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RESUMO

O céancer gastrico é uma das principais causas de mortalidade por cancer no mundo. Seu
desenvolvimento estd associado a fatores relacionados ao estilo de vida e a alteragdes
genéticas que podem modificar genes e/ou vias biossintéticas e metabdlicas importantes para
a manutencdo da integridade celular e tecidual. Pesquisas envolvendo céncer tém sido
realizadas com o intuito de identificar genes e mutaces que possam ser utilizados como
marcadores genéticos e possiveis alvos terapéuticos. Estudos realizados com genes
codificantes de proteinas da via dos hormonios esteroides ja identificaram polimorfismos
que podem estar relacionadas ao risco de cancer. Por tratar-se de uma via importante para
processos fisioldgicos e patoldgicos, estudos de identificacdo de polimorfismos genéticos
nesta via, e na via de biossintese do colesterol poderdo contribuir com o entendimento da
carcinogénese gastrica. Diante disso, foi realizada uma analise bioinforméatica em
transcriptomas de tecidos gastricos com cancer e sem cancer, com o objetivo de identificar
SNPs em genes codificantes de enzimas das vias de biossintese dos horménios esteroides,
do colesterol e do receptor de progesterona que possam estar relacionadas ao
desenvolvimento do cancer gastrico. A analise foi realizada por meio da Plataforma Galaxy,
da ferramenta de alinhamento BOWTIE e do software de analise funcional de variacGes
PROVEAN Genome Variants. SNPs deletérios foram identificadas nos genes CYP51A1,
DHCR24 e SQLE da via de biossintese de hormdnios esteroides e nos genes CYP3A5,
HSD17B12, UGT1Al, UGT1A5, UGT1A6 e AKR1C3 da via biossintética do colesterol. O
gene CYP3AS5 apresentou o0 maior nimero de SNPs deletérios. Estes resultados indicam uma
possivel participacdo dos genes analisados nos mecanismos moleculares envolvido no
desenvolvimento do cancer gastrico.

Palavras-chave: Sequenciadores de nova geracdo, cancer gastrico, transcriptoma,
polimorfismos genético, SNP.



ABSTRACT

Gastric cancer is one of the leading causes of cancer mortality in the world. Its development
is associated with factors related to lifestyle and genetic alterations that can modify genes
and important biosynthetic and metabolic pathways that help maintaining cellular and tissue
integrity. One of the main cancer research objectives is identify genes and mutations that
may be used as genetic markers and potential therapeutic targets. Studies with genes related
to the pathway of steroid hormones proteins have already identified polymorphisms that may
be related to the risk of cancer. Because it is an important route for physiological and
pathological processes identification of genetic polymorphisms in this and cholesterol
biosynthesis pathway may contribute to the understanding of gastric carcinogenesis.
Therefore, we performed a comprehensive bioinformatics analysis of transcriptome datasets
from gastric tissues with and without cancer, in order to identify SNPs in genes associated
to enzymes of biosynthetic pathways of steroid hormones, cholesterol and progesterone
receptor that may be related to gastric cancer. The analysis was performed using the Galaxy
Platform, the Bowtie alignment tool and the Provean software for functional analysis of
variations. Deleterious mutations have been identified in CYP51A1, DHCR24 and SQLE
genes in the steroid hormone biosynthesis pathway, and in CYP3A5, HSD17B12, UGT1A1,
UGT1A5, UGT1A6 and AKR1C3 genes in the cholesterol biosynthetic pathway. The
CYP3AS5 gene had the highest number of deleterious SNPs. These results indicate a possible
participation of genes analyzed in the molecular mechanisms involved in the development
of gastric cancer.

Key-words: Next-generation sequencing, gastric cancer, transcriptome, genetic
polymorphisms, SNP.



1. INTRODUCAO

A publicagdo do genoma humano, em 2001, representou um grande marco na
historia da biologia. A partir de entdo, muito esforgo tem sido empregado para compreender
as variages genéticas humanas (CASALS et al., 2012; DOSS et al., 2010). Além disso,
avancos tecnol6gicos computacionais e experimentais em biologia molecular tém
revolucionado campos inteiros da medicina e biologia (DOSS et al., 2010).

O uso de sequenciadores de nova geracdo (NGS — Next - Generation Sequecing)
tem gerado uma grande quantidade de dados que estdo disponiveis para a comunidade
cientifica, podendo ser utilizado nas mais diversificadas analises e aplicacdes, como
descoberta de alteracGes genéticas em partes ou na totalidade do genoma, estudos de
transcriptomas de células, tecido ou de organismos, perfis epigenéticos, classificacdo de
espécies, identificacdo de novos genes, entre outros (METZKER, 2010). Nesse contexto, a
técnica de RNA-Seq (RNA Sequencing), vem emergindo como um dos principais sistemas
de obtencdo de perfis quantitativos de transcriptomas (MUTZ et al., 2013).

Na perspectiva clinica existe um grande potencial para a utilizacdo de tecnologias
NGS no manejo e na descoberta de novos tratamentos na area da saude (MELDRUM et al.,
2011).

Consorcios cientificos, formados por grupos de pesquisa de diversas partes do
mundo, como o Cancer Genome Atlas - TCGA (http://cancergenome.nih.gov/), o
International Cancer Genome Consortium - ICGC (https ://icgc.org/icgc), o International
Human Genome Sequencing Consortium (https://www.genome.gov/11006939), tém unido
esforcos para elucidar os aspectos genéticos, epigenéticos e moleculares do cancer, uma das
patologias que mais afetam a populacdo mundial.

Diante disso, estudos envolvendo novas tecnologias de sequenciamento e analises
de transcriptomas de cancer poderdo contribuir significativamente no conhecimento sobre a
patogénese da doenca, gerando tratamentos mais especificos e formas de diagnosticos mais

precoces com base no perfil genético dos pacientes (MELDRUM et al., 2011).
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1.1.0 QUE E CANCER?

O termo ‘cancer’ engloba mais de uma centena de doengas que apresentam fatores
de risco e epidemioldgicos distintos. Caracteriza-se pela presenca de células com capacidade
proliferativa descontrolada e metastatica (STRATTON et al., 2009). Para HANAHAN e
WEINBERG (2011), a capacidade de manutengdo do sinal proliferativo, a insensibilidade
aos fatores inibitorios de crescimento celular, resisténcia a morte celular, capacidade
replicativa continuada, inducdo a angiogénese, atividade invasora e metastatica sao
caracteristicas importantes da célula do cancer e estdo fortemente associadas ao crescimento

e disseminagdo do tumor (Figura 1).

FIGURA 1- Diagrama das caracteristicas importantes da célula cancerigena.

Sinal proliferativo
sustentado

Evasdo aos supressores
de crescimento

Ativacdo da invasdo e

Inducdoc a angiogénese metastase

Capacidade replicativa
continuada

Fonte: Traduzida de HANAHAN e WEINBERG (2011).

O desenvolvimento de células de céancer envolve modificacdes que levam ao
aumento da atividade de proteinas codificadas pelos chamados oncogenes e/ou modificacdes
que ocasionam a inativacdo dos genes supressores de tumor (BERTRAM, 2001; SARKAR
et al., 2013).

Grande parte das mutagbes que estdo envolvidas no processo carcinogénico
corresponde a mutagfes somaticas, adquiridas ao longo da vida, que surgem a partir de danos

quimicos ao DNA e que implicam no funcionamento inadequado de genes importantes
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(BERTRAM, 2001). No quadro 1, sdo apresentados o0s principais tipos de mutacdo

envolvidos no processo de desenvolvimento do cancer e seus efeitos no produto génico.

QUADRO 1- Principais mutagfes/modificacdes que implicam no desenvolvimento de células de cancer.

Tipo de mutacao Efeito

Mutacgdes de ponto Mudanca de aminoacido na sequéncia

proteica.

Alteracdo na fase de leitura do | Proteinas truncadas.
DNA, aparecimento de cddon de

parada

Instabilidade cromossémica Amplificagdo génica, hiperexpressdo ou
expressao inadequada  de  genes

importantes.

Rearranjo ou quebra cromossdmica | Perda ou fusdo de genes (proteinas

quiméricas ou com funcdo alterada).

Modificacdes epigenéticas | Silenciamento génico
(metilacéo de citosinas, etc)
Fonte: Adaptado de BERTRAM (2001).

1.2. CANCER GASTRICO
1.2.1. O que é Cancer gastrico?

O Cancer gastrico (CG) representa um grupo heterogéneo de tumores com
morfologia, aspectos moleculares e histoldgicos diferentes, originando-se, na maior parte
das vezes, a partir do epitélio glandular, recebendo a denominagdo de adenocarcinoma
(YAKIREVICH; RESNICK, 2013).

Estagios iniciais da doenca caracterizam-se por uma fase assintomatica ou por
sintomas ndo especificos. Em estadgios avancados da doenca, sintomas como dores
abdominais persistentes, anorexia e perda de peso, podem ser comumente observados
(CORREA, 2013).

Recentemente, foi proposta uma classificacdo baseada em caracteristicas
moleculares dos tumores gastricos, nessa classificacdo quatro tipos de adenocarcinoma

gastrico foram estabelecidos: tumores Epstein-Barr virus (EBV) - positivo, tumores com
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instabilidade em microssatélite, tumores estaveis genomicamente e tumores com
instabilidade cromossdémica (CANCER GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK,
2014).

Outros sistemas de classificacdo ja foram propostos, entretanto, 0s comumente
utilizados sdo de Lauren e da Organizagdo Mundial de Saude (WHO - 2010)
(YAKIREVICH; RESNICK, 2013).

Histologicamente, o CG pode ser classificado em tipo intestinal e difuso. O CG do
tipo intestinal caracteriza-se pela formagé&o de glandulas com graus distintos de diferenciacéo
e pela producdo de mucina extracelular, o tipo difuso, é composto por células pouco coesas
sem a formagéo de glandulas (YAKIREVICH; RESNICK, 2013).

Multiplos mecanismos genéticos e epigenéticos levam a modifica¢cdes da mucosa
gastrica e consequentemente ao desenvolvimento do cancer géastrico do tipo intestinal.
Inflamacdo cronica, atrofia, metaplasia e displasia gastrica sdo eventos importantes e
consecutivos envolvidos neste tipo de cancer e englobam diversas alteracbes genéticas
(YAKIREVICH; RESNICK, 2013). Variagdes genéticas ocasionam alteracbes em
integrantes importantes dos mecanismos proliferativos, regulatérios e transcricionais das
células, além de outros componentes celulares (ALTIERI et al, 2012).

O CG difuso apresenta alteracbes em moleculas envolvidas na interacdo e adesédo
célula-célula, resultanto na invasdo de células isoladas ou pequenos grupos de células.
Mutacdo no gene CDHL1 configura-se como a base do processo de desenvolvimento deste
tipo de CG (YAKIREVICH; RESNICK, 2013).

Na figura abaixo, sdo mostrados, resumidamente, 0s principais eventos ocorridos

durante a oncogénese gastrica nos tipos intestinal e difuso.
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FIGURA 2- Principais etapas envolvidas no processo de carcinogénese gastrica, segundo tipo histoldgico de
tumor.

Cancer Gastrico tipo intestinal

Mucosa gastrica normal Gastrite cronica
g

Infeccdo por Helicobacter pylori

Instabilidade genémica

— l
Metilacdo do DNA : -

Gastrite atréfica
Metaplasia intestinal
Mutagio: APC, TP53 l
Displasia

Mutacgdo: TP53, KRAS l
LOH: TP 53, APC, DCC

Cancer gastrico do tipo intestinal

Cancer Géstrico tipo difuso

Mutacdo germinativa:

CDH1
Mucosa gastrica normal Carcinoma in situ com Carcinoma com células em anel
—> celulasemanelde —¥ de sinete invasivo
T Sinete
LOH:
CDH1

Fonte: Adaptado de YAKIREVICH; RESNICK (2013).
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1.2.2. Fatores epidemioldgicos e etioldgicos do cancer gastrico

Segundo estatisticas mundiais do cancer, em 2012 o CG foi o 5° tipo de cancer
maligno mais comum e a 3% maior causa de morte por cancer no mundo, sendo
diagnosticados mais de 900 mil novos casos, destes, mais de 70% ocorreram em regifes em
desenvolvimento, como América do Sul, Asia Ocidental, América Central e Europa
Meridional (FERLAY et al., 2015).

Na América do Sul, neste mesmo periodo, o0 CG foi o 6° tipo de cancer mais
incidente, com 45.945 casos diagnosticados, e 0 3° em mortalidade, com 37.221 mortes. No
Brasil foram diagnosticados 19.690 casos e 16.077 mortes provocadas pela doenca, a taxa
de incidéncia foi cerca de 2 vezes maior entre os homens quando comparado as mulheres
(WHO, 2012).

A etiologia do CG é multifatorial, envolvendo fatores exdgenos e enddgenos. Entre
os fatores enddgenos temos o histérico familiar de CG e alteragdes genéticas; e entre 0s
exogenos ou fatores ambientais temos o consumo elevado de sodio e de alimentos com
grande concentracdo de compostos nitrosos, o baixo consumo de legumes e verduras,
infeccdo por Helicobacter pylori, aléem do uso de cigarro e consumo de bebidas alcodlicas
(ZILBERSTEIN et al., 2012). Vale resaltar que fatores endogenos e exdgenos atuam

conjuntamente no desenvolvimento do cancer.

1.3. HORMONIOS ESTEROIDES E O DESENVOLVIMENTO DO CANCER
GASTRICO.

Hormdnios esterdides sdo os maiores determinantes de processos fisiologicos e
patologicos (IGAZ et al., 2002). Os horménios esterdides tém como precursor principal a
molécula de colesterol. A via do mevalonato, importante para a biossintese do colesterol, e
de prenilacdo de proteinas, tem sido implicada em diversos aspectos do desenvolvimento e
progressao do cancer (GRUENBACHER; THURNHER, 2015).

A via do mevalonato converte o0 mevalonato em esterdis, dentre esses esterois temos
a molécula de colesterol, seus intermediarios estdo envolvidos em diversas fungdes, como
modificacdes pos-traducionais de proteinas envolvidas na sinalizacdo intracelular,
crescimento celular, expressdo génica, glicosilacdo de proteinas e montagem do
citoesqueleto (BUHAESCU; IZZEDINE, 2007).
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AlteracBes na biossintese e metabolismo desses horménios parecem estar
envolvidos na patogénese de diversas doencas, incluindo sindromes enddcrinas e diferentes
tipos de cancer (IGAZ et al., 2002). Sequéncias das enzimas envolvidas na biossintese e
metabolismo dos hormonios esterodides ja foram bem descritas na literatura e diversas regies
de polimorfismo tem sido encontradas, sendo que algumas parecem estar associadas com
certas patologias (IGAZ et al., 2002).

Tecidos géastricos normais e com cancer expressam receptores de horménios
esterdides, tais receptores reconhecem e permitem a ligacdo de estrogénios e androgénios
(KARAT et al., 1999). FREEDMAN e colaboradores (2009) sugerem que polimorfismos
genéticos em genes da via biossintética e metab6lica dos horménios sexuais possam
desempenhar algum papel na etiologia do cancer gastrico.

Estudos como o de HYLAND et al. (2013) e de ASHTON et al. (2010) ja
demonstraram uma associacdo entre polimorfismos em genes das vias metabdlica e
biossintética e o risco de cancer. HYLAND e colaboradores identificaram alteracfes
genéticas presentes nos genes SULT2B1, CYP1B1, CYP3A5, SHBG e CYP11A1l como
associados ao risco de desenvolvimento de carcinoma epidermoide de es6fago. Ja ASHTON
e colaboradores (2010), em um estudo realizado com mulheres caucasianas, reportaram que
polimorfismos nos genes AR, CYP11A1, CYP1B1, ESR1 e GSTM1 estdo associados ao risco
de céncer uterino.

Além desses estudos, SUN et al. (2011) identificaram trés regides de polimorfismos
em genes da via metabdlica dos hormdnios sexuais relacionados a agressividade do cancer

de prostata.

1.4. ALTERACOES GENETICAS

1.4.1. Alteracdes genéticas e sua influéncia no desenvolvimento do céancer.

Mais de 90% dos casos de cancer sdo desencadeados por mutacGes somaticas
acumuladas no genoma ao longo da vida (VANDIN et al., 2012; TORKAMANI; SCHORK,
2008). Essas mutac6es incluem mudancas de nucleotideos Unicos e alteracdo no nimero de
cdpias e na estrutura dos genes (VANDIN et al., 2012). Tais mutacdes resultam de erros
ocorridos durante o processo replicagcdo ou por exposi¢do a carcinégenos (TORKAMANI;
SCHORK, 2008).



16

O maior desafio encontrado em estudos sobre essa tematica é a distin¢do funcional
entre mutagdes drivers e mutacdes passengers. Mutagdes do tipo driver sdo responsaveis
pelo desenvolvimento do céncer e as passenger sdao mutacdes acumuladas em células
somaticas, mas que ndo estdo envolvidas no desenvolvimento da doenca (VANDIN et al.,
2012; TORKAMANI; SCHORK, 2008). Uma regra para predicdo de mutacdes drivers é a
identificacdo recorrente de mutacGes (ou genes mutados recorrentemente) em um grande
nimero de pacientes com cancer (VANDIN et al., 2012). Estudos de associacdo de
polimorfismos tém desempenhado papéis cruciais na descoberta de correlacGes genéticas
entre variantes gendmicas e doencgas complexas (DOSS et al., 2010).

1.4.2. Impactos das alteracdes genéticas no fendtipo.

MutacOes somaticas em células de cancer podem englobar diversas classes de
alteracfes na sequéncia de DNA, como substituicdes de uma Unica base nucleotidica por
outra; insercbes ou delecBes de pequenos ou grandes segmentos de DNA,; rearranjos;
aumento ou diminui¢do do nimero de copias de genes (STRATTON et al., 2009).

O principal tipo de variacdo genética humana é o chamado polimorfismo de
nucleotideo dnico ou Single Nucleotide Polymorphism (SNP), esse tipo de variacéo
caracteriza-se pela alteracdo de um dnico nucleotideo na sequéncia do genoma (LI et al,
2012).

SNPs podem ser encontrados em regides codificantes, ndo codificantes e
intergénicas, sendo classificados em sindnimos, quando a sequéncia polipeptidica
permanece a mesma, apesar da alteracdo de nucleotideo, e em ndo sinbnimos, quando este
resulta em mudanca de aminoacido na sequéncia protéica, podendo também gerar um codon
de parada (nonsense) (LI et al., 2012).

Além disso, SNPs presentes em regides ndo codificantes podem alterar regifes de
splicing, regides de ligacao de fatores de transcricdo e sequéncias de RNAs ndo codificantes

(LI etal., 2012). As varias classes de SNPs podem ser visualizadas na figura 3.
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FIGURA 3- Principais classes de Polimorfismo de nucleotideo tnico (SNP).

SNPs codificantes (¢cSNP)

SNPs ndo-sindnimos (nsSNP):  substituigio  de
aminoacido,;

SNPs sindnimos (sSNP): nao ha mudanca de
aminoacido,;

SNPs intronicos (ISNP)

SNPs nao-codificantes (ncSNP)

SNPs regulatorios (fSNP)

Fonte: Traduzida de LI et al. (2012).

Variagdes ndo sindbnimas constituem 50% das mutagdes conhecidas envolvidas com
doencas hereditarias humanas, demonstrando assim o papel importante dessas variacdes na

salde humana e seus fortes efeitos no fenétipo (DOSS et al., 2010).

1.5. IDENTIFICACAO DE ALTERACOES GENETICAS NO GENOMA.

O desenvolvimento da tecnologia NGS tem permitido a analise do conjunto de
éxons (exomas) ou do genoma total de tumores malignos. O sequenciamento de exomas
tem gerado a descoberta da maioria das substituicdes somaticas condutoras do processo de
carcinogénese, de insercoes, delecbes e de alteracdes no numero de coOpias de genes
codificadores de proteinas, portanto, a analise do conjunto de éxons pode ser considerada
uma metodologia vantajosa e efetiva na descoberta de genes envolvidos no
desenvolvimento do cancer, por permitir a analise do padrdo de mutacdo presente em
amostras de cancer (ALEXANDROV et al., 2014).

A identificacdo de SNPs pode ser uma ferramenta importante na pratica clinica e
na descoberta de novas formas de diagnostico e de terapias para diversas patologias,
entretanto, o grande nimero de SNPs identificados até o0 momento inviabiliza a realizacdo
de experimentos que demonstrem o impacto de tais alteracdes genéticas na funcionalidade
do produto a ser codificado. Ferramentas bioinformaticas vém sendo desenvolvidas com o

intuito selecionar SNPs considerados prejudiciais ao funcionamento de moléculas
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importantes a célula (MAH et al, 2011), portanto, a predi¢do das repercussdes de mutacbes

nas proteinas pode ser uma Otima opcao para a anélise de SNPs.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Investigar a possivel influéncia dos hormonios sexuais no processo de
carcinogénese gastrica, através da busca de SNPs com efeitos deletérios em genes
relacionados as vias biossintéticas dos hormdnios esterdides e do colesterol e no gene do

receptor de progesterona em transcriptomas de tecidos gastricos com cancer.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Elaborar um pipeline bioinformatico para identificacdo, em transcriptomas, de
polimorfismos de nucleotideo unico (SNP) em genes codificantes das proteinas das
vias de biossintese do colesterol e dos hormonios esteroides e do receptor de

progesterona;

e Reprocessar dados de transcriptomas de tecidos gastricos com cancer, disponiveis
em bancos de dados, em busca de SNPs nos genes relacionados as vias de biossintese

do colesterol e dos hormdnios esteroides e do receptor de progesterona;

e Analisar os transcriptomas das linhagens celulares de cancer gastrico ACP02 e
ACPO03 para identificar SNPs nos genes relacionados as vias de biossintese do

colesterol e dos hormdnios esteroides e do receptor de progesterona.

e Identificar SNPs com efeitos deletérios nos genes estudados através da analise

funcional dos SNPs identificados.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. OBJETO DE ESTUDO

Nesta pesquisa foram reprocessados os dados de transcriptomas pertencentes ao
estudo de KIM et al. (2012), com numero de submissdo SRP012016 no European
Nucleotide Archive (ENA) do European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI) e os
transcriptomas das linhagens celulares de cancer gastrico ACP02 e ACPO03, isoladas de
individuos brasileiros, do sexo masculino, com idade de 66 e 63 anos e CG tipo difuso e
intestinal, respectivamente. ACP02 e ACPO03 ja foram caracterizadas citogeneticamente por
um grupo de pesquisa da Universidade Federal do Para e configuram-se como as primeiras
linhagens celulares de CG isoladas a partir de individuos sul-americanos (LEAL et al.,
2009).

Todos os transcriptomas analisados séo resultado de experimentos de RNA-seq,
sequenciados com Plataforma ABI SOLID. O numero de submisséo de cada transcriptoma
do estudo SRP012016 pode ser visualizado no APENDICE A, assim como informagdes

sobre estagio da doenga, total de leituras e tamanho dos arquivos.

3.2. GENES CANDIDATOS

Foram analisados os genes codificantes (RNAs mensageiros) das enzimas que
participam das vias de biossintese dos hormdnios esteroides, biossintese do colesterol e o
gene do receptor de progesterona. A listagem completa dos genes referentes a via de
biossintese dos hormdnios esteroides foi obtida diretamente no banco de dados KEGG
PATHWAY database (http://www.kegg.jp/kegg/pathway.html), selecionando hsa (Homo
sapiens) no parametro organismo e utilizando como termo de busca ‘steroid hormone
biosynthesis’. Os genes relacionados a via de biossintese de colesterol foram selecionados a
partir dos estudos de BUHAESCU; IZZEDINE (2007) e MARIJANOVIC et al. (2003). As
vias de biossintese dos hormdnios esterdides e do colesterol podem ser visualizadas nos
anexos A e B, respectivamente.

A partir da listagem dos genes, foi obtida a localizacéo, identificada pelas posi¢oes

inicial e final de cada gene no genoma humano (GRCh37/hg19) através da pagina do UCSC
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Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway). As posicdes inicial e final
dos genes foram acrescidos 5 kilo bases (Kb) para que possiveis SNPs presentes em regides
regulatoérias fossem inseridos no conjunto final de SNPs.

3.3. ANALISE DOS TRANSCRIPTOMAS

A anélise dos transcriptomas envolveu as etapas de (i) pré-processamento, (ii)
mapeamento/alinhamento das leituras no genoma humano, (iii) identificacdo de
polimorfismos e (iv) analise funcional dos polimorfismos identificados, conforme pode ser
visualizado na figura 1. As etapas de pré-processamento e de identificacdo de polimorfismos
foram realizadas na Plataforma Galaxy (GIARDINE et al., 2005), disponivel no endereco

eletrnico https://usegalaxy.org/.

FIGURA 4- Pipeline bioinformatico elaborado para identificar SNPs em genes relacionados a biossintese

dos hormdnios esteroides, colesterol e receptor de progesterona em transcriptomas.
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Os transcriptomas provenientes do ENA foram diretamente importados na
Plataforma Galaxy utilizando-se 0 nimero de submissdo no ENA, optando-se pelo arquivo
no formato Fastq file (galaxy). Os transcriptomas das linhagens celulares de CG ACP02 e
ACPO03 foram importados do computador para a Plataforma Galaxy.

3.3.1. Pre-processamento do conjunto de dados

O pré-processamento dos dados envolveu os processos de conversao de formato dos
dados, “trimagem” e filtragem das leituras. Apds insercdo do conjunto de dados dos
transcriptomas na plataforma Galaxy, arquivos com formato Fastq file (galaxy) foram
convertidos para o formato Color Space Sanger por meio da ferramenta FASTQ Groomer,
disponivel no conjunto de ferramentas NGS: QC and manipulation da Plataforma Galaxy.

Com a finalidade de melhorar a qualidade do conjunto de dados, bases de baixa
qualidade e leituras de tamanho reduzido foram eliminadas, para isso, 0S arquivos passaram
por duas etapas de trimagem e uma etapa de filtragem. A ferramenta FastQC Read Quality
reports (NGS: QC and manipulation) foi utilizada para monitorar o padréo de qualidade das

leituras antes e depois da etapa de pré-processamento.

3.3.1.1. Trimagem das leituras

Na etapa de ‘trimagem’ foi utilizada a ferramenta FASTQ Quality Trimmer,
presente no kit de ferramentas NGS: QC and manipulation. O primeiro processo de
trimagem teve como parametros: Trimer ends = 3’ only, Window size = 3, Aggregate action
for window: means of score e Quality score= 20. E o segundo processo, parametros: Trimer
ends = 3’ only, Window size = 1, Aggregate action for window: means of score e Quality

score = 18. Estes parametros foram utilizados em todas as analises realizadas.

3.3.1.2. Filtragem das leituras

A filtragem dos dados foi realizada através da ferramenta Filter FASTQ, também
presente em NGS: QC and manipulation. Nesta fase, sequéncias com tamanho inferior a 30

pares de base (Minimum size= 30) foram eliminadas do conjunto de dados.
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3.3.2. Alinhamento das leituras

O alinhamento das leituras foi feito com a ferramenta BOWTIE, utilizando
parametros default (nimero de mismatches (-n) = 2, nimero de bases (-I) = 28 e soma dos
valores de qualidades dos mismatches (-e) =70), tendo como genoma de referéncia o genoma
humano (hg19).

3.3.3. Localizacéo e identificagdo de SNP

A localizagdo dos SNPs nos genes analisados foi feita com a ferramenta Slice BAM
by provided regions. Nesta etapa, foram utilizados os arquivos resultantes do mapeamento
contra o genoma humano e o arquivo com todas as localizagdes de SNPs presentes nos genes
estudados disponiveis nos bancos de dados.

O arquivo com as localizagfes dos SNPs disponiveis nos bancos de dados foi obtido
diretamente na plataforma Galaxy por meio de UCSC Main table browser, presente em Get
Data, selecionando a opcdo variation no parametro group; snpl38Common em table e
position em region. No parametro region, a listagem com a localizagdo (numero do
cromossomo, posicédo inicial e final) dos genes estudados foi inserida clicando-se no icone
define regions.

Como resultado da ferramenta Slice BAM by provided regions, foi gerado um
arquivo no formato BAM, este arquivo necessitava ser convertido para o formato pileup,
para que as etapas restantes pudessem ser realizadas. Esta conversdo foi realizada por meio
da ferramenta Generate pileup format from BAM dataset, presente em NGS: SAM Tools.

Apos a conversao dos formatos, o arquivo final foi processado na ferramenta
Varscan for variant detection, presente em NGS: Variant analysis, para gerar uma listagem
com a localiza¢do, o nucleotideo alterado e o nucleotideo da referéncia de todos os
polimorfismos encontrados nos transcriptomas analisados.

Na ferramenta Varscan foram utilizados os parametros: Minimum read depth=8,
Minimum supporting reads=2, Minimum base quality at a position to count a read =15,
Minimum variant allele frequency threshold=0,01 e p-value threshold for calling variants
=0,99.
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3.4. ANALISE FUNCIONAL DOS SNPs

A listagem com as coordenadas (nimero do cromossomo, posi¢cao no genoma, base
nucleotidica da referéncia e base nucleotidica encontrada) de todos os SNPs identificados no
conjunto de dados, foi submetida a uma andlise funcional dos possiveis efeitos destas
mutacfes na funcionalidade proteica. Para isso, foi utilizada a ferramenta PROVEAN
Genome Variants, disponivel no servidor web PROVEAN (Protein Variation Effect
Analyzer), disponivel na pagina http://provean.jcvi.org/index.php.

A ferramenta PROVEAN Genome Variants fornece uma abordagem generalizada
para prever efeitos funcionais de variacbes na sequéncia de aminoéacidos das proteinas
ocasionadas por substituicbes unicas ou multiplas de nucleotideos, insercdes e delecdes.
SNPs gue ocasionam mudanca de aminoacido na sequéncia proteica sdo classificados pelo
PROVEAN em neutros e deletérios, sendo preditos como deletérios SNPs com score <-2,5
(CHOI et al., 2015).
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4. RESULTADOS

4.1. CONJUNTO DE DADOS

O conjunto de dados com todos os transcriptomas totalizou aproximadamente 2
bilhdes leituras ou cerca de 94 Giga bases. Apés as etapas de ‘trimagem’ e filtragem, as
leituras apresentaram tamanho variando de 30 a 50 pares de base (pb). O percentual médio
de mapeamento contra o genoma de referéncia foi de 44%.

Dos 32 transcriptomas obtidos por sequenciamento em Plataforma SOLID que
foram analisados, 24 eram provenientes de individuos com cancer gastrico, 6 sem cancer
gastrico e 2 das linhagens celulares ACP02 e ACP03 de CG. A analise de transcriptomas
sequenciados por um mesmo tipo de sequenciador permite a uniformizacdo dos parametros
e de todo o plano de analise, sem a necessidade de adaptacGes ou criacdo de pipelines
adicionais.

Mais de 80% dos transcriptomas era procedente de individuos do sexo masculino,
50 % dos tumores eram classificados histologicamente como tipo difuso e 31% como tipo
intestinal (Gréafico 1). A média de idade dos individuos foi de 62,5 anos (DP= 10,77), entre
0s sexos a média de idade foi de 62,8 anos (DP=9,84) para homens e de 61,3 anos (DP=
15,01) para mulheres (Tabela 1).

GRAFICO 1- Distribuicio dos transcriptomas segundo idade dos individuos e tipo histoldgico dos tumores.

Idade Tipo histoldgico

m<60anos ®>60anos Desconhecida mDifuso ™ Intestinal Misto = Desconhecido
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TABELA 1- Distribuigdo dos SNPs identificados nos genes relacionados as vias de biossintese de hormonios
esteroides e de colesterol segundo idade, sexo, tipo histolégico do tumor e transcriptoma de individuo com e
sem cancer gastrico.

SNPs
Transcriptomas
analisados Via de Biossintese dos Via de Biossintese do Colesterol

Variaveis Horménios Esteroides

N % N % M DP N % M DP
Idade
<60 anos 9 28 7 12 0,77 1,09 8 22 0,88 1,16
>60 anos 21 66 45 72 2,09 3,33 29 78 1,38 1,90
Desconhecida 2 6 10 16 5,00 7,07 0 0 0,00 0,00
Sexo
Masculino 26 81 54 87 2,07 3,50 28 73 1,07 1,83
Feminino 6 19 8 13 1,33 2,45 9 27 1,50 0,83
Tipo histologico
Difuso 13 50 13 24 1,00 1,15 13 42 1,00 1,47
Intestinal 8 30 25 46 3,15 513 12 39 15 2,39
Misto 2 8 6 11 3,00 141 6 19 3,00 141
Desconhecido 3 12 10 19 3,33 5,77 0 0 0,00 0,00
Linhagem celular
ACP02 1 50
ACP03 1 50
Transcriptoma
Individuo com cancer gastrico 26 81 54 87 2,07 3,46 31 84 1,19 1,78
Individuo sem cancer gastrico 6 19 8 13 1,33 1,50 6 16 1,00 2,06
Total 32 100 62 100 1,93 3,18 37 100 1,15 1,68

N: quantidade; M: Média; DP: Desvio padréo.

4.2. IDENTIFICACAO DE SNPS

A presenca de SNPs foi investigada em 56 genes codificantes de enzimas
envolvidas na via de biossintese de horménios esteroides (APENDICE B), 17 genes da via
de biossintese do colesterol (APENDICE C) e o0 gene do receptor de progesterona (gene
PGR).

Dos 99 SNPs identificados nos transcriptomas analisados, 74% foram identificados
em transcriptomas de individuos com idade igual ou superior a 60 anos; 86% estavam
presentes em transcriptomas de CG; 63 % eram em genes relacionados aos hormdnios

esteroides e 37% em genes da via de biossintese do colesterol. Com os parametros adotados
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nesta analise, ndo foi identificado nenhum SNP nas linhagens celulares ACP02 e ACP03 de
CG.

GRAFICO 2 - Distribuicdo dos SNPs identificados nos transcriptomas analisados segundo via biossintética,
idade, tipo histoldgico do tumor e transcriptoma com e sem cancer gastrico.

Via biossintética Idade

@ Via de Biossintese dos Hormdnios Esterdides
B Via de Biossintese do Colesterol W< 60anos ®>60anos ™ Desconhecida

Tipo histologico Transcriptoma

= Tecido gastrico com cancer gastrico

mDifuso mIntestinal ™ Misto ™ Desconhecido m Tecido gastrico cancer gastrico

Nos genes relacionados a via de biossintese do colesterol, no total 37 SNPs foram
encontrados, destes 84% localizavam-se em transcriptomas de CG, 42% em transcriptomas
de CG do tipo difuso e 78% em transcriptomas de individuos com mais de 60 anos. Entre os
genes relacionados a via de biossintese dos hormonios esteroides, 62 SNPs foram
localizados, onde 87% foram identificados em transcriptomas de CG, 46% em
transcriptomas de CG do tipo intestinal e 72% em transcriptomas de individuos com idade
superior a 60 anos (Tabela 1).

Em 50% dos SNPs identificados nos genes da via dos horménios esteroides e em
65% dos SNPs da via de biossintese do colesterol, as substituicdes das bases nucleotidicas
foram transi¢cGes. Nos genes de ambas as vias de biossintese, mais de 60% das transi¢es

eram substitui¢des de bases puricas (A«<>G), como mostra a figura 5.
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Entre as transversdes, nos genes via dos hormdnios esteroides, a maior parte (19%)
era substituicdo de uma guanina por uma citosina (G—C) e, nos genes da via de biossintese

do colesterol, 16% era substituicdo de uma citosina por uma adenina (C—A) (Figura 5).

GRAFICO 3- SNPs identificados em transcriptomas individuos com cancer gastrico e sem cancer
gastrico. A: Distribuicdo dos SNPs encontrados nos genes relacionados as vias de biossintese dos horménios
esteroides e do colesterol por tipo de substituicdo de base nucleotidica. B: Distribuicdo dos SNPs do tipo
transicdo segundo substituicdo de nucleotideo. C: Distribuicdo dos SNPs do tipo transversdo segundo
substituicdo de nucleotideo.
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No total, 19 SNPs preditos com efeitos deletérios foram identificados nos
transcriptomas analisados, destes, 63% estavam localizados em genes relacionados a via de
biossintese dos horménios esterdides, em transcriptomas de cancer gastrico e 21% em
transcriptomas de tecidos gastricos sem cancer. O restante (16%) foi localizado entre os
genes da biossintese de colesterol, em transcriptomas de cancer gastrico. Em 52,6% dos
SNPs preditos como deletérios, ocorreu mudanca da primeira base no codon alterado e
68,4% corresponderam a transi¢@es nucleotidicas (Tabela 2).

Gréfico 4- Distribui¢do dos SNPs preditos com efeitos deletérios.

SNPs deletérios

® Via de Biossintese dos Hormonios Esterdides (CG)
m Via de Biossintese do Colesterol (CG)
= Individuos sem cancer gastrico

Em transcriptomas de cancer gastrico, SNPs deletérios foram localizados nos genes
CYP3A5, HSD17B12, UGT1A1, UGT1A5, UGT1A6 e AKR1C3 da via de biossintese dos
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horménios esterdides. Os genes CYP3A5 e AKR1C3 apresentaram SNPs com 0S menores
valores de score, 0 que revela o forte de impacto desses SNPs no produto proteico desses
genes. Entre 0s genes da via de biossintese de colesterol, SNPs deletérios foram identificados
nos genes CYP51A1, DHCR24 e SQLE, sendo que SNPs nos genes DHCR24 e CYP51A1
apresentaram 0s menores valores de score (Tabela 2). Em transcriptomas de individuos sem
CG foram identificados SNPs deletérios nos genes AKR1C1 e AKR1C3, relacionados a via

de biossintese de hormdnios esteroides (Tabela 2).

TABELA 2- SNPs com efeitos deletérios identificados nos genes codificantes de proteinas envolvidas nas vias
de biossintese de hormonios esteroides e de colesterol e receptor de progesterona em transcriptomas de cancer
gastrico.

Localizagdo do SNP

Gene Cromossomo Posicdo Caodon alterado Mugian’ge} de Score
aminoécido (PROVEAN)
Via de Biossintese dos Hormonios Esteroides
Cancer gastrico
7 99250300 ACT [T/G]JGC AAG p.C377G 9,06
7 99264585 GGA A[A/G]A CTC p.K141R 2,53
CYP3A5 7 99258223 GAA [A/T]CC ACC p.T309S -3,05
7 99258162 CAG CI[ATIG AAA p.Q329L -4.84
7 99270240 GTG C[T/G]A GTG p.L94R 5,22
HSD17B12 11 43876380 CAA TI[CITIC CGA p.S267F -3,84
UGTIAL 2 234676982 AAT [GIAJCA AAG p.A401T -2,52
UGTIAS 2 234676982 AAT [G/AJCA AAG p.A402T -2,56
UGTI1A6 2 234676982 AAT [G/AJCA AAG p.A402T -2,88
10 5138738 AGT G[T/G]G AAG p.V74G 6,47
AKR1C3 10 5141634 GTG T[G/A]C AAC p.C188Y -10,78
10 5144341 TGC [A/G]JAG TCG p.K8SE 3,49
Sem cancer gastrico
10 5010537 GGA [A/IG]JAA ATA p.K138E -3,03
AKRIC1 10 5011114 CTC A[A/G]G TAC p.K183R 252
10 5141616 GGA C[T/C]IC AAG p.L182P -6,84
AKRIC3 10 5141618 CTC [A/GIAG TAC p.K183E 3,61
Via de Biossintese do Colesterol
Cancer gastrico
CYP51A1 7 91761164 TTC T[C/IA]C CCA p.S72Y -6,00
DHCR7 11 71150074 CCT [CIT]IGG ATC p.R228W -7,29
SQLE 8 126015517 GGA [G/AICT GGC p.A131T -2,89

Entre os SNPs identificados nos transcriptomas analisados, 13 estdo cadastrados no

banco de dados dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/), a maior parte foi identificada
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em transcriptomas de individuos com cancer gastrico, 69% tém sua localizagcdo em regibes
intronicas e 3’UTR, entretanto, dois SNPs ocasionavam mudan¢a de aminoacido. Os SNPs
rs7374 (DHCR24), rs9205 (FDFT1), rs162562 (CYP1B1), rs15524 (CYP3A5) e rs12429
(AKR1C3) foram identificados em mais de um transcriptoma, conforme pode ser observado
na Tabela 3.

Tabela 3- SNPs cadastrados no banco de dados dbSNP identificados nos genes relacionados as vias de
biossintese dos horménios esterdides, do colesterol e do receptor de progesterona presentes nos transcriptomas
analisados.

Transcriptoma

()
SNP 1D MAF Gene Funggo Cancer gastrico* Sem cancer
gastrico
Intestinal Difuso Misto
Via de Biossintese do Colesterol
1s7374 G=0,4359/2183 DHCR24 3°’UTR - - 1 !
rs1138030 A=0,2260/1132 DHCR24 3’UTR - 1
rs9205 C=1,3069/1537  FDTT1 Sindnimo 1 - 2 2
rs12673910 A=0,1697/850 CYP51A1 3°’UTR 1
rs188890480  G=0,0020/10 MSMO1 Missense (P—A) 1
Via de Biossintese dos Hormonios Esteroides
rs4775934 C=0,2041/1022 CYP19A1 intron - - 1
1s162562 G=0,2668/1336  CYP1B1 3°’UTR 2 2
rs15524 G=0,3480/1743  CYP3A5 ncRNA, 3°’UTR 2 2 !
rs2040992 G=0,0056/28 CYP3AS5 intron 1
rs11037683 C=0,053/252 HSD17B12  3’UTR - 1
rs12529 C=0,4203/2105 AKR1C3 Missense (H—Q) 1 1 1
rs12387 G=0,1518/760 AKR1C3 Sinénimo (K—K) 1 1

1s1937840 C=0.4171/2089 AKRIC3 intron ) 1

*Classificacdo histologica de Lauren.

SNPs sindnimos foram identificados nos genes FDPS, CYP51A1, DHCR7, FDFT1,
SQLE, DHCR24 e MSMOL1 da via de biossintese de colesterol e nos genes CYP3AS5,
HSD17B12, AKR1C3, UGT1A6, UGT1A10, UGT1A9, UGT1A4, UGT1A5, UGT1A7,
UGT1A8 e UGT1A3, da via de biossintese de horménios esteroides.
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O resultado completo da analise dos transcriptomas, com todos os SNPs
identificados, pode ser visualizado no APENDICE D. Informagbes adicionais sobre a
linhagem celular ACP03 de cancer gastrico, podem ser obtidas no artigo que esta sendo
elaborado sobre expresso diferencial e identificacio de SNPs desta linhagem (APENDICE
E).
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5. DISCUSSAO

Mundialmente, o CG apresenta diferengas nas taxas de incidéncia entre as vérias
regides do mundo, sendo mais prevalente em paises menos desenvolvidos e em homens
(FERLAY, 2015). Neste trabalho, a prevaléncia do sexo masculino no conjunto de dados
analisado pode ser explicada pela diferenga na incidéncia de CG na populagéo de origem
dos individuos, na qual, segundo estatisticas mundiais do cancer, a taxa de incidéncia de CG
em homens é mais que o dobro encontrado entre as mulheres, sendo o CG, o tipo de cancer
que mais acomete a populagdo masculina.

Diferencas nas taxas de incidéncia de CG entre homens e mulheres podem sugerir
um potencial papel dos hormdnios sexuais nos mecanismos de desenvolvimento do céncer
gastrico, entretanto, devido ao reduzido quantitativo de individuos do sexo feminino com
CG no presente estudo, ndo € possivel afirmar esta informacdo com exatiddo. No entanto,
estudos de carater experimental realizados em ratos, ja& demonstraram uma possivel
influéncia dos hormonios sexuais no desenvolvimento do cancer gastrico (FURUKAWA et
al. (1982); WAKUI et al. (2011). Nesses estudos, a incidéncia de CG, induzido pelo agente
mutagénico metilnitronitrosoguanidina (MNNG), foi consideravelmente superior em ratos
machos que em ratos fémeas. FURUKAWA et al. (1982) identificaram uma menor
incidéncia de CG em ratos machos castrados comparado aos nao castrados, e uma incidéncia
maior em fémeas castradas com idade mais avancada, evidenciando assim uma possivel
participacdo de horménios sexuais no desenvolvimento deste tipo de cancer.

Neste trabalho, a busca por SNPs foi realizada em um conjunto de genes codificantes
de enzimas integrantes das vias de biossintese dos horménios esteroides e do colesterol,
assim como o gene do receptor de progesterona. Dessa maneira, SNPs que possam ocasionar
alteracdes nos mecanismos normais dessas enzimas puderam ser identificados.

Até o momento, poucos genes envolvidos na via de biossintese dos horménios
esteroides tém sido foco de estudos envolvendo céncer, principalmente, cancer gastrico.
CHO et al. (2012), em um estudo realizado com individuos coreanos, analisaram 5 genes
relacionados a via dos hormdnios esteroides e identificaram os polimorfismos rs16964228,
rs1902580 e rs1004982, presentes no gene CYP19A1, como alteracdes associadas
significativamente ao risco de cancer gastrico naquela populacéo.

No presente estudo, todos os genes relacionados a via dos horménios esteroides

foram analisados, o que permitiu a realizagcdo de uma busca exaustiva por SNPs nos genes
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desta via. Em transcriptomas de individuos com CG, polimorfismos com efeitos deletérios
foram identificados nos genes CYP3A5, HSD17B12, UGT1A1, UGT1A5, UGT1A6 e
AKR1C3 da via dos hormdnios esteroides.

O gene CYP3A5 codifica uma enzima pertencente a superfamilia de citocromos
P450, responsaveis pela metabolizacdo de xenobidticos, e de compostos endégenos como
acido araquiddnico e hormonios esteroides, além de participar da sinalizacdo e regulacéo
celular. CYP3A5 é uma das principais proteinas envolvidas no metabolismo de
carcindgenos, junto com CYP3A4, CYP1Al, CYP2A6 e CYP2E1 (MURRAY, 2000). Uma
mutacdo deletéria nessa proteina pode ocasionar danos nos mecanismos enzimaticos e
consequentemente, danos a vias celulares importantes. SNPs no gene CYP3A5 ja foram
associados ao risco de desenvolvimento do cancer de es6fago, assim como SNPs presentes
em outros genes da via de biossintese dos hormdnios sexuais (HYLAND et al., 2013),
entretanto, GERVASINI et al. (2007), investigando polimorfismos nos genes CYP3A4 e
CYP3A5 em individuos com canceres gastrointestinais, ndo conseguiram identificar nenhum
alelo nesses genes associados ao desenvolvimento do cancer.

O gene HSD17B12 é responsavel por uma das enzimas da familia das 17p-
hidroxiesteroide desidrogenase. Esta familia de enzimas € responsavel por regular a
transformacéo de estrogénios e androgénios em sua forma ativa (MINDNICH et al., 2004),
desenvolvendo, portanto, uma atividade essencial na biossintese dos horménios esteroides
(SUN et al., 2011). A enzima HSD17B12 desempenha um papel multifuncional, estando
envolvida na conversdo de estrona em estradiol, elongacdo da cadeia de acidos graxos e
conversao do acido palmitico a acido araquiddnico — precursor dos esterois e do mediador
inflamatério prostaglandina E (SUN et al., 2011). Segundo FRYCZ et al. (2015), niveis
reduzidos de HSD17B2 estdo associados a caracteristicas clinico patoldgicas do CG.

Os genes UGT1AL, UGT1A5 e UGT1A6 fazem parte do grupo de enzimas UDP-
glucuronil transferases que catalisam as reac6es de conversao de substratos hidrofébicos a
glicuronideos hidrofilicos para a eliminacéo via vesicula biliar e rins (STRASSBURG et al.,
2000). Genes desse grupo de enzimas sao diferencialmente regulados em tecidos hepaticos
e extra-hepaticos do trato gastrointestinal e atuam de forma tecido-especifico
(STRASSBURG et al., 2000). SNPs que causam modificacfes na estrutura dessas enzimas

poderiam interferir na conversdo de farmacos, carcindgenos, entre outros compostos,
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fazendo com que tais substancias se acumulem no organismo, provocando efeitos
prejudiciais a saude.

SNPs em genes relacionados a via do mevalonato, ligada a biossintese do colesterol,
podem influenciar no mecanismo normal de genes importantes como p53
(GRUENBACHER; THURNER, 2015), por exemplo, assim como na produg¢do normal das
substancias que dependem de precursores presentes nesta via. Neste trabalho, SNPs com
efeitos deletérios foram identificados nos genes CYP51A1, DHCR24 e SQLE em individuos
com CG. Essas enzimas atuam em importantes reacdes dentro da via do mevalonato, como
por exemplo, o gene SQLE que é responsavel pela enzima esqualeno monooxigenase, que
atua na primeira reacdo da via, convertendo o esqualeno a epoxido de esqualeno.
Certamente, alteracdes genéticas em SQLE poderiam comprometer as etapas subsequentes
desta via.

Os genes CYP51A1 e DHCR24 codificam enzimas que atuam em reacOes
intermediarias da via do mevalonato (MARIJANOVIC et al., 2003). Modificagdes no
funcionamento adequado destas enzimas poderiam fazer com que compostos precursores
ndo fossem produzidos, inviabilizando a biossintese de compostos importantes, como 0s
hormdnios esteroides.

A criacdo de novos tratamentos contra cancer tem sido possivel gracas aos avangos
ocorridos nas areas de genémica e ao uso da bioinformatica em estudos que buscam elucidar
0s mecanismos de oncogénese (ARABUTAMI, 2005). Nesse contexto, novas tecnologias
tém sido aplicadas na identificacdo de SNPs em genes e regifes gendmicas que possam estar
envolvidas no desenvolvimento de doencas (ENGLE et al., 2006). Novos estudos tém
identificado genes adicionais relacionados ao desenvolvimento do cancer (GREENMAN et
al., 2007; KAN et al., 2007). Essas informacgdes podem servir de base para a elaboracéo de
novas formas de diagndstico ou de prognéstico da doenca, como a utilizagdo de genes

associados ao cancer como biomarcadores.
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6. CONCLUSAO

O pipeline bioinformético utilizado no presente estudo permitiu a identificagcdo de 99
SNPs nos genes analisados. A analise funcional dos SNPS resultou na identificagdo de 15
SNPs preditos com efeitos deletérios nos genes CYP3A5, HSD17B12, UGT1A1, UGT1A5,
UGT1A6 e AKR1C3 da via de biossintese de hormdnios esteroides e nos genes CYP51A1,
DHCR24 e SQLE relacionados a via de biossintese do colesterol em transcriptomas de CG.
Entre os genes utilizados na analise, 0 gene CYP3A5 destacou-se por apresentar 0 maior
namero de SNPs, principalmente, em transcriptomas de individuos com CG, além de possuir
a maior parte dos SNPs preditos como deletérios. Entretanto, analises mais precisas
necessitam ser realizadas para comprovar possiveis influéncias do gene CYP3A5 no
desenvolvimento do CG.

Apesar de pouco evidentes, os demais genes que apresentaram SNPs deletérios
podem ser analisados em um conjunto maior de transcriptomas de cancer gastrico, pois
desempenham papéis importantes nas vias das quais fazem parte e alteracbes em seu
funcionamento poderiam ocasionar modificagdes nos mecanismos moleculares celulares.

Estudos adicionais sdo necessarios para que os papéis dos SNPs identificados em
genes das vias de biossintese dos hormonios esteroides e do colesterol no desenvolvimento
do CG sejam consolidados. A partir disso, tais genes poderdo ser empregados na elaboracao
de diagnosticos baseados em alteragcdes genéticas ou na expressao génica.

Anélises de transcriptomas de CG, com foco em genes relacionados as vias de
biossintese importantes, podem ser utilizados para que novos aspectos moleculares do cancer
sejam explorados, de forma a acrescentar informaces significativas e pertinentes sobre 0s

mecanismos envolvidos na oncogénese gastrica.
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APENDICE A- Numero de acesso dos transcriptomas disponiveis no SRA, caracteristicas

clinicas dos pacientes e quantidade de leituras por transcriptoma.

imerode, Trancriptoma S0 ldate  Sfdode  Clasiionto pgires  Tameede
(milhdes)
SRR452335 1 M 83 | Misto 59,9 2
SRR452336 2 M 74 \Y) Difuso 60,0 3
SRR452337 3 M 63 11| Intestinal 95,9 4
SRR452338 4 M 58 11| Intestinal 70,7 3
SRR452339 5 F 70 1 Difuso 82,7 4
SRR452340 6 M 64 \Y) Difuso 81,7 4
SRR452341 7 M 76 | Difuso 53,0 2
SRR452342 8 F 67 Normal Normal 67,1 3
SRR452343 9 M 61 | Intestinal 72,1 3
SRR452344 10 M 69 Normal Normal 63,4 3
SRR452345 11 M 69 1 Difuso 74,7 3
SRR452346 12 M 37 Normal Normal 89,5 4
SRR452347 13 M 56 Normal Normal 36,2 4
SRR452348 14 F 60 v Misto 64,6 3
SRR452349 15 M 69 v Difuso 59,0 2
SRR452350 16 M 52 1 Desconhecido 53,2 2
SRR452351 17 F 32 Normal Normal 68,8 3
SRR452352 18 F 73 " Intestinal 91,3 4
SRR452353 19 F 66 | Difuso 59,7 3
SRR452354 20 M 66 1 Intestinal 73,8 3
SRR452355 21 M 64 v Difuso 58,0 2
SRR452356 22 M 66 Normal Normal 55,7 2
SRR452357 23 M 52 " Difuso 78,7 4
SRR452358 24 M 47 " Intestinal 62,6 3
SRR452359 25 M 61 " Intestinal 73,7 3
SRR452360 26 M 64 | Difuso 96,0 4
SRR452361 27 M 55 " Difuso 80,7 4
SRR452362 28 M 72 1" Difuso 89,3 4
SRR452363 29 M _ v Desconhecido 77,4 3
SRR452364 30 M I Desconhecido 73,9 3

*American Joint Commission on Cancer.
**Classificacdo histoldgica de Lauren.
Fonte: Adaptada de KIM et al. (2012).



APENDICE B (Continua)- Lista dos genes codificantes das enzimas participantes da via de biossintese dos hormonios esterdides e do

receptor de progesterona analisados no estudo.

Simbolo do gene

Nome do gene

Localizac&o do transcrito no genoma

(incluindo UTRs)*

Tamanho do transcrito
(pares de base)

AKR1C1
AKR1C2
AKR1C3
AKR1C4
AKR1D1
COMT
CYP11A1
CYP11B1
CYP11B2
CYP17A1
CYP19A1
CYP1A1
CYP1A2
CYP1B1
CYP21A2
CYP2E1
CYP3A4
CYP3A5
CYP3A7
CYP7Al

Aldo-keto reductase family 1, member C1

Aldo-keto reductase family 1, member C2

Aldo-keto reductase family 1, member C3

Aldo-keto reductase family 1, member C4

Aldo-keto reductase family 1, member D1
Catechol-O-methyltransferase

Cytoome P450, family 11, subfamily A, polypeptide 1
Cytoome P450, family 11, subfamily B, polypeptide 1
Cytoome P450, family 11, subfamily B, polypeptide 2
Cytoome P450, family 17, subfamily A, polypeptide 1
Cytoome P450, family 19, subfamily A, polypeptide 1
Cytoome P450, family 1, subfamily A, polypeptide 1
Cytoome P450, family 1, subfamily A, polypeptide 2
Cytoome P450, family 1, subfamily B, polypeptide 1
Cytoome P450, family 21, subfamily A, polypeptide 1
Cytoome P450, family 2, subfamily E, polypeptide 1
Cytoome P450, family 3, subfamily A, polypeptide 4
Cytoome P450, family 3, subfamily A, polypeptide 5
Cytoome P450, family 3, subfamily A, polypeptide 7
Cytoome P450, family 7, subfamily A, polypeptide 1

10: 5.005.454-5.010.035

10 :5.042.103-5.046.206

10: 5.005.454-5.149.878

10: 5.238.798-5.260.910
7:137.761.178-137.803.050
7:137.761.178-137.803.050
15: 74.631.928-74.660.081
8:143.953.773-143.961.236
8:143.991.975-143.999.259
10: 104.590.288-104.597.290
15: 51.514.546-51.630.795
15:75.011.883-75.017.877
15: 75.041.184-75.048.941
2:38.294.746-38.303.323

6: 32.006.093-32.009.447
10: 135.340.867-135.352.620
7:99.354.583-99.381.811
7:99.268.845-99.277.621
7:99.302.660-99.332.819
8:59.402.737-59.412.720

4.582
4.104
144.425
22.113
41.873
41.873
28.154
7.464
7.285
7.003
116.25
5.995
7.758
8.578
3.355
11.754
27.229
8.777
30.160
9.984

*Cromossomo: posicao inicial-posicao final.

Fonte: KEGG Pathway database.
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APENDICE B (Continua) - Lista dos genes codificantes das enzimas participantes da via de biossintese dos horménios esteroides e do

receptor de progesterona analisados no estudo.

Simbolo do gene

Nome do gene

Localizac&o do transcrito no genoma

(incluindo UTRs)*

Tamanho do transcrito
(pares de base)

CYP7B1
HSD11B1
HSD11B2
HSD17B1
HSD17B12
HSD17B2
HSD17B3
HSD17B6
HSD17B7
HSD17B8
HSD3B1
HSD3B2
SRD5A1
SRD5A2
STS
SULTI1E1l
SULT2B1
UGT1Al
UGT1A10
UGT1A3

Cytoome P450, family 7, subfamily B, polypeptide 1
Hydroxysteroid (11-beta) dehydrogenase 1
Hydroxysteroid (11-beta) dehydrogenase 2
Hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 1
Hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 12
Hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 2
Hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 3
Hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 6
Hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 7
Hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 8
Hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase, 3 beta- and steroid delta-isomerase 1

Hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase, 3 beta- and steroid delta-isomerase 2

Steroid-5-alpha-reductase, alpha polypeptide 1 (3-0x0-5 alpha-steroid delta 4-dehydrogenase alpha 1)

Steroid-5-alpha-reductase, alpha polypeptide 2

Steroid sulfatase (microsomal), isozyme S
Sulfotransferase family 1E, estrogen-preferring, member 1
Sulfotransferase family, cytosolic, 2B, member 1

UDP glucuronosyltransferase 1 family, polypeptide Al
UDP glucuronosyltransferase 1 family, polypeptide A10
UDP glucuronosyltransferase 1 family, polypeptide A3

8:65.508.529-65.711.348

1: 209.859.525-209.908.295
16: 67.465.036-67.471.454
17:40.703.984-40.707.232
11:43.702.143-43.878.169
16: 82.068.858-82.132.139
9: 98.997.589-99.064.434
12:57.157.108-57.181.574
1:162.760.496-162.782.608
6:33.172.414-33.174.608
1:120.049.941-120.057.681
1:119.957.270-119.965.662
5:6.633.500-6.669.675
2:31.749.656-31.806.040
X:7.137.472-7.272.682
4:70.714.844-70.725.870
19: 49.078.993-49.102.684
2:234.668.919-234.680.261
2:234.545.123-234.681.951
2:234.637.773-234.678.310

202.82
48.771
6.419
3.249
176.027
63.282
66.846

24.467
22.113
2,195
7.741
8.393
36.176
56.385
135.211
11.027
23.692
11.343
136.829
40.538

*Cromossomo: posicdo inicial-posicao final.

Fonte: KEGG Pathway database.
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APENDICE B (Conclus&o) - Lista dos genes codificantes das enzimas participantes da via de biossintese dos hormdnios esteroides e do

receptor de progesterona analisados no estudo.

Simbolo do gene Nome do gene Localizagdo do transcrito no genoma Tamanho do transcrito

(incluindo UTRs)* (pares de base)

UGT1A4 UDP glucuronosyltransferase 1 family, polypeptide A4 2:234.637.773-234.681.951 44.179
UGT1A5 UDP glucuronosyltransferase 1 family, polypeptide A5 2:234.621.638-234.678.310 56.673
UGT1A6 UDP glucuronosyltransferase 1 family, polypeptide A6 2:234.601.512-234.680.261 78.75
UGT1A7 UDP glucuronosyltransferase 1 family, polypeptide A7 2:234.590.584-234.678.310 87.727
UGT1A8 UDP glucuronosyltransferase 1 family, polypeptide A8 2:234.526.291-234.678.310 152.02
UGT1A9 UDP glucuronosyltransferase 1 family, polypeptide A9 2:234.580.544-234.678.310 97.767
UGT2Al UDP glucuronosyltransferase 2 family, polypeptide Al 4:70.454.135-70.518.967 64.833
UGT2A2 UDP glucuronosyltransferase 2 family, polypeptide A2 4:70.454.135-70.505.360 51.226
UGT2A3 UDP glucuronosyltransferase 2 family, polypeptide A3 4:69.794.177-69.817.509 23.333
UGT2B10 UDP glucuronosyltransferase 2 family, polypeptide B10 4:69.870.295-69.886.113 15,819
UGT2B11 UDP glucuronosyltransferase 2 family, polypeptide B11 4:69.681.713-69.697.741 16.029
UGT2B15 UDP glucuronosyltransferase 2 family, polypeptide B15 4:69.512.315-69.536.494 24.180
UGT2B17 UDP glucuronosyltransferase 2 family, polypeptide B17 4:69.402.903-69.434.245 31.343
uUGT2B28 UDP glucuronosyltransferase 2 family, polypeptide B28 4:70.146.217-70.160.768 14.552
uGT2B4 UDP glucuronosyltransferase 2 family, polypeptide B4 4:70.345.883-70.391.732 45.850
UGT2B7 UDP glucuronosyltransferase 2 family, polypeptide B7 4:69.962.193-69.978.705 16.513
PGR Progesterone receptor 11:100.900.355-101.000.458 100.104

*Cromossomo: posicdo inicial-posicao final.

Fonte: KEGG Pathway database.



APENDICE C - Lista dos genes codificantes das enzimas que fazem parte da via de biossintese do colesterol analisados no estudo.

- . Tamanh
Simbolo do gene Nome do gene Pos|gao(ic:]c():ItJiar\}ndsng_?SSEenoma transir:)ti) (;a?:s de
ase)

Via do Mevalonato ao Esqualeno*

CYP51A1 Cytochrome P450, family 51, subfamily A, polypeptide 1 7:91.741.463-91.763.840 22.378
DHCR24 24-dehydrocholesterol reductase 1: 55.315.300-55.331.353 16.054
DHCR7 7-dehydrocholesterol reductase 11: 71.145.457-71.159.477 14.021

EBP Emopamil binding protein (sterol isomerase) X: 48.380.164-48.387.104 6.941
HSD17B7 Hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 7 1:162.760.496-162.782.608 22.113

LSS Lanosterol Synthase (2,3-Oxidosqualene-Lanosterol Cyclase 21:47.608.360-47.648.738 40.379
NSDHL NAD(P) dependent steroid dehydrogenase-like X:151.999.511-152.037.907 38.397
SC4MOL Methylsterol monooxygenase 1 4:166.248.818-166.264.314 15.497

SC5D Sterol-C5-desaturase 11:121.163.388-121.184.119 20.732

SQLE Squalene epoxidase 8:126.010.720-126.034.525 23.806
TM7SF2 Transmembrane 7 superfamily member 2 11:64.879.326-64.883.707 4.382

Via do Esqualeno ao Colesterol**

FDFT1 Farnesyl-diphosphate farnesyltransferase 1 8:11.653.082-11.696.818 43.737

FDPS Farnesyl diphosphate synthase 1:155.278.539-155.290.457 11.919
HMGCR 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA Reductase 5:74.632.993-74.657.926 24,934

MVD Mevalonate (Diphospho) Decarboxylase 16:88.718.348-88.723.674 5.327

MVK Mevalonate kinase 12:110.011.500-110.035.071 23.572

PMVK Phosphomevalonate kinase 1:154.897.208-154.909.484 12.277

*Cromossomo: posicdo inicial-posicao final.

Fonte:* BUHAESCU; IZZEDINE (2007); ** MARIJANOVIC et al. (2003).
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APENDICE D (Continua) — Quadro com todos os SNPs identificados nos genes codificantes de proteinas envolvidas nas vias de biossintese

dos hormdnios esteroides, do colesterol e do receptor de progesterona nos transcriptomas analisados.

SNPs
WS IS WiERE blos:;giz? dde?si BT e Slmgtzc:]lg ©a Tipo de mutacao Via de biossintese do colesterol* S|mgt:}onlg L2 Tipo de mutacao
Tecido gastrico normal
8 - - - - - -
7,99260766, G, C CYP3A5 -
10 10, 5010537, A, G AKR1C1 Né&o sindnima** ) ) )
10,5014447, A, T AKR1C1 -
10,5141616, T, C AKR1C3 N&o sinbnima**
12 - - - - - -
1,55316322, A, G DHCR24 rs7374
13 10,5141618, A, G AKR1C3 Né&o sindnima 1,55331122,G, T DHCR24 -
8,11689119, G, C FDFT1 Sindnima
17 11, 43877934, C, A HSD17B12 rs1061810 8,11689119, G, C FDFT1 Sindnima
22 7,99245914, A, G CYP3A5 rs.15524 1,55317248,C, T DHCR24 -
10,5011114, A, G AKR1C1 N&o sinbnima** 5, 74638539, T, C HMGCR Nao sinbnima
Cancer gastrico
7,99250300, A, C CYP3A5 Néo sinénima** 1,55316322, A, G DHCR24 rs7374
1 11, 43785541, C , T HSD17B12 - 1, 155279969, A, G FDPS Né&o sindnima
11, 43876380,C, T HSD17B12 N&o sindnima** 7,91758233, A, G CYP51A1 Sinénima
15,51518769,C, T CYP19A1 rs4775934 8,11689119, G, C FDFT1 Sindnima
2 2,38297515,G, T CYP1B1 rs16262 - - -
3 - - - - - -
4 - - - - - -
1,55317685, G, A DHCR24 rs1138030
5 7,99245914, A, G CYP3AS rs15524 7,91761164, G, T CYP51A1 Néo sindnima**
1,55315445, A, G DHCR24 -
2,38297515, G, T CYP1BL (516262 7,91761130, A, G CYPS1AL Sindnima
6 7,99245014, A, G CYP3A5 (515524 8, 11683545, G, A FDFTL Nao sinonima
! T 11, 71150074, G, A DHCR7 Na&o sindnima**
11, 71156007, G, C DHCR7 -
7 11, 43876813, A, C HSD17B12 rs11037683 8, 11667246, G, A FDFT1 Nao sinbnima
9 - - - - - -
11 7,99264585, T, C CYP3A5 N&o sinbnima** - - -
14 10, 5136651, C ,G AKRIC3 N&o sindnima 1,55315380, A, G DHCR24 -
10, 5139685, G,A AKRIC3 N&o sinbnima 8, 11689119, G, C FDFT1 Sindnima
15 - - - 8, 126015517, G, A SQLE Nao sinbnima**
16 - - - - - -

*Cromossomo, posi¢do, base no genoma de referéncia, base encontrada. **Muta¢des ndo sindnimas com efeitos deletérios.
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APENDICE D (Continuac&o) - Listagem dos SNPs identificados nos genes codificantes de proteinas envolvidas nas vias de biossintese dos

hormanios esterdides, do colesterol e do receptor de progesterona nos transcriptomas analisados.

SNPs
WS IS WiERE blos:;Tziz‘? ddezi BT e Slmglzc:':g ©a Tipo de mutacao Via de biossintese do colesterol* Slmgt;or:g L2 Tipo de mutacao
Cancer gastrico

18 2,234676982, G, A UGTIA... Né&o sindnima** 1,55316322, A, G DHCR24 rs7374
2,234681497,C, A UGT1A8 - 1,55316327, G, A DHCR24 -

19 7,99245914, A, G CYP3A5 rsl_5524 8,11683571, T,C FDFT1 -
7,99258223, T, A CYP3A5 N&o sinbnima 11,71146085, G, A DHCR7 -
2,38296333, G, A CYP1B1 - 1,55319826,G, T DHCR24 Nao sindnima
2,38297515,G, T CYP1B1 rs162562

20 7,99245914, A, G CYP3A5 rs15524
7,99270491, A, G CYP3A5 -
7,99274053, A, T CYP3A5 -

91 _ _ _ 7,91742901, T, C CYP51A1 -

8,126015519, T, A SQLE Sinénima

23 - - - - - -
2,38297515,G, T CYP1B1 rs162562 155317854, G, A DHCR24 -

24 4,70715204, T, C SULT1E1 Sinénima 8,11686119, G, C FDFT1 Sinénima
10, 5144307, G, A AKR1C3 Sinénima
7,99249423,G, T CYP3A5 - 4,166259061, C, G MSMO1 Néo sin6nima
7,99250173, T, A CYP3A5 - 4,166263684, A, G MSMO1 -
7,99253783,T,C CYP3A5 - 4,166264246, A, G MSMO1 -
7,99254815, T, C CYP3A5 - 7,91741690, T, C CYP51A1 -
7,99257281,G, T CYP3A5 - 7,91741827,C, T CYP51A1 -
7,99258162, T, A CYP3A5 Né&o sindnima** 7,91741963, G, A CYP51A1 rs12673910
7,99258415, G, A CYP3A5 - 8,11689119,G, C FDFT1 Sindnima

25 7,99260438, C, G CYP3A5 -
7,99262572, G, A CYP3A5 rs2040992
7,99262584, G, C CYP3A5 -
7,99264315, A, C CYP3A5 -
7,99270240, A, C CYP3A5 Né&o sindnima**
7,99270478, A, G CYP3A5 -
10, 5136651, C, G AKR1C3 N&o sindnima
10, 5139685, G, A AKR1C3 Sindnima
7,99250173, T, A CYP3A5 -

2 10, 5136651, C, G AKR1C3 rs12529 ) ) )
10, 5141307, C, G AKR1C3 rs1937840
10, 5246420, T, G AKR1C4 Sindnima

*Cromossomo, posi¢do, base no genoma de referéncia, base encontrada. **Mutagdes ndo sinbnimas com efeitos deletérios.
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APENDICE D (Conclusao) - Listagem dos SNPs identificados nos genes codificantes de proteinas envolvidas nas vias de biossintese dos

hormadnios esterdides, do colesterol e do receptor de progesterona nos transcriptomas analisados.

SNPs
VLIRS WiERE b'OS:;rt];iZ? dde?si BT e Slmgtzc:]lg ©a Tipo de mutacao Via de biossintese do colesterol* S|mgt:}onlg L2 Tipo de mutacao
Cancer gastrico
27 - - -
28 7,99261592, T, C CYP3A5 N&o sinbnima
29 - - -
2,234675778, A, T UGT1A8+ Sindnima
7,99250173, T, A CYP3A5 -
7,99258413, G, A CYP3A5
7,99258415, G, A CYP3A5
30 7,99258419, T, C CYP3A5 B
10,5138738, T, G AKR1C3 N&o sindnima**
10,5141634, G, A AKR1C3 N&o sindnima**
10,5144341, A, G AKR1C3 N&o sindnima**
10, 5248353, G, A AKR1C4 -
11,43819925T A HSD17B12 N&o sinbnima
Linhagens celulares do cancer gastrico
ACP02
ACP03

*Cromossomo, posicao, base no genoma de referéncia, base encontrada. **Mutac6es ndo sindnimas com efeitos deletérios.
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APENDICE E- Localizacio dos SNPs com efeitos deletérios na Via de Biossintese dos

Hormonios Esterdides identificados nos transcriptomas.
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APENDICE F- Localizagio dos SNPs com efeitos deletérios na Via de Biossintese do

Colesterol identificados nos transcriptomas.
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ANEXO A - Via de biossintese dos hormdnios esterdides
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Fonte: KEGG Pathways database.



ANEXO B - Via de biossintese do colesterol: Do mevalonato ao esqualeno.

AcetyICoA+AcetoAcetyICoA

HMG CoA

HM GO oA reductase HMGOR
L

Mevalonie acid

Mevalonatekinase MUK
1

hlevalonate-5-phosphate

Phosphomevalmate kinase PMIVE

Mevalonate FP

Mevalonate decarb oy laze I Isopenteny |-PP-
] isomerase
Lzopenteny l-5-FF (IFE) of Dumethylallyl FP
Geranyl PP synthase | FIAPS

3 +FPP
Crerany | PP

Famesy [FP svntlase

FamesvI PP svithase Fnps FDPS

Famesyl PP

L 4 Squalenesvithase FDFTI

Gerany lgerany I-PP synthase
Heme A GOPS]
Lo +

Squalene
Dholaclusl

Crerany lgerany | PP

Oy dosqualene

Freny laticn of proteins

Lanosterol

Sterord hormones

Cholesterol

Bile acid

Fonte: Adaptado de BUHAESCU; IZZEDINE (2007).
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ANEXO B (Continuagéo) - Via de biossintese do colesterol: Do escaleno ao colesterol.

;:‘\SYS\LZQLE 4 LSS |w CYP51 | 'A8,14,24-dimethylsterol

|
|
|

squalene squalene epoxide lanosterol
*TM?SFZ
zymosterone A8,24-monomethyisterone AB,24-carboxymethylsterol A8,24-dimethylsterol
- - -
3 SC4MOL| , NSDHL |, SC4MOL| 0
NSDHL s
SD17B
zymosterol A7,24-cholestadienol 7-dehydrodesmosterol desmosterol
wo | EBP |w SC5D | DHCRY | o

AB-cholestenol lathosterol 7-dehydrocholesterol cholesterol

Fonte: MARIJANOVIC et al. (2003).
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