0.040 

A_51_P200291 Golga3 1.105408243 0.144579276 7.028348125 0.040 

A_52_P442414 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 1.106067611 0.145439577 9.536955256 0.020 

A_52_P11441 Rab6b 1.106139542 0.145533396 12.48482909 0.045 

A_52_P654021 Tex261 1.106362187 0.145823755 6.996266347 0.040 

A_52_P539161 Rdh11 1.106377046 0.145843131 7.77415424 0.024 

A_51_P435239 Asap1 1.106517438 0.146026188 7.949961165 0.016 

A_52_P571591 Ash2l 1.106768984 0.146354119 7.049520068 0.023 

A_52_P650325 Slc35e1 1.106840356 0.146447151 6.887779643 0.042 

A_51_P160576 Brsk2 1.107190206 0.146903087 10.39163179 0.024 

A_52_P189888 Dennd4b 1.107515331 0.14732667 6.271937808 0.018 

A_51_P345362 Arhgef11 1.107661934 0.147517628 7.198399673 0.038 

A_52_P243599 Hsd17b12 1.107836178 0.147744557 8.612384619 0.046 

A_52_P514336 Trappc11 1.10792611 0.147861669 6.306906723 0.020 

A_51_P496054 Zcchc14 1.108056922 0.148031996 6.836938856 0.048 

A_52_P228398 Eif4h 1.108246844 0.148279255 11.9078686 0.030 

A_52_P269384 1110018G07Rik 1.108641223 0.148792559 6.949800375 0.026 

A_51_P205968 Snx15 1.10872578 0.148902589 8.114142337 0.042 

A_51_P152685 Pcnxl2 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 Iars 1.109834577 0.150344656 6.983598517 0.026 

A_51_P407193 Clp1 1.109876129 0.15039867 6.61868473 0.031 

A_52_P235108 Vps35 1.109903125 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 Jam2 1.110610412 0.151352827 8.339137139 0.031 

A_51_P502964 Tmem63a 1.110846814 0.151659883 9.860320801 0.037 

A_52_P213402 Dhx34 1.110900118 0.151729108 7.004367153 0.050 

A_52_P556111 4933426M11Rik 1.11119915 0.1521174 6.874908138 0.028 

A_52_P554267 Ilf3 1.111276368 0.152217652 8.908769749 0.029 

A_52_P550932 H1f0 1.111319962 0.152274245 6.33807284 0.035 

A_52_P375598 Rai1 1.111371596 0.152341275 7.532924715 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 1.111757431 0.152842048 6.123551371 0.032 

A_51_P362104 Enpp5 1.111985129 0.153137494 9.443317416 0.016 

A_51_P246705 Nop14 1.112068175 0.153245235 7.760103674 0.030 

A_52_P637440 Hnrnpa1 1.112350055 0.153610873 6.470506877 0.023 

A_51_P112817 Cyp27a1 1.112476943 0.153775435 6.595949261 0.014 

A_52_P642879 Fbxo21 1.113100585 0.154583968 6.474777717 0.020 

A_51_P235311 Rpl13a 1.113422914 0.155001679 11.32338739 0.033 

A_51_P345714 Tsc2 1.113495066 0.155095166 9.851366432 0.015 

A_52_P617963 Fbxl5 1.113593869 0.155223173 7.451766848 0.033 

A_51_P120201 Eif5a 1.113666874 0.15531775 9.7935341 0.037 

A_52_P141662 Tcf3 1.114212837 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 Csnk1d 1.115217081 0.157324564 6.479358252 0.020 

A_51_P110395 NA 1.115756156 0.158021766 8.722675181 0.048 

A_52_P626772 Ilf3 1.115963052 0.158289262 6.268754905 0.042 

A_51_P395753 Chp1 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 M6pr 1.117470707 0.160237013 9.777131018 0.014 

A_51_P148122 Klhdc3 1.11794938 0.160854866 10.37061138 0.016 

A_52_P584293 Atrnl1 1.118031165 0.160960403 7.517652684 0.039 

A_51_P444264 Rtn1 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 2510039O18Rik 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 Casz1 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 Ncam1 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 Magi1 1.12343703 0.167919262 9.24735644 0.049 

A_52_P396884 2010300C02Rik 1.123577869 0.168100113 6.617044305 0.033 

A_51_P155675 Sel1l 1.123846049 0.168444421 6.773810229 0.016 

A_51_P504114 Atp11a 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 Rnf41 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 Wnt7b 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 Iqsec3 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 0.172131425 11.58491122 0.048 

A_52_P235631 Herc2 1.126797792 0.172228642 7.196672255 0.021 

A_51_P223776 Nr1d1 1.126809581 0.172243736 6.762205871 0.044 

A_52_P925246 NA 1.126822118 0.172259787 6.58284719 0.014 

A_51_P432420 Azi1 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 Ldlr 1.12767559 0.173352092 9.818374578 0.018 

A_52_P45606 2510003E04Rik 1.127775198 0.173479521 7.121195521 0.021 

A_52_P555688 Trappc12 1.127962933 0.173719658 7.697783533 0.047 

A_52_P261322 Tanc1 1.128613811 0.174551909 6.322691302 0.013 

A_51_P282630 Pacsin3 1.128969963 0.175007103 10.7330216 0.014 

A_51_P427934 NA 1.129007659 0.175055274 9.220337571 0.028 

A_52_P442234 H1f0 1.129056312 0.175117443 7.303514424 0.046 

A_52_P677822 Tmem5 1.12906582 0.175129592 7.12998297 0.035 

A_52_P314548 Zbtb9 1.129364531 0.175511228 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 0.176470886 8.959151932 0.038 

A_52_P390241 Daam2 1.130196612 0.17657377 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 Ank1 1.130754168 0.177285314 10.95866071 0.008 

A_52_P335606 Prima1 1.131085366 0.177707818 6.241020031 0.041 

A_51_P462533 Syt7 1.131330461 0.178020402 9.38730707 0.010 

A_51_P295708 Ints1 1.131563156 0.178317109 8.55109635 0.010 

A_52_P18299 Chd5 1.131913006 0.178763083 8.340713815 0.027 

A_52_P173197 Dusp7 1.131953819 0.178815101 9.693120086 0.032 

A_52_P317040 Edem2 1.132295456 0.179250457 6.687256878 0.014 

A_51_P371311 Slc1a4 1.132300827 0.1792573 6.955530778 0.007 

A_52_P600038 Dlgap4 1.132433495 0.179426327 7.394538009 0.049 

A_51_P277270 Rbmx 1.132581227 0.179614522 7.232181018 0.041 

A_52_P587441 Ctnnd2 1.13270744 0.179775284 6.44341534 0.005 

A_51_P126327 Otud7a 1.132770215 0.179855237 9.267535274 0.012 

A_51_P506093 Clip3 1.132914454 0.180038928 7.577588645 0.043 

A_52_P89425 Pcnt 1.133698829 0.181037434 8.184797144 0.020 

A_52_P837662 2310057M21Rik 1.13388238 0.181270994 7.710400845 0.045 

A_51_P236287 Safb 1.134142042 0.181601338 7.292491909 0.013 

A_52_P393056 Wdr77 1.134795008 0.182431709 6.669209389 0.017 

A_51_P333869 Ndnl2 1.134926484 0.182598848 7.35824496 0.045 

A_51_P115027 Afg3l2 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 Oaz1 1.135721647 0.18360929 11.00529986 0.031 

A_51_P495641 Stmn1 1.135953092 0.183903262 13.41739608 0.049 

A_51_P185259 Gnb5 1.136004849 0.183968992 7.637153097 0.024 

A_52_P101184 Fbxw7 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 Itsn1 1.137100353 0.185359583 7.745986044 0.027 

A_51_P360836 Txnl4a 1.137222526 0.185514582 10.78216018 0.049 

A_52_P43111 Rnf7 1.137954042 0.186442293 9.731879819 0.029 

A_51_P166394 Ap1s1 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 0.188553929 7.117737618 0.043 

A_52_P656434 Dirc2 1.139735388 0.188698913 7.349022929 0.045 

A_52_P271910 Pip5k1c 1.139789408 0.188767291 7.158870465 0.008 

A_52_P331523 Brd9 1.139813319 0.188797557 7.134700477 0.049 
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A_51_P180629 Cdc42ep1 1.140070799 0.18912342 7.241301633 0.049 

A_52_P256569 Dbndd2 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 Ewsr1 1.140876203 0.190142253 6.704731354 0.044 

A_52_P445969 2810407C02Rik 1.140942489 0.190226073 10.43367832 0.045 

A_52_P261562 Cpsf3 1.141121311 0.19045217 7.986718982 0.048 

A_52_P277854 Snrpb 1.141151214 0.190489976 7.216260222 0.046 

A_51_P329413 Pomgnt1 1.141347816 0.190738508 7.965141203 0.043 

A_52_P614762 Bad 1.141711315 0.191197907 6.192458963 0.015 

A_51_P164495 Dda1 1.141738561 0.191232335 8.561897087 0.037 

A_51_P259555 Gpatch3 1.141772981 0.191275828 6.77665869 0.039 

A_52_P16877 Tmcc3 1.141791112 0.191298737 7.144883866 0.016 

A_51_P223404 Plin3 1.141868248 0.191396198 9.887244318 0.050 

A_52_P548940 Trim11 1.141963533 0.191516582 6.963976242 0.044 

A_52_P244572 Map4 1.142101256 0.191690563 9.993405114 0.044 

A_52_P572447 Agpat5 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 1.142911842 0.192714126 6.591296337 0.026 

A_52_P323315 Tmem151a 1.143252714 0.193144345 11.19914198 0.037 

A_51_P282297 Naa11 1.143271968 0.193168641 7.047316181 0.015 

A_51_P186899 Egln1 1.143286816 0.193187378 6.50055583 0.013 

A_51_P346704 Sox10 1.143867065 0.193919399 8.578256609 0.047 

A_52_P436700 Gltp 1.143975423 0.194056057 7.606117421 0.046 

A_52_P572178 D130043K22Rik 1.144040615 0.194138271 7.351021421 0.045 

A_52_P79038 Scaf1 1.144323212 0.194494596 6.87840611 0.029 

A_51_P275679 Rassf5 1.144456545 0.194662685 6.896057887 0.022 

A_51_P100034 Mif4gd 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 Crtac1 1.146598138 0.197359841 10.17267622 0.042 

A_51_P470769 Pcdhga9 1.146657556 0.197434601 9.961377535 0.034 

A_51_P271425 Lhfpl4 1.147008233 0.197875747 10.92328535 0.024 

A_52_P143287 Itgb4 1.147053018 0.197932076 9.875413684 0.040 

A_51_P108334 Slc25a4 1.147272572 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 1.147793872 0.198863577 8.512223081 0.030 

A_51_P218953 Zfp536 1.14781902 0.198895186 9.910549559 0.037 

A_51_P288839 Otud5 1.147875531 0.198966213 7.856260159 0.012 

A_52_P136808 Dtymk 1.147888565 0.198982594 8.04111123 0.019 

A_51_P188845 Adora1 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 Csnk1d 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 1.148928474 0.200288987 8.603773449 0.017 

A_52_P315988 Ccdc88c 1.14907418 0.200471936 6.442274385 0.004 

A_52_P364279 Iqcc 1.149227628 0.200664581 6.383054557 0.009 

A_51_P173858 Apba2 1.149426487 0.2009142 8.574137701 0.015 

A_51_P249268 D130043K22Rik 1.149717238 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 Epb4.1l1 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 Pgpep1 1.151330355 0.20330185 7.155772531 0.032 

A_51_P343818 Pgbd5 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 Epdr1 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 Atp5a1 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 Vcp 1.153815871 0.206413014 10.4380073 0.042 

A_52_P594355 Tbc1d5 1.154055283 0.206712336 7.32816784 0.011 

A_52_P339912 Inpp5j 1.154199941 0.206893162 6.867762269 0.042 

A_51_P420415 Srd5a1 1.154618877 0.207416718 8.019237876 0.028 

A_51_P501312 Gm16515 1.154732241 0.207558358 8.711800058 0.022 

A_51_P187612 Desi1 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 Rnf41 1.15531415 0.208285198 6.539064286 0.034 

A_51_P138348 Ap1b1 1.155365013 0.208348712 10.18117341 0.017 

A_51_P180905 NA 1.155503854 0.208522071 6.330433802 0.026 

A_51_P433194 Bcas1 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 Cnot1 1.156604031 0.209895036 6.864153196 0.017 

A_52_P167958 Gripap1 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 Os9 1.157223161 0.210667103 9.844961723 0.038 

A_52_P81980 Micu1 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 Gabbr1 1.159157824 0.213077008 10.35419058 0.025 

A_51_P281806 NA 1.159503848 0.213507608 10.50966201 0.031 

A_52_P120022 Prosapip1 1.159516993 0.213523963 8.535142898 0.015 

A_51_P247665 Trappc12 1.159803845 0.213880826 7.866157705 0.026 

A_52_P172619 Egln1 1.160007015 0.21413353 8.270687566 0.007 

A_52_P614731 Gng12 1.16008 0.214224298 8.558604622 0.033 

A_51_P126177 Map1lc3b 1.160273978 0.214465512 11.97701169 0.013 

A_51_P116130 Ube2g2 1.160297037 0.214494184 6.46105368 0.036 

A_52_P378719 Eftud1 1.160382164 0.214600026 6.57414248 0.007 

A_52_P587606 2310022A10Rik 1.160747297 0.215053922 6.419593782 0.036 

A_51_P358112 Fads1 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 Mccc1 1.162517381 0.217252287 6.618932714 0.015 

A_51_P141970 Mum1 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 0.218504112 8.976149671 0.010 

A_52_P123738 Rnf41 1.16404147 0.219142456 6.561025835 0.029 

A_51_P186735 Tesk2 1.164059906 0.219165306 7.499355191 0.011 

A_51_P393934 Cd82 1.164210206 0.21935157 9.127466741 0.020 

A_52_P327537 Mpdz 1.164512869 0.219726583 6.979866224 0.022 

A_52_P621940 Epb4.1l2 1.164591985 0.219824595 6.82990952 0.011 

A_52_P589568 Foxo6 1.164812267 0.220097454 7.852263066 0.023 

A_51_P189343 Map7d1 1.164996013 0.220325017 11.32642308 0.027 

A_51_P223078 Gm10033 1.16541425 0.220842856 6.561932842 0.032 

A_51_P219868 Dnm1 1.16560576 0.221079911 9.249443997 0.037 

A_51_P427432 Grhpr 1.16585545 0.221388925 10.51848271 0.009 

A_52_P18665 Dtnbp1 1.166664639 0.222389913 7.680849486 0.041 

A_51_P259879 Fkrp 1.167140122 0.222977776 7.94598216 0.022 

A_51_P153982 Specc1 1.16822951 0.224323734 10.5501296 0.045 

A_51_P189927 Tm7sf3 1.168252222 0.224351781 6.509984939 0.021 

A_51_P341789 Sugp1 1.168618018 0.224803439 9.990696018 0.030 

A_51_P187171 Smim12 1.168707661 0.224914101 10.68498759 0.031 

A_51_P442402 Mgrn1 1.168955709 0.225220268 11.75227772 0.031 

A_52_P600087 NA 1.169138754 0.22544616 11.95704955 0.045 

A_51_P371993 Tmed10 1.169156799 0.225468426 11.10888508 0.008 

A_52_P268880 Rell2 1.169587185 0.22599941 8.394838257 0.025 

A_51_P191669 Chgb 1.170495788 0.227119742 12.97564793 0.018 

A_51_P307721 Cbln1 1.17094165 0.227669185 9.574210045 0.044 

A_51_P291224 Mobp 1.170964436 0.227697259 9.192101758 0.021 

A_51_P359813 Csnk1d 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 0.228734645 7.765732793 0.049 

A_52_P229648 Pacsin2 1.172507272 0.22959687 6.738333396 0.013 

A_52_P504236 Slc20a2 1.172690931 0.229822834 6.685728646 0.035 

A_51_P174906 Prpsap1 1.173691341 0.231053056 8.625454259 0.005 

A_51_P416046 Trim41 1.173914752 0.231327646 7.624093362 0.007 

A_52_P266540 Ubr4 1.175024654 0.232691027 9.548505104 0.038 

A_51_P178063 Rasa3 1.175391613 0.233141509 9.764417094 0.010 

A_51_P321126 Fasn 1.176418367 0.234401214 12.25697324 0.003 

A_52_P272811 Cpsf1 1.176648447 0.234683344 8.204123732 0.040 

A_52_P495318 Tomm40 1.176854446 0.234935898 6.800005275 0.025 

A_51_P447976 Fam46c 1.176892778 0.234982888 6.487763539 0.012 

A_52_P58041 Arpc5 1.177003382 0.235118466 7.370453744 0.016 

A_51_P238523 Shisa4 1.177441681 0.235655605 9.931990845 0.004 

A_52_P123485 Tcf25 1.17809151 0.236451607 12.93124646 0.009 

A_52_P473172 NA 1.178144529 0.236516533 9.706228991 0.008 

A_51_P202801 Abcb9 1.178382329 0.2368077 10.82469927 0.003 

A_51_P439612 Dnajb2 1.178931655 0.237480085 10.51858514 0.012 

A_51_P365008 NA 1.179349061 0.237990787 9.282875772 0.008 

A_52_P282279 Mthfd1 1.179450494 0.238114865 7.025558121 0.037 

A_52_P308465 Plxnb1 1.179638727 0.238345092 7.825737359 0.047 

A_52_P193925 Sulf2 1.180012991 0.238802743 9.264855479 0.022 

A_52_P138727 Sirt7 1.180382397 0.239254311 8.068354329 0.050 

A_51_P318580 Myh14 1.180427424 0.239309343 10.46645294 0.027 

A_51_P460633 Hgs 1.180952479 0.239950912 7.42917388 0.017 

A_52_P37077 Ncam1 1.181223706 0.240282215 6.926690513 0.026 

A_52_P97889 B4galnt4 1.181658506 0.240813164 7.211216042 0.017 

A_51_P384994 Grik4 1.182346897 0.24165338 9.131749967 0.008 

A_51_P475628 Paqr6 1.182568735 0.24192404 9.600971094 0.005 

A_51_P356705 Plekhb2 1.182721853 0.242110827 10.26338483 0.008 

A_51_P154222 Kars 1.183327385 0.242849272 8.971150015 0.014 

A_52_P320032 Fus 1.183753797 0.243369054 7.70706229 0.024 

A_52_P674530 Hk1 1.184917257 0.244786319 7.405528637 0.027 

A_51_P433733 Nucb1 1.185044214 0.244940887 8.825085947 0.022 

A_52_P262080 Snurf 1.185310206 0.245264674 8.518779484 0.038 

A_51_P262340 Rbm3 1.185739336 0.245786894 9.629994897 0.015 

A_52_P352131 Acvr1 1.185771321 0.24582581 7.270621908 0.011 
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A_52_P171064 Wnk1 1.186821419 0.247102869 8.886687175 0.034 

A_52_P568257 Sort1 1.18709464 0.247434957 8.535318405 0.021 

A_51_P300717 Stxbp1 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 Plcd1 1.18754758 0.247985317 8.39796341 0.024 

A_51_P358940 Wbp2 1.187891358 0.248402897 10.56860371 0.017 

A_52_P522097 Adipor1 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 Vamp1 1.190158648 0.251153898 12.04102212 0.050 

A_52_P377160 Galnt6 1.190285178 0.251307268 6.975783599 0.001 

A_52_P419298 Lasp1 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 Zfpm1 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 Tap2 1.193757882 0.255510259 6.732532076 0.009 

A_51_P170371 Hspa8 1.193769096 0.255523811 13.27071209 0.015 

A_51_P142057 Ap2a1 1.193884444 0.255663205 7.56138107 0.009 

A_52_P305230 Igsf21 1.194323925 0.256194178 9.678978126 0.016 

A_51_P409919 Emc1 1.194704735 0.256654108 6.682439457 0.040 

A_52_P633597 Rftn1 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 Llgl1 1.195292201 0.257363343 9.675677948 0.038 

A_51_P175018 Apcdd1 1.195686778 0.257839511 8.896068616 0.021 

A_52_P642109 Prpsap1 1.19582376 0.258004782 8.511915374 0.035 

A_51_P514922 2610301G19Rik 1.195910814 0.258109804 7.658158524 0.009 

A_52_P683572 Wsb2 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 1.197941894 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 Glg1 1.200552674 0.263698703 7.278929146 0.045 

A_51_P464300 Gdf1 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 Fnbp1 1.20218207 0.265655408 7.8205401 0.028 

A_52_P578562 Slc41a1 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 Arf1 1.203547747 0.267293378 8.554523242 0.009 

A_51_P343566 Galnt10 1.203566135 0.26731542 7.994829494 0.034 

A_52_P28651 Pvrl1 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 Efhd1 1.20576984 0.269954548 6.679781262 0.013 

Tabela 11. Continuação... 
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A_51_P519756 Rusc1 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 Dlst 1.206883693 0.271286651 7.582395986 0.002 

A_51_P259603 Adcyap1r1 1.207200701 0.271665549 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 0.272250807 7.646820215 0.022 

A_52_P675996 Klf9 1.208021776 0.272646461 8.223921774 0.013 

A_52_P383753 Tom1l2 1.208190831 0.272848344 10.41172448 0.050 

A_51_P425749 Cdc37 1.20868497 0.273438272 7.759264919 0.026 

A_52_P179272 Usp30 1.209049054 0.273872779 6.622779407 0.013 

A_52_P772918 Larp1 1.211402765 0.276678609 6.868305127 0.015 

A_51_P510567 Zfyve28 1.211464196 0.276751767 7.469057731 0.002 

A_51_P483946 Dmwd 1.211718284 0.277054321 8.508718296 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 Slc41a3 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 Cdc37 1.215462807 0.281505747 11.87296318 0.028 

A_51_P439746 Vmp1 1.217260115 0.283637489 8.974874002 0.027 

A_52_P193611 Pkd2l1 1.217637538 0.284084741 6.6836589 0.045 

A_52_P670978 Nkain1 1.218025398 0.284544216 7.933324414 0.037 

A_52_P676744 St6galnac6 1.219102495 0.285819425 8.734591851 0.025 

A_51_P133229 Sulf2 1.219507717 0.286298887 9.383014718 0.025 

A_51_P193176 Slc25a25 1.219864144 0.286720484 8.514670413 0.016 

A_51_P169061 Lpcat2 1.220242465 0.287167843 7.939793697 0.005 

A_52_P557129 Slc12a5 1.220567605 0.287552206 13.40589404 0.014 

A_52_P661327 Phyhipl 1.221339768 0.288464604 7.192995855 0.003 

A_52_P347176 Nat8l 1.222032709 0.289282901 12.79350354 0.004 

A_52_P116384 Usp4 1.222292829 0.289589958 8.185939106 0.020 

A_52_P467726 Nsg1 1.222459168 0.289786278 11.95523024 0.016 

A_52_P650855 Myo1d 1.223499869 0.291013947 10.3228362 0.047 

A_52_P352187 Acsl6 1.224396755 0.292071126 6.835289552 0.026 

A_52_P604618 Sbf1 1.224765848 0.29250596 7.227562051 0.013 

A_51_P194249 Stmn4 1.226381746 0.294408128 13.90919597 0.021 

A_52_P350664 Pygb 1.226771478 0.29486653 9.771442267 0.048 

A_51_P216742 Arhgap23 1.226871486 0.294984135 8.859622731 0.023 

A_51_P161582 Ddr1 1.227486129 0.295706721 10.58632352 0.005 

A_52_P282741 Sdc3 1.227868603 0.296156183 8.396446058 0.039 

A_52_P269003 Neo1 1.227980434 0.296287574 7.525883511 0.003 

A_51_P130459 Vdac1 1.228468092 0.296860386 9.995869047 0.001 

A_51_P257640 NA 1.228963916 0.297442557 7.39821965 0.010 

A_52_P429909 Dynll2 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 Cdk2ap1 1.232267175 0.301315089 9.132643702 0.028 

A_52_P546135 NA 1.232448297 0.301527125 7.119644343 0.002 

A_52_P54976 NA 1.233358764 0.302592518 7.873469204 0.040 

A_51_P124285 Nkd1 1.233813554 0.3031244 8.25781992 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 0.306661523 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 Parp1 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 Tshz1 1.240802024 0.311272944 7.060904364 0.010 

A_51_P433837 Slc22a23 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 Atp5a1 1.243863999 0.314828754 12.35749123 0.042 

A_52_P49378 Kif1a 1.244493399 0.315558578 12.55121955 0.002 

A_51_P339200 Abhd16a 1.246131011 0.317455753 8.202939512 0.048 

A_51_P169745 Tuba1a 1.246150027 0.317477768 13.31823311 0.010 

A_52_P326214 Cttn 1.246940592 0.318392733 7.418090527 0.017 

A_51_P195506 Csf1 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 Pgbd5 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 Clstn1 1.25192978 0.324153645 12.78360005 0.005 

A_51_P349341 Npc1 1.253028316 0.325419018 7.321206144 0.003 

A_51_P160870 Rtn4 1.253202891 0.325620003 9.962956627 0.019 

A_51_P274992 Gar1 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 Tmem59l 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 Dctn1 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 Klc1 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 Gnl1 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 Slc22a17 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 
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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 Atp1a2 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 Gna12 1.300815786 0.37941667 6.993360794 0.001 

A_52_P491766 Gnl1 1.301759261 0.380462671 9.11593299 0.021 

A_52_P267256 NA 1.304847361 0.383881053 11.44321684 0.038 

A_51_P454993 Tmcc2 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 0.405351878 8.59937122 0.025 

A_51_P401659 Sspn 1.324944936 0.405932404 8.6910528 0.016 

A_51_P287986 Clstn1 1.32559924 0.40664468 7.609298857 0.012 

A_52_P328867 Prkcb 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 Ppp1r16b 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 Chmp1a 1.33563489 0.417525686 9.214055345 0.026 

A_52_P72237 Actg1 1.337078197 0.419083842 10.48505671 0.000 

A_51_P351872 Slc6a9 1.337921047 0.419992983 12.925014 0.000 

A_52_P348627 Nbr1 1.342153203 0.42454936 7.421631826 0.003 

A_51_P215627 Plac9a 1.349773887 0.432717749 7.717750776 0.049 

A_52_P578266 Tank 1.351284924 0.434331905 6.280721719 0.040 

A_52_P604849 Cspg5 1.352442274 0.435567017 8.603917292 0.002 

A_51_P425048 H2-Q1 1.352703094 0.435845216 7.11192639 0.003 

A_52_P81562 Eef2 1.358189996 0.441685311 11.16068292 0.003 

A_51_P358755 Nsg1 1.358702296 0.442229383 9.045671646 0.006 

A_51_P264388 Mapk8ip3 1.358717888 0.442245939 13.10375473 0.002 

A_51_P433192 Bcas1 1.36128999 0.444974431 9.599218712 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 Pllp 1.390394181 0.475493949 7.851987054 0.009 

A_52_P443435 B930095G15Rik 1.391494152 0.476634845 7.499830808 0.020 

A_52_P299505 Eef1a1 1.391925615 0.477082115 10.64179922 0.006 

A_51_P276142 Gpr37l1 1.3919714 0.477129569 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 0.516207045 8.944996158 0.015 

A_51_P303397 Pepd 1.449040794 0.535098211 9.617289316 0.026 

A_52_P1157979 Calm3 1.452656231 0.538693332 11.00685444 0.001 

A_52_P318631 Eef2 1.457552595 0.543547943 10.15740779 0.004 

A_51_P219789 H2-Q2 1.469389934 0.555217296 8.907647623 0.020 

A_51_P262079 H2-Q7 1.47556976 0.561272128 8.319767479 0.011 

A_51_P275496 BC026762 1.485969563 0.571404565 6.885703003 0.028 

A_51_P304757 Gabarapl1 1.494006795 0.57918671 8.597662667 0.035 
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Tabela 11. Conclusão. 

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 Mzt1 1.818842169 0.863020357 7.234335262 0.002 
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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
SOD1G93A 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
Agi4×44Preprocess and limma. FunNet web based tool was used for analysis of
over-represented 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 qPCR. 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 over-represented 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, SOD1G93A, pre-symptomatic, spinal cord, microarray, laser microdissection, astrocytes

INTRODUCTION
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
et al., 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

of the disease. In fact, Fischer et al. (2004) reported the post-
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 SOD1G93A 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 SOD1G93A mouse
model. The data showed important alterations at early 40 days
pre-symptomatic period of disease and in 80 days old pre-
symptomatic mice.

MATERIALS AND METHODS
SAMPLES
Specific pathogen-free male SOD1G93A 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 São Paulo
Medical School (São 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 (SODG93A

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 São 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 500 ng 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 ×
44 K 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 Agi4×44PreProcess 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 Agi4×44Preprocess
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 (5µm) were rapidly
defrosted for 30 s 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 5 min. Sections were then
washed in PBS for 3 times of 15 s 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 15 s 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 µg of total RNA treated with DNAse by a reverse transcrip-
tion reagent kit (Applied Biosystems Life Technologies) according
to manufacturer. qPCR 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 µl, 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 µg
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)16 primer was added to samples and incubated
at 70◦C during 5 min, then the other required reagents, such as
reaction buffer, MgCl2, 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 Taqman master mix and the

Table 1 | Information for primers used in SYBR qPCR experiments of

40 and 80 days old pre-symptomatic SOD1G93A and wild-type mice.

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

Glg1 F: GAGTGAGATTGCAGCCAGAG 143

R:CAGGATGTAGTTCTTTGAGGGAG

Aqp4 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 15 s 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/µl to 20 ng/µl, using cDNA synthesized from mouse refer-
ence RNA. The efficiency for each set of primers was 100 ± 5%.
For Taqman 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 15 s and 60◦C
for 1 min. Gene expressions, normalized to Gapdh, could be
determined using the ��Ct mathematical model (ABI PRISM
7700 Sequence Detection System protocol; Applied Biosystems).
One-tailed unpaired t-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
SOD1G93A AND WILD-TYPE MICE
Statistical analysis has pointed to 492 differentially expressed
genes at the lumbar region of 40 days SOD1G93A, 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 SOD1G93A 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 SOD1G93A 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 SOD1G93A and wild-type mice.

Gene symbol Fold change 40 days Fold change 80 days

Ocel1 −1.68 −1.92

Fam32a −1.45 −1.61

Trim37 1.22 −1.34

Lsm6 −1.3 −1.29

Map1a 1.2 −1.15 and −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

Malat1 1.1 −1.21

Ddx6 1.3 −1.19

Huwe1 1.12 −1.19

Snx27 1.19 −1.19

Srrm3 1.18 −1.19

Dzip1 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
Srsf11 −1.1 −1.15
Azin1 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
Fam81a 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 1.1 −1.11
Dhps −1.09 −1.1
Nsd1 1.12 −1.1
Mier1 1.13 −1.09
U2surp 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

Specc1 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

Ncl 1.1 and −1.1 1.19

Glg1 1.29 1.2

Dnajc27 1.17 1.21

Ncdn 1.14 1.21

Lpcat2 1.16 1.22

D17Wsu92e 1.11 1.24

Nisch 1.08 1.24

Tkt −1.1 1.25

Tmem59l 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 SOD1G93A 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 Figure 2. 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 SOD1G92A mice and by 1.77-fold change in astro-
cytes from 80 days old SOD1G92A 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 Gnai1 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 Ash1l Ash1 (absent, small, or homeotic)-like

(Drosophila)

Glutamatergic synapse

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

14677 Gnai1 Guanine nucleotide binding protein (G protein),
alpha inhibiting 1

14802 Gria4 Glutamate receptor, ionotropic, AMPA4 (alpha 4)
14810 Grin1 Glutamate receptor, ionotropic, NMDA1 (zeta 1)
20511 Slc1a2 Solute carrier family 1 (glial high affinity

glutamate transporter), member 2

Axon guidance

12767 Cxcr4 Chemokine (C-X-C motif) receptor 4
14677 Gnai1 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 Unc5c Unc-5 homolog C (C. elegans)
56637 Gsk3b Glycogen synthase kinase 3 beta

Ubiquitin mediated proteolysis

107568 Wwp1 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 Huwe1 HECT, UBA and WWE domain containing 1
68729 Trim37 Tripartite motif-containing 37
70790 Ubr5 Ubiquitin protein ligase E3 component

n-recognin 5

Chemokine signaling pathway

12767 Cxcr4 Chemokine (C-X-C motif) receptor 4

14677 Gnai1 Guanine nucleotide binding protein (G protein),
alpha inhibiting 1

(Continued)
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Table 3 | Continued

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 Wwp1 WW domain containing E3 ubiquitin protein
ligase 1

12767 Cxcr4 Chemokine (C-X-C motif) receptor 4
13854 Epn1 Epsin 1
17999 Nedd4 Neural precursor cell expressed,

developmentally down-regulated 4
193740 Hspa1a 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 Rfc2 Replication factor C (activator 1) 2
66979 Pole4 Polymerase (DNA-directed), epsilon 4 (p12

subunit)

DNA replication

19718 Rfc2 Replication factor C (activator 1) 2
66979 Pole4 Polymerase (DNA-directed), epsilon 4 (p12

subunit)

Fatty acid metabolism

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

3

TGF-beta signaling pathway

12167 Bmpr1b Bmpr1b bone morphogenetic protein receptor,
type 1B

15902 Id2 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 Agrn Agrin
12814 Col11a1 Collagen, type XI, alpha 1
16773 Lama2 Laminin, alpha 2

GnRH signaling pathway

12314 Calm2 Calmodulin 2
16440 Itpr3 Inositol 1,4,5-triphosphate receptor 3
16476 Jun Jun oncogene
17390 Mmp2 Matrix metallopeptidase 2

(Continued)

Table 3 | Continued

Gene ID Gene symbol Gene name

Parkinson’s disease

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

12857 Cox4i1 Cytochrome c 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 Cox4i1 Cytochrome c oxidase subunit IV isoform 1

66576 Uqcrh Ubiquinol-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 Cox4i1 Cytochrome c oxidase subunit IV isoform 1

16440 Itpr3 Inositol 1,4,5-triphosphate receptor 3

66576 Uqcrh 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
SOD1G93A 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 SOD1G93A 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

up or down regulated genes at 80 days old mice.

Gene ID Gene symbol Gene name

PATHWAYS POINTED BY UP REGULATED GENES

Vascular smooth muscle contraction

104111 Adcy3 Adenylate cyclase 3

12315 Calm3 Calmodulin 3

14673 Gna12 Guanine nucleotide binding protein, alpha 12

14674 Gna13 Guanine nucleotide binding protein, alpha 13

18751 Prkcb Protein kinase C, beta

213498 Arhgef11 Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF)
11

224129 Adcy5 Adenylate cyclase 5

26413 Mapk1 Mitogen-activated protein kinase 1

Antigen processing and presentation

14963 H2-Bl Histocompatibility 2, blastocyst

14972 H2-K1 Histocompatibility 2, K1, K region

15006 H2-Q1 Histocompatibility 2, Q region locus 1

15007 H2-Q10 Histocompatibility 2, Q region locus 10

15013 H2-Q2 Histocompatibility 2, Q region locus 2

15018 H2-Q7 Histocompatibility 2, Q region locus 7

15039 H2-T22 Histocompatibility 2, T region locus 22

15040 H2-T23 Histocompatibility 2, T region locus 23

15481 Hspa8 Heat shock protein 8

21355 Tap2 Transporter 2, ATP-binding cassette, sub-family
B (MDR/TAP)

Tight junction

11465 Actg1 Actin, gamma, cytoplasmic 1

13043 Cttn Cortactin

13821 Epb4.1l1 Erythrocyte protein band 4.1-like 1

13822 Epb4.1l2 Erythrocyte protein band 4.1-like 2

14924 Magi1 Membrane associated guanylate kinase, WW
and PDZ domain containing 1

16897 Llgl1 Lethal giant larvae homolog 1

17475 Mpdz Multiple PDZ domain protein

18751 Prkcb Protein kinase C, beta

67374 Jam2 Junction adhesion molecule 2

71960 Myh14 Myosin, heavy polypeptide 14

Chemokine signaling pathway

104111 Adcy3 Adenylate cyclase 3

14083 Ptk2 PTK2 protein tyrosine kinase 2

14688 Gnb1 Guanine nucleotide binding protein (G protein),
beta 1

14693 Gnb2 Guanine nucleotide binding protein (G protein),
beta 2

14697 Gnb5 Guanine nucleotide binding protein (G protein),
beta 5

14701 Gng12 Guanine nucleotide binding protein (G protein),
gamma 12

14708 Gng7 Guanine nucleotide binding protein (G protein),
gamma 7

18751 Prkcb Protein kinase C, beta

(Continued)

Table 4 | Continued

Gene ID Gene symbol Gene name

224129 Adcy5 Adenylate cyclase 5
26413 Mapk1 Mitogen-activated protein kinase 1
277360 Prex1 Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate-

dependent Rac exchange
factor 1

Ubiquitin mediated proteolysis

103583 Fbxw11 F-box and WD-40 domain protein 11
15204 Herc2 Hect (homologous to the E6-AP (UBE3A)

carboxyl terminus) domain and RCC1
(CHC1)-like domain (RLD) 2

17237 Mgrn1 Mahogunin, ring finger 1
19823 Rnf7 Ring finger protein 7
217342 Ube2o Ubiquitin-conjugating enzyme E2O
22192 Ube2m Ubiquitin-conjugating enzyme E2M
22196 Ube2i Ubiquitin-conjugating enzyme E2I
22213 Ube2g2 Ubiquitin-conjugating enzyme E2G 2
229615 Pias3 Protein inhibitor of activated STAT 3
50754 Fbxw7 F-box and WD-40 domain protein 7
63958 Ube4b Ubiquitination factor E4B, UFD2 homolog (S.

cerevisiae)

Regulation of actin cytoskeleton

11465 Actg1 Actin, gamma, cytoplasmic 1
14083 Ptk2 PTK2 protein tyrosine kinase 2
14673 Gna12 Guanine nucleotide binding protein, alpha 12
14674 Gna13 Guanine nucleotide binding protein, alpha 13
14701 Gng12 Guanine nucleotide binding protein (G protein),

gamma 12
18717 Pip5k1c Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase, type

1 gamma
192897 Itgb4 Integrin beta 4
226970 Arhgef4 Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF) 4
227753 Gsn Gelsolin
26413 Mapk1 Mitogen-activated protein kinase 1
67771 Arpc5 Actin related protein 2/3 complex, subunit 5
71960 Myh14 Myosin, heavy polypeptide 14

Glutamatergic synapse

104111 Adcy3 Adenylate cyclase 3
110637 Grik4 Glutamate receptor, ionotropic, kainate 4
14645 Glul Glutamate-ammonia ligase (glutamine

synthetase)
14688 Gnb1 Guanine nucleotide binding protein (G protein),

beta 1
14693 Gnb2 Guanine nucleotide binding protein (G protein),

beta 2
14697 Gnb5 Guanine nucleotide binding protein (G protein),

beta 5
14701 Gng12 Guanine nucleotide binding protein (G protein),

gamma 12
14708 Gng7 Guanine nucleotide binding protein (G protein),

gamma 7
18751 Prkcb Protein kinase C, beta
216456 Gls2 Glutaminase 2 (liver, mitochondrial)
224129 Adcy5 Adenylate cyclase 5
26413 Mapk1 Mitogen-activated protein kinase 1

(Continued)
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Table 4 | Continued

Gene ID Gene symbol Gene name

Phagosome

11465 Actg1 Actin, gamma, cytoplasmic 1

14963 H2-Bl Histocompatibility 2, blastocyst

14972 H2-K1 Histocompatibility 2, K1, K region

15006 H2-Q1 Histocompatibility 2, Q region locus 1

15007 H2-Q10 Histocompatibility 2, Q region locus 10

15013 H2-Q2 Histocompatibility 2, Q region locus 2

15018 H2-Q7 Histocompatibility 2, Q region locus 7

15039 H2-T22 Histocompatibility 2, T region locus 22

15040 H2-T23 Histocompatibility 2, T region locus 23

15239 Hgs HGF-regulated tyrosine kinase substrate

17113 M6pr Mannose-6-phosphate receptor, cation
dependent

21355 Tap2 Transporter 2, ATP-binding cassette, sub-family
B (MDR/TAP)

22142 Tuba1a Tubulin, alpha 1A

22151 Tubb2a Tubulin, beta 2A class IIA

Protein processing in endoplasmic reticulum

100037258 Dnajc3 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 3

108687 Edem2 ER degradation enhancer, mannosidase
alpha-like 2

12955 Cryab Crystallin, alpha B

15481 Hspa8 Heat shock protein 8

20014 Rpn2 Ribophorin II

20338 Sel1l Sel-1 suppressor of lin-12-like (C. elegans)

216440 Os9 Amplified in osteosarcoma

22213 Ube2g2 Ubiquitin-conjugating enzyme E2G 2

269523 Vcp Valosin containing protein

50907 Preb Prolactin regulatory element binding

54197 Rnf5 Ring finger protein 5

56453 Mbtps1 Membrane-bound transcription factor peptidase,
site 1

56812 Dnajb2 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 2

63958 Ube4b Ubiquitination factor E4B, UFD2 homolog (S.
cerevisiae)

Cell adhesion molecules (CAMS)

14963 H2-Bl Histocompatibility 2, blastocyst

14972 H2-K1 Histocompatibility 2, K1, K region

15006 H2-Q1 Histocompatibility 2, Q region locus 1

15007 H2-Q10 Histocompatibility 2, Q region locus 10

15013 H2-Q2 Histocompatibility 2, Q region locus 2

15018 H2-Q7 Histocompatibility 2, Q region locus 7

15039 H2-T22 Histocompatibility 2, T region locus 22

15040 H2-T23 Histocompatibility 2, T region locus 23

17967 Ncam1 Neural cell adhesion molecule 1

18007 Neo1 Neogenin

19274 Ptprm Protein tyrosine phosphatase, receptor type, M

20340 Glg1 Golgi apparatus protein 1

20970 Sdc3 Syndecan 3

58235 Pvrl1 Poliovirus receptor-related 1

67374 Jam2 Junction adhesion molecule 2

(Continued)

Table 4 | Continued

Gene ID Gene symbol Gene name

Endocytosis

11771 Ap2a1 Adaptor-related protein complex 2, alpha 1
subunit

12757 Clta Clathrin, light polypeptide (Lca)

13196 Asap1 ArfGAP with SH3 domain, ankyrin repeat and PH
domain1

13429 Dnm1 Dynamin 1

14963 H2-Bl Histocompatibility 2, blastocyst

14972 H2-K1 Histocompatibility 2, K1, K region

15006 H2-Q1 Histocompatibility 2, Q region locus 1

15007 H2-Q10 Histocompatibility 2, Q region locus 10

15013 H2-Q2 Histocompatibility 2, Q region locus 2

15018 H2-Q7 Histocompatibility 2, Q region locus 7

15039 H2-T22 Histocompatibility 2, T region locus 22

15040 H2-T23 Histocompatibility 2, T region locus 23

15239 Hgs HGF-regulated tyrosine kinase substrate

15481 Hspa8 Heat shock protein 8

16835 Ldlr Low density lipoprotein receptor

18717 Pip5k1c Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase, type
1 gamma

234852 Chmp1a Charged multivesicular body protein 1A

243621 Iqsec3 IQ motif and Sec7 domain 3

67588 Rnf41 Ring finger protein 41

98366 Smap1 Stromal membrane-associated protein 1

PATHWAYS POINTED BY DOWN REGULATED GENES

VEGF signaling pathway

11651 Akt1 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 Plcb1 Phospholipase C, beta 1

60596 Gucy1a3 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 Plcb1 Phospholipase C, beta 1

60596 Gucy1a3 Guanylate cyclase 1, soluble, alpha 3

(Continued)
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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 Lsm5 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 c oxidase subunit VIIa 2
333182 Cox6b2 Cytochrome c oxidase subunit VIb polypeptide 2
66142 Cox7b Cytochrome c oxidase subunit VIIb
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

Oxidative phosphorylation

12866 Cox7a2 Cytochrome c oxidase subunit VIIa 2
333182 Cox6b2 Cytochrome c oxidase subunit VIb polypeptide 2
66142 Cox7b Cytochrome c oxidase subunit VIIb
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

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)

Table 4 | Continued

Gene ID Gene symbol Gene name

Huntington’s disease

12866 Cox7a2 Cytochrome c oxidase subunit VIIa 2

18795 Plcb1 Phospholipase C, beta 1

333182 Cox6b2 Cytochrome c oxidase subunit VIb polypeptide 2

66142 Cox7b Cytochrome c oxidase subunit VIIb

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

69920 Polr2i Polymerase (RNA) II (DNA directed)
polypeptide I

Alzheimer’s disease

11820 App Amyloid beta (A4) precursor protein

12866 Cox7a2 Cytochrome c oxidase subunit VIIa 2

18795 Plcb1 Phospholipase C, beta 1

19056 Ppp3cb Protein phosphatase 3, catalytic subunit, beta
isoform

333182 Cox6b2 Cytochrome c oxidase subunit VIb polypeptide 2

66142 Cox7b Cytochrome c oxidase subunit VIIb

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

Ribosome

19951 Rpl32 Ribosomal protein L32

19981 Rpl37a Ribosomal protein L37a

19982 Rpl36a Ribosomal protein L36A

20068 Rps17 Ribosomal protein S17

20085 Rps19 Ribosomal protein S19

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

68028 Rpl22l1 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 SOD1G93Amice in relation to age matched

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 SOD1G93A 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 SOD1G93A. 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 µm.

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
Ca2+ 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 SOD1G93A

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 Ca2+-permeable AMPA

FIGURE 3 | Graph shows relative fold change values for Ube2i in

microdissected astrocytes from 40 and 80 days old SOD1G93A 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 Slc1a2 glial glutamate transporter (named
EAAT2 or glial glutamate transporter GLT1) has not been eval-
uated in details. Excitotoxicity caused by a down-regulation of
EAAT2 is thought to be a contributing factor to motor neuron
death in ALS. Several mechanisms may account for impairment of
EAAT2 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
EAAT2 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 Slc1a2 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
VGLUT2 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
SOD1G93A 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 SOD1G93A (Cheroni et al., 2005), an
alternative processes to decrease aggregate formation, thus an
attempt to neuroprotect motor neurons of preclinical SOD1G93A

mice before the onset of clinical symptoms (Bendotti et al.,
2012). That should be the case of Nedd4 and Fbxw7 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 Ubc12 in the spinal cord of SOD1G93A

mice at the pre-symptomatic phase (Massignan et al., 2007).
Ubc12 is an ubiquitin E2 ligase that adds NEDD-8 to substrates.
Ubc12 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
et al., 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 Cldn11 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
et al., 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 Hspa1a 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 SOD1G93A 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
SOD1G93A mice. Genes presented in 40 and 80 days lists are
mostly related to major histocompatibility complex (MHC) class
I (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 SOD1G93Aat
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 SOD1G93A 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 SOD1G93A 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 EAAT2 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 SOD1G93A 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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