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ABSTRACT
Model animals are indispensable in the advancement of life sciences. Computational analyses can save
time and reduce the number of animals needed. Bioinformatics offer tools that support research through
in-silico evaluations. Our aim was to study the function of exercise-linked genes, focusing on disease
pathways, envisaging the discovery of new molecular targets for the use in animal model studies. This
research was part of two projects approved by the local Ethics Committee (CEUA/UECE) in 04/2014
(1592060/2014) and 07/2015 (2542310/2015). Human genes linked to physical exercise were classified
by the pathways using the enrichment tool Enrichnet. Statistical analyses (ANOVA) were used using the
Fisher test (g-value). Strong correlations were found with neurodegenerative, cardiovascular and
immunologic diseases. Within neurodegenerative diseases, physical exercise was found to be linked to
Parkinson’s (g-value 1.6 X10-7), Alzheimer's (g-value 3.9 X10-'¢) and Huntington disease (g-value 1.9
X10-15), Within cardiovascular diseases linked to exercise there is hypertrophic cardiomyopathy (g-value
8.5 X1015). A large number of genes linked to exercise were found to participate in disease linked
metabolic pathways. Concluding, after evaluating genes linked to physical exercise and disease pathways,

new molecular targets for the use in model animal studies were revealed.
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INTRODUGAO

O avango das ciéncias da vida tem, como
ferramenta indispensavel, o uso de animais
modelo. Observagbes anatémicas vém sendo
realizadas desde 500 AC, quando animais foram
dissecados para investigagdes cientificas (Paixao
& Schramm, 1999). A experimentagdo animal
levou a descobertas nas ciéncias basicas e
aplicadas, culminando no aprofundamento do
entendimento sobre os seres vivos e no
desenvolvimento de novos tratamentos. Dentre
os cientistas, ha uma opinido hegeménica que a
ciéncia necessita de animais, mas ha também
diversas criticas (Paixao & Schramm, 1999). Para
diminuir o uso de animais, foram propostos 3 Rs:
reposicao, reducao e refinamento.

O termo Reposicao refere-se @ mudanca
ou substituicdo na escolha dos organismos
modelo. Redugao culmina na redugao do nimero
de animais. Refinamento remete & minimizagao
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do desconforto ou sofrimento das cobaias
(Russel & Burch, 1959).

Diversas metodologias foram sugeridas
para minimizar o uso de animais em pesquisas
cientificas. Dentre elas estao simulagbes
computacionais, que auxiliam no entendimento
dos sistemas biolégicos, no desenvolvimento de
novos farmacos e na predigdo da toxicidade,
dentre outros fins (Doke & Dhawale, 2015).
Porém, alternativas ao uso de animais nas
pesquisas nao os substituem por conta do alto
grau de complexidade dos seres vivos (The Royal
Society, 2015). Ensaios prévios computacionais
poupam tempo nas pesquisas e reduzem o
numero de animais necessarios, ja que a triagem
inicial ocorre in-silico.

O exercicio altera a expressao génica,
sendo um fator comportamental com resposta
sistémica. Sua pratica tem demonstrado
resultados na prevengao e no tratamento nao-
farmacolégico de diversas doengas. Estudos de
biologia molecular tém revelado grandes listas de
genes diferencialmente expressos ligados ao
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exercicio fisico em humanos. O catalogo Fithoma
reuniu mais de 5000 genes ligados ao exercicio
fisico em humanos. A avaliacao funcional desse
conjunto génico levou a novas perguntas, uma
delas sendo a atuagao do exercicio fisico na
regulacao das vias metabdlicas de doencas. O
objetivo foi avaliar a fung¢ao dos genes ligados ao
exercicio fisico, focando nas vias de doengas,
com o intuito de ampliar o leque de alvos
moleculares para estudos com animais modelo.

MATERIAL E METODOS

O projeto “Genoma funcional do exercicio
de endurance em ratos” foi aprovado pelo Comité
de Etica Para o Uso de Animais da Universidade
Estadual do Ceara em 25/04/2014 (processo
1592060/2014). O presente trabalho também faz
parte do projeto “Alteragées comportamentais
neuroquimicas e morfolégicas de areas
relacionadas @ memodria de ratos induzidos ao
Alzheimer® aprovado em 07/2015 (processo
2542310/2015).

Baseando-se no catdlogo Fithoma, a
analise de enriquecimento foi feita usando o
EnrichNet (Glaab et al., 2012) para verificar as
vias metabdlicas ligadas ao conjunto génico,
focando nas vias do KEGG (Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes, Kanehisa et al., 2012)
ligadas a doencgas. Analises estatisticas (ANOVA)
foram realizadas usando o teste de Fisher (qg-
valor). O resultado foi avaliado na busca de alvos
moleculares na interse¢ao exercicio-doenga para
0 uso em experimentos com modelos animais.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Simulagbes computacionais poder ser
usadas nas ciéncias da vida para aprofundar o
entendimento sobre os sistemas biolégicos (Doke
& Dhawale, 2015). Genes ligados ao exercicio
fisico em humanos mostraram forte ligagdo com
vias de doengas neurodegenerativas,
cardiovasculares e imunolégicas, como pode ser
visto na tabela 01. Dentre as doengas
neurodegenerativas, foram encontradas as mais
fortes correlagées, com o exercicio fisico ligado a
87 dos 124 genes da via do mal de Parkinson (q
=1,6 X10'7), a 101 dos 159 genes envolvidos nos
mecanismos moleculares do mal de Alzheimer (q
= 3.9 X10%) e a 106 dos 173 genes na via da
doenga de Huntington (g = 1.9 X10-'%)(Tabela 01).
Um alvo molecular presente em 2 vias, Alzheimer

e Parkinson, é o gene NDUFB3 (NADH
dehydrogenase 1 beta subcomplex), cuja
expressao € induzida pelo exercicio (até +2,4X)
(Stepto et al., 2009). PPARGC1A (Peroxisome
proliferator-activated receptor gamma,
coactivator 1 alpha) tem a sua expressao
suprimida nos pacientes com Huntington (McGill
& Beal, 2006) e induzida pelo exercicio (em até
9X mais) (Liu et al., 2010; Egan & Zierath, 2013),
o0 que da uma base molecular para estudos
futuros sobre o uso do exercicio como tratamento
ou método preventivo dessas doengas. As vias de
doengas cardiovasculares encontradas ligadas
ao exercicio fisico foram miocardite viral, com 40
dos 60 genes relacionados a esse estimulo (q =
8.5 X10-%) e cardiomiopatia hipertréfica, com mais
da metade dos genes da via inclusos (45 de 82, q
= 8.5 X10%). Um gene alvo na ligagao entre
exercicio fisico e cardiomiopatia hipertréfica é o
PRKAG2 (protein kinase, AMP-activated, gamma
2 non-catalytic subunit), com sua expressao apos
o exercicio aumentada em até 4,79 vezes (Liu et
al., 2010).

Considerando os 3 Rs, reposi¢ao, redugao
e refinamento (Russel & Burch, 1959), os
resultados da presente pesquisa podem auxiliar
no aspecto reducao, direcionando as buscas pela
atuacgao do exercicio fisico nas vias de doencgas e
o desenho de pesquisas de biologia molecular do
exercicio com animais modelo.

CONCLUSOES

Novos alvos moleculares para o uso em
estudos com animais modelo na interagédo
exercicio/doenga foram revelados,
principalmente ligando o exercicio fisico as vias
moleculares de doengas neurodegenerativas,
cardiovasculares e imunolégicas. Estudos futuros
podem investigar essas ligagdes em animais
modelo induzidos as doengas em questao que
passem por um treinamento fisico de um modo
mais focado.
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Tabela 01. Ligacao entre genes ligados ao exercicio fisico e vias moleculares de doencas

Categoria

Via KEGG
(ID)

Genes
do
lexercicio
/ Total da
via

Regulagéao
(Up/Down)

Lista de genes relacionados ao exercicio fisico
e as vias moleculares das patologias

Doencgas cardiovasculares

Miocardite
viral
(hsa05416)

40/70

Up

DAG1, DMD, EIF4G1, FYN, HLA-A, HLA-B, HLA-C,
HLA-DPA1, HLA-DPB1, HLA-DQA1, HLA-DQB1,
HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-E, ICAM1, ITGAL,
ITGB2, MYH1, MYH2, MYH3, MYH7, MYH8, MYH9,
MYH10, CYCS, PRF1, RAC1, CCND1, ACTB, BID,
SGCA, SGCB, SGCG, ACTG1, CASP3, CASPS,
CAV1, EIF4G3, CD86, CD40

Cardiomiopat
ia hipertréfica
(hsa05410)

45/82

Up

DAG1, ACE, DMD, IGF1, IL6, ITGA6, ITGAT1,
ITGAS, ITGA9, ITGB1, ITGB4, ITGB5, ITGBS,
LMNA, MYH7, MYL2, MYL3, PRKAG2, PRKAG3,
PRKAA1, PRKAA2, PRKAB2, CACNG8, CACNGE,
ACTB, RYR2, SGCA, SGCB, SGCG, ACTC1,
TGFB1, ACTG1, TNF, TNNI3, TNNTZ2, TPM1,
TPM2, TPM4, TTN, CACNA1C, CACNA1S,
CACNA2D1, CACNB1, CACNB3, ITGA10

Doencgas
imunes

Rejeicao
alografica
(has05330)

20/37

Up

HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DPA1, HLA-DPBI1,
HLA-DQA1, HLA-DQB1, HLA-DRA, HLA-DRB1,
HLA-E, IFNG, IL2, FASLG, IL4, IL5, IL10, PRF1,
TNF, CD86, CD40

Doengas neurodegenerativas

Mal de
Parkinson
(hsa05012)

87/124

Up

ATP5H, UQCRT11, COX4l1, COX5B, COX6A1,
COX6B1, COX6C, COX7A2, COX7B, COX7C,
COX8A, CYC1, UQCRQ, SLC25A4, SLC25A5,
SLC25A6, UQCR10, NDUFS7, UQCRH, MT-CO1,
MT-CO2, MT-CO3, MT-CYB, MT-ND1, MT-ND4,
MT-ND4L, MT-ND5, MT-ND6, NDUFA1, NDUFAS3,
NDUFA4, NDUFA6, NDUFA8, NDUFA9, NDUFA10,
NDUFAB1, NDUFB1, NDUFB2, NDUFB3, NDUFB4,
NDUFBS5, NDUFB6, NDUFB7, NDUFB8, NDUFB10,
NDUFC1, NDUFS1, NDUFS2, NDUFS3, NDUFV1,
NDUFS4, NDUFS5, NDUFS6, NDUFS8, NDUFV3,
ATP5A1, ATP5B, PARK2, ATP5C1, ATPS5E,
ATP5F1, ATP5G1, ATP5G3, ATPSJ, ATPS50,
CYCS, SDHA, SDHB, SDHC, SDHD, PINK1,
SLC18A2, UBA7, UBE2G1, UBE2L3, UCHL1,
UQCRB, UQCRC1, UQCRC2, UQCRFS1, VDAC2,
VDAC3, CASP3, COX4l2, UBE2L6, COX5A,
SNCAIP

Mal de
Alzheimer
(hsa05010)

100/159

Up

ATP5H, UQCR11, COX4l1, COX5B, COX6A1,
COX6B1, COX6C, COX7A2, COX7B, COX7C,
COX8A, CYC1, CALML6, PLCB1, BACE2, UQCRQ,
GRIN2C, GSK3B, UQCR10, HSD17B10, IDE,
APOE, APP, IL1B, ITPR1, NDUFS7, LPL, LRP1,
UQCRH, MT-CO1, MT-CO2, MT-CO3, MT-CYB,
NDUFA1, NDUFA3, NDUFA4, NDUFA6, NDUFAS,
NDUFA9, NDUFA10, NDUFAB1, NDUFB1,
NDUFB2, NDUFB3, NDUFB4, NDUFB5, NDUFBSE,
NDUFB7, NDUFB8, NDUFB10, NDUFC1, NDUFST,
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NDUFS2, NDUFS3, NDUFV1, NDUFS4, NDUFS5,
NDUFS6, NDUFS8, NDUFV3, ATP2A1, ATP2A3,
ATP5A1, ATP5B, ATP5C1, ATPS5E, ATPS5F1,
ATP5G1, ATP5G3, ATP5J, PLCB2, PLCB3, ATP50,
CYCS, PPP3CA, PPP3CB, PPP3R1, PSENEN,
PSENZ2, RYRS3, BID, SDHA, SDHB, SDHC, SDHD,
TNF, UQCRB, UQCRC1, UQCRC2 UQCRFST,
CACNA1C, CACNA1S, CALM1, CAPN1, CAPN2,
CASP3, CASPS8, COX412, CDK5R1, COX5A

Doenca de 106/173 Up
Huntington

(hsa05016)

DNAL4, ATP5H, PPARGC1A, UQCR11, AP2S1,
CLTA, CLTB, COX4Il1, COX5B, COX6A1, COX6B1,
COX6C, COX7A2, COX7B, COX7C, COX8A,
CREB1, CREBBP, CYC1, EP300, RCOR1, PLCB1,
UQCRQ, SLC25A4, SLC25A5, SLC25A6, UQCR10,
HDAC1, HDAC2, HIP1, ITPR1, NDUFS7, UQCRH,
MT-CO1, MT-CO2, MT-CO3, MT-CYB, NDUFAT1,
NDUFA3, NDUFA4, NDUFA6, NDUFA8, NDUFA9,
NDUFA10, NDUFAB1, NDUFB1, NDUFB2,
NDUFB3, NDUFB4, NDUFB5, NDUFB6, NDUFB?,
NDUFB8, NDUFB10, NDUFC1, NDUFS1, NDUFS2,
NDUFS3, NDUFV1, NDUFS4, NDUFS5, NDUFS6,
NDUFS8, NDUFV3, NRF1, ATP5A1, ATPS5B,
ATP5C1, DCTN4, ATPS5E, ATP5F1, ATP5G1,
ATP5G3, ATP5J, PLCB2, PLCB3, ATP50, CYCS,
POLR2G, POLR2L, PPARG, BAX, BDNF, SDHA,
SDHB, SDHC, SDHD, SOD2, TAF4, TAF4B, TBP,
TFAM, TGM2, UCP1, UQCRB, UQCRC1, UQCRC2,
UQCRFS1, VDAC2, VDAC3, DNALI1, CASP3,
CASP8, COX412, CREB3L1, COX5A
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