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EPIGRAFE

“A tarefa ndo € tanto ver aquilo que ninguém viu, mas pensar o que ninguém pensou sobre
aquilo que todo mundo vé&”

(Arthur Schopenhauer)



RESUMO

Na carcinogénese da neoplasia gastrica, as etapas normalmente se manifestam
clinicamente como gastrite, atrofia gastrica, ulceracdes, metaplasia intestinal, displasia e,
finalmente, como neoplasia maligna. A associacdo entre cancer gastrico e habitos alimentares
ja estd bem descrita na literatura e diversos estudos tém demonstrado a influéncia da ingestdo
de determinados alimentos com conservantes e com alta concentracao de nitratos e sal, com o
desenvolvimento dessa neoplasia. Em relacdo a agua consumida temos poucas evidencias. O
pH da maioria das aguas comercializadas na regido metropolitana de Belém esta fora dos
padrbes recomendados pelo Ministério da Saude, apresentando-se mais acidas. Deste modo, 0s
beneficios tanto da alimentacdo saudavel, quanto do consumo de &gua alcalina sdo muito
discutidos. Atualmente, vém sendo estudados diversos potenciais marcadores que podem
auxiliar a deteccdo de lesdes pré-neoplasicas e neoplésicas. Entre eles, encontram-se as
alteragcOes epigenéticas. Fatores ambientais como dieta, inflamagdo e infeccdo tém sido
identificados como contribuintes das alteracGes epigenéticas. Assim, o presente trabalho
pretende buscar evidéncias de que, apenas a modificacdo no pH da dgua seja capaz de levar a
variacdes no padrdo de expressdo de miRNAs, associados a primeira etapa da carcinogénese
gastrica, a gastrite. Para este fim, foi realizada a expressao dos microRNAs miR-7, mir-155,
mir-29c e mir-135b, em 28 pacientes portadores de gastrite, que foram submetidos a endoscopia
digestiva alta, antes e depois de realizarem a troca da ingestao regular de uma agua acida por
uma &gua com pH alcalino. Apos as coletas, 0 RNA das amostras foi extraido e foi obtido o
DNA de fita complementar (cDNA). Os cDNAs foram entdo submetidos a reagdo de
amplificacdo por qPCR para andlise da expressdo dos miRNAs. As analises estatisticas foram
realizadas utilizando os programas Biostat e Stata 11.0, sendo considerados estatisticamente
significativos valores de p<0,05. Ao comparar os niveis de expressdo e avaliacdo clinica da
gastrite por EDA, antes e apds o consumo da agua alcalina, os resultados demonstraram que
houve aumento, porém ndo significativo dos microRNAs alvo, de miR-7 (p=0.09), miR-155
(p=0.13), miR-29c (p=0.21) e miR-135b (p=0.19). Em contrapartida, foi possivel observar uma
melhora significativa endoscopica da gastrite (p=0,024), demostrando um beneficio clinico da
ingestdo da agua alcalina.

Palavras-chave: gastrite, carcinogénese, neoplasias gastricas, agua alcalina, epigenética.



ABSTRACT

In the carcinogenesis of gastric cancer, the stages usually manifest clinically as gastritis,
gastric atrophy, ulcerations, intestinal metaplasia, dysplasia and finally, as malignant neoplasia.
The association between gastric cancer and diet is already widely described in the literature and
several studies have demonstrated the influence of food intake with preservatives and with high
concentration of nitrates and salt, with the development of this neoplasia. Regarding water
consumption, there’s no relevant evidences. The pH of most of the water sold in the
metropolitan area of Belem does not match the standarts recommended by the govermnment
Health department, being more acidic. Thus, the benefits of both healthy eating and alkaline
water consumption are object of several discussions. Nowadays the other types of markers that
can aid the detection of pre-neoplastic and neoplastic lesions will be hosted. Among them, find
themselves as epigenetic proteins. Environmental factors such as diet, inflammation and
infection have been excluded as contributors to epigenetic changes. Hence, the present work
intends to provide evidence that only the water pH modification is able to lead the variations
the expressions pattern of miRNAs, associated with a first stage of gastric carcinogenesis, a
gastritis. For this it was applied the microRNAs miR-7, mir-155, mir-29¢ and mir-135b, in 28
patients porters of gastritis that were burned to digestive endoscopy alkaline PH. After
collection, the RNA from the samples was extracted, and the complementary tape DNA
(cDNA) was obtained. The cDNAs were submitted to gqPCR amplification analysis for analysis
of miRNA expression. They assessment were using the Biostat and Stata 11.0 programs, being
statistically superior to values of p <0.05. Comparing the levels of expression and clinical
evaluation of gastritis by EDA before and after alkaline water consumption, the results
demonstrated that there was a increasing of the target microRNAs, of miR-7 (p = 0.09), miR-
155 (p = 0.13), miR-29c (p =0.21) and miR-135b(p=0.19). On the other hand, it was possible
to observe a significant endoscopic improvement of the gastritis (p=0.024), demonstrating the

clinical benefit of alkaline water intake.

Keywords: gastritis, carcinogenesis, stomach neoplasms, alkaline water, epigenetics.
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1. INTRODUCAO
1.1 Considerac0es gerais

A incidéncia do cancer géstrico varia nas diferentes regides geograficas, com taxas mais
altas na Asia Oriental, Europa Oriental e América do Sul, enquanto as taxas mais baixas estio
na América do Norte e partes da Africa (Figura 1). Mais de 70% dos casos de cancer gastrico

ocorrem em paises em desenvolvimento (Ferlay, J et al., 2012).

Incidence ASR
Both sexes

Stomach cancer
B 1.0+
7.4-11.0
5274

3552

Jomn

<35

No Data

Figura 1: Incidéncia global de cancer gastrico (Who, 2012).

O céncer gastrico (CG) é a terceira neoplasia maligna com maior grau de mortalidade no
mundo, ocasionando 723 mil mortes apenas em 2012 (Ferlay, Jacques et al., 2012). No Brasil,
a incidéncia estimada desta neoplasia em 2018 foi de 21.290 casos novos, sendo 13.540 homens
e 7.750 mulheres (Inca, 2018). A mortalidade no Brasil é de 7,42 mortes/100 mil habitantes,
obtendo também a terceira posi¢do no quesito mortalidade por neoplasia no pais (Inca, 2018).
No Para, estimou-se a incidéncia para o ano de 2018 de 11,50 novos casos/100 mil homens e
4,80 novos casos/100 mil mulheres, sendo um problema de saude publica no Estado. Na regido
Norte representa o0 segundo tumor mais incidente em homens e o quinto em mulheres (Figura
2) (Inca, 2018).
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Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2018 por sexo, exceto pele ndo melanoma* (FIGURA 2)

Prostata 2.700 28,8% Celo do Utero 2.300 24,8%
. . Homens Mulheres .
Estémago 1.150 12,2% Mama Feminina 1.730 18,6%
Traqueia, Brénquio e Pulm3o 320 8,7% Colon e Reto 660 7.1%
Colon e Reto 450 4,8% Tragueia, Brénquio € Pulmdoc 520 5,6%
Leucemias 300 4,2% Estdmago 480 5,2%
Cavidade Oral 330 3,5% Leucemias 310 3,3%
Linfoma ndo Hodgkin 270 2,9% Qvirio 270 2,9%
Sistema Nervoso Central 270 2,9% Glandula Tireoide 270 2,9%
Laringe 240 2,6% Sistema Mervoso Central 270 2,9%
Esdfago 240 2,6% Corpo do Utero 200 2,2%

* Numeros arredondados para multiplos de 10

Figura 2: Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes na Regido Norte estimados para 2018
por sexo, exceto pele ndo melanoma (Inca, 2018).

O progndstico do CG esta correlacionado com estagio que ele se apresenta. Pacientes no
estagio | tem uma taxa de sobrevida estimada em 5 anos de 90%, enquanto no estagio IV a
sobrevida é de 5%, sendo a Unica terapéutica curativa a resseccao cirdrgica para os estadios
iniciais (Woo e Kim, 2012). Portanto, existe uma necessidade de métodos diagnosticos mais
precoces, ou marcadores que selecionem quais pacientes seriam candidatos a um seguimento
regular, por possuirem um maior risco de desenvolver o CG. No Japéo e Coréia do Sul, onde o
CG possui incidéncia e mortalidade elevadas, existe programa de screening do governo desde
1983, com exames radioldgicos, e posteriormente com Endoscopia Digestiva Alta (EDA). Os
dados deste programa foram relacionados coma diminuicdo da mortalidade do CG (Oshima,
1994).

O céancer gastrico é subdividido em dois grupos histoldgicos variantes do
adenocarcinoma, o mais frequente € o tipo intestinal e assim chamado devido sua morfologia
se assemelhar a trato intestinal. O outro tipo com menor incidéncia é o tipo difuso caracterizado
pela falta de adesao intercelular, o que os torna incapazes de formar estruturas glandulares. Em
pacientes com a forma hereditaria de cancer gastrico de tipo difuso, a auséncia de aderéncia
intercelular é causada por uma mutacdo germinativa na proteina de adesdo celular E-caderina
(CDH1) (Correa, 1992).

Na carcinogénese da neoplasia gastrica, o adenocarcinoma tipo intestinal se desenvolve
seguindo etapas que se manifestam clinicamente como: gastrite, atrofia gastrica, ulceracgdes,
metaplasia intestinal, displasia e neoplasia maligna. Essas condi¢des costumam ser sequenciais
e ocorrem num periodo de muitos anos, como resultado da exposic¢éo a uma variedade de fatores

enddgenos e exdgenos (Cotran et al., 1999).
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Figura 3: Influéncias ambientais no processo de carcinogénese gastrica (Adaptado de Hwang et al.
(1994))(Resende et al., 2006).

Varios fatores de risco vém sendo associados na patogénese do cancer gastrico. Um dos
mais reconhecidos é a infeccdo pela bactéria Helicobacter pylori (H. pylori). Acredita-se que a
infeccdo por H. pylori desencadeie uma inflamagéo na mucosa do corpo, que resulta em atrofia
e metaplasia intestinal, estando relacionado com a carcinogénese géstrica (Humans, 1994).
Outros fatores também associados sdo: alcool, tabagismo, baixo nivel sdcio econdmico,
obesidade, historico de cirurgia gastrica prévia e fatores genéticos (Barstad et al., 2005;
Ladeiras-Lopes et al., 2008; Lauby-Secretan et al., 2016). (Figura 3).

A associagdo entre cancer gastrico e habitos alimentares ja esta bem descrita na literatura
e diversos estudos tém demonstrado a influéncia da ingestdo de determinados alimentos com
conservantes e com alta concentracdo de nitratos e sal, com o desenvolvimento desta neoplasia
(Tsugane e Sasazuki, 2007). Deste modo, os beneficios, tanto da alimentagdo saudavel, quanto

do consumo de agua alcalina sdo frequentemente discutidos.

O padrdo alimentar caracteristico do Para, com alimentos salgados (charque, peixe,
camaréo), baixa ingestdo de verduras e hortaligas e de alto consumo de glicidios (farinhas), tem

contribuido para a alta incidéncia de cancer gastrico na regido (Resende et al., 2006).

Em relacdo a &gua alcalina, o consumo prolongado em camundongos saudaveis, que
consumiram agua com pH 8,5 por 24 meses, ndo levou ao desenvolvimento de patologias, nem

de modificagdes histologicas em 6rgdos como rins, intestino, coracédo, figado e cérebro, alem
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de sugerir ganho de sobrevida quando comparados aos camundongos controle que ingeriram
agua da torneira (Magro et al., 2016).

Outro estudo realizado in vitro, analisou a capacidade de inativacdo da pepsina com pH
de 8,8 e foi possivel observar a inativacdo irreversivel da pepsina nesse meio alcalino, sugerindo
assim, um possivel beneficio em alcalinizacdo da dieta como uma abordagem na doenca do
refluxo, uma vez que esta enzima esta relacionada com a lise de proteinas e é ativada quando o

pepsinogénio encontra-se em meio acido (Koufman e Johnston, 2012).

Mousa (2016) descreveu melhoras em diversas condic¢Oes e doengas, como a densidade
mineral 6ssea com reducdo da osteoporose, reducdo da incidéncia de doencas coronarianas e
cardiovasculares, reducdo da inflamacéo cronica e protecdo das células beta-pancreaticas pelos
efeitos antioxidantes do consumo de alimentos e &gua alcalinos. Ainda, ocorrem efeitos
positivos na reducdo da invasdo tumoral e metastase. Naito et al. (2002) observaram que a 4gua
alcalina eletrolizada tem propriedade antiinflamatodria pela capacidade de reduzir a expressao

de TNF-a na mucosa gastrica.

Wynn et al. (2009) descreveram um efeito 6sseo benéfico com consumo da agua alcalina
enriquecida com calcio e bicarbonato, diminuindo a reabsor¢do Ossea em mulheres pré-
menopausadas. Esse efeito ja havia sido previamente observado em mulheres pds
menopausadas com deficiéncia de calcio, definindo desta forma, um efeito positivo da
reabsorcdo 6ssea com a ingestdo da agua alcalina em mulheres pré e p6s menopausadas.
(Meunier et al., 2005; Wynn et al., 2009).

No melanoma, os efeitos da agua alcalina no crescimento tumoral, induzido em
camundongos e em cultura in vitro de células tumorais, gerou diminuicdo do crescimento das

celulas tumorais (Azzarito et al., 2016).

E importante destacar que o Ministério da Salde, por meio da portaria n° 2.194 de
dezembro de 2011, especificamente no artigo 9 e 8 1°, recomenda que no sistema de distribuicéo
de agua o pH seja mantido na faixa de 6,0 a 9,5, faixa considerada dentro dos padrdes de
potabilidade, de acordo com a resolucao n° 375/2005 do CONAMA (Brasil, 2011). No entanto,
se observa frequentemente a pratica de comercializagdo de &guas abaixo da faixa de pH
estipulada (Brasil, 2011).
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Atualmente existe uma ampla discuss@o acerca dos efeitos do pH da 4gua de consumo e
suas consequéncias a satude humana, como sua relacdo com inflamacéo e cancer (Fenton e

Huang, 2016). Entretanto, poucas séo as evidéncias cientificas que comprovem esta associacao.

Na regido Norte do Brasil, as &guas comercializadas apresentam um baixo pH, variando
de 3,0-5,0 (Rodrigues, 2012). Associado a isso, existe uma alta incidéncia de gastrite e cancer
gastrico, acima da média nacional (Inca, 2018). Dessa forma, o pH da dgua pode ser um fator

contribuinte para a ocorréncia dessas alteracdes gastricas.

Como as modificacBes epigenéticas geralmente sdo as primeiras a ocorrerem e Sao
facilmente induzidas por fatores ambientais, o presente trabalho pretende buscar evidéncias de
que apenas a modificacdo no pH da &gua seja capaz de levar a variagGes no padrdo expressao

de miRNAs associados a carcinogénese gastrica.

1.2 Gastrite

A dispepsia funcional é um distdrbio da digestdo de alta prevaléncia, que pode ser
classificado em agudo ou cronico, podendo apresentar-se de forma assintomatica ou
sintomético. Os sintomas dispépticos mais associados sdo epigastralgia, pirose, desconforto na
regido superior do abdémen, saciedade precoce, plenitude pés-prandial, sensacdo de distensdo
abdominal, cujo aparecimento ou piora pode ou ndo estar relacionado a alimentacdo ou ao
estresse (Silva, 2008; Matsudai et al., 2010).

Caracteriza-se pela inflamacao da mucosa do estbmago, que é causada por um desequilibrio
entre a defesa da mucosa (bicarbonato, mucina, prostaglandina, 6xido nitrico, outros peptideos
e fatores de crescimento) e fatores agressivos (acido e pepsina) (Hardman e Limbird, 2003).
Dentre as diversas causas, a infeccdo bacteriana da mucosa gastrica pelo H. pylori é uma das
principais causas de gastrites e em 95% dos casos de gastrites cronicas o principal agente
etioldgico é o H. pylori (Pinto, 2007; Silva, 2008; Matsudai et al., 2010).

O H. pylori é capaz de causar gastrite aguda, que esta associada ao desenvolvimento de
hipocloridria e infiltracdo neutrofilica na bidpsia gastrica (Watari et al., 2014). Ap6s uma
infeccdo aguda por H. pylori, a maioria das gastrites agudas evolui para gastrite ativa cronica,
caracterizada histologicamente por células mononucleares, predominantemente linfdcitos,
plasmacitos e macrdfagos; foliculos linféides com centros germinativos sdo frequentemente

vistos e sdo caracteristicos de uma infeccdo por H. pylori (Watari et al., 2014).
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A infeccdo pelo H. pylori afeta mais de 50% da populacdo adulta mundial, e
aproximadamente dois ter¢os dos casos de cancer gastrico séo atribuidos a ela, mas nem todos
os infectados irdo desenvolver cancer (Peleteiro, 2006; Wang et al., 2014; Watari et al., 2014;
Lee et al., 2016). A infeccdo por H. pylori na mucosa gastrica pode levar ao desenvolvimento
de gastrite atrofica (GA), com hipocloridria ou acloridria e metaplasia intestinal (IM), ambos
considerados fatores de risco para o desenvolvimento de GC (Peleteiro, 2006; Kupcinskas et
al., 2014; Wang et al., 2014; Watari et al., 2014; Song et al., 2015; Kishino et al., 2016; Lee et
al., 2016).

Essas condi¢des da carcinogénese costumam ser sequenciais e ocorrem num periodo de
muitos anos, como resultado da exposicdo a uma variedade de fatores do hospedeiro,
ambientais, nutricionais (acidificacdo da dieta, alimentos salgados e baixa ingestdo de verduras
e hortalicas) e bacterianos, que perpetuam a inflamacdo e levam a instabilidade genémica
promovendo dano no DNA, respostas adaptativas, ativagao de oncogenes, reducdo da ativagao
de supressores tumorais e resisténcia a apoptose (Figura 4) (Cotran et al., 1999; Pinto, 2007;
Kupcinskas et al., 2014; Saito et al., 2014; Wang et al., 2014; Fenton e Huang, 2016).
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Figura 4: llustracdo esquematica de mecanismos multifatoriais envolvidos na carcinogénese gastrica induzida por
H. pylori. A interacéo entre os fatores bacterianos, resposta do hospedeiro e fatores ambientais leva a um acimulo
gradual de alteragGes genéticas e epigenéticas de varios proto-oncogenes e genes supressores de tumor. Além
disso, a inflamacdo também modula as expressdes de miRNAs que influenciam a producéo de varios RNAs ou
proteinas mensageiras relacionadas ao tumor. Todos esses eventos induzidos pela inflamagao crénica funcionam
em conjunto para influenciar maltiplas vias envolvidas na funcéo celular e, portanto, acelerar a carcinogénese
gastrica (Wang et al., 2014).

Isso ocorre porque a inflamacdo nao controlada ou persistente pode contribuir para a
carcinogénese e progressdo tumoral, por fornecer moléculas bioativas ao microambiente
tumoral, incluindo fatores de crescimento que sustentam a sinalizacéo proliferativa, fatores de
sobrevivéncia que limitam a morte celular, fatores pro-angiogénicos e enzimas modificadoras

da matriz extracelular que facilitam a angiogénese, invasao e metastase (Lee et al., 2016).

E bem relatada a associacao de condicdes inflamatdrias e cancer (Quadro 1). O processo
inflamatorio é uma resposta de defesa a agressdes ao tecido, que tem como objetivo, restaurar
a integridade do mesmo (Schafer e Werner, 2008). Nesse processo existe a ativacdo de
leucdcitos, proliferacao de fibroblastos e células endoteliais e deposito de matriz extracelular,
porém na neoplasia ocorre a perpetuacdo da inflamacao, ndo sendo um processo auto-limitado,
0 que pode contribuir para carcinogénese e progressao tumoral, pela formagdo de um micro
ambiente favoravel (Hanahan e Weinberg, 2011). Quanto maior o periodo de persisténcia da

inflamacdo, maior o risco de carcinogénese.

Condicdo Inflamatoria Neoplasia
Doenca inflamatdria intestinal Cancer colo-retal (Johnson et al., 2013)
Infeccdo por H. Pilory Cancer gastrico (Humans, 1994)
Hepatite viral cronica Cancer hepatocelular(Beasley et al., 1981)
Infeccdo por HPV(virus papiloma humano) Cancer de colo de utero (Castle et al., 2002)
Esofagite de refluxo Cancer de esofago (Lagergren et al., 1999)
Abestose Mesotelioma(Abds-Herrandiz et al., 2017)

Quadro 1: Correlacdo das condicdes inflamatorias com o tipo de cancer envolvido.

Ha propostas de evitar o estresse a mucosa gastrica, pela alcalinizagdo do contetdo
gastrico (Wolfe e Sachs, 2000). Os inibidores da bomba de prétons (IBPs) sdo medicamentos
que inibem a enzima H'/K*/ ATPase (ou bomba de prétons) nas células parietais com
consequente inibicdo da secrecao &cida gastrica, e elevacdo do pH intra-gastrico (Hunt, 1999;
Lee et al., 2016). Estas medicacOes sdo consideradas tratamento padrdo para gastrite desde
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1989, dessa forma, o controle da acidez (pH) do estdbmago esta diretamente relacionado com o
tratamento das condi¢des inflamatdrias da mucosa géastrica (Hunt, 1999; Lee et al., 2016).

A inibicao seletiva do receptor H2 da histamina (figura 5), através dos antagonistas dos
receptores Ho, como a ranitidina e a cimetidina, similarmente suprimem a secre¢do acida basal,
embora em menor grau do que os IBPs (Wolfe e Sachs, 2000). H4 também a possibilidade de
diminuir a secrecao gastrica com o antagonismo de receptores muscarinicos M1, visto que o0 as
células parietais do estbmago tém receptores muscarinicos M3, que respondem a drogas como
atropina. Entretanto, essa classe de medicamento raramente é utilizada hoje, sendo inclusive
ndo autorizada nos Estados Unidos, principalmente por causar muitos efeitos adversos, como

sonoléncia, boca seca, visdo embacada e retencdo urinaria (Wolfe e Sachs, 2000).

Outra opcdo de tratamento para sintomas dispépticos sdo os antiacidos, como o
hidréxido de magnésio e o hidréxido de aluminio (Konturek, 1993). Ambos medicamentos tem
como mecanismo de acdo, uma reacdo de neutralizacdo do acido gastrico, com aumento
transitdrio do pH intra-gastrico, porém apresentam com uma dificuldade a posologia, devido ao
alto nimero de vezes que devem ser ingeridos para manutencao do seu efeito, ndo sendo usados
rotineiramente na pratica clinica como tratamento definitivo e sim como alivio imediato dos
sintomas (Konturek, 1993).

-
o

Atropina .., e ' L365,260

H“ Inibidor da bomba de protons
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Figura 5: Representacdo esquematica dos fatores que influenciam a secrecdo acida gastrica pela célula parietal,
mostrando fatores: neurdcrina (acetilcolina e outros neurotransmissores de neurdnios vagais eferentes), paracrina
(somatostatina de células D e histamina de células ECL gastricas) e fatores enddcrinos (gastrina circulante). As

setas tracejadas indicam locais potenciais de inibicao farmacoldgica da secrecdo acida, seja via antagonismo do

L365260, antagonista sintético do receptor da gastrina; PG, prostaglandina; S, somatostatina; ECL,
enterochromaffin-like(Wolfe e Sachs, 2000).

Alguns estudos relataram que as lesdes pré-cancerosas, incluindo GA e IM, melhoraram
apos a erradicacdao da H.pylori com administracdo de antibidtico e, além disso, foi possivel
reduzir, em uma metanélise, a prevaléncia do GC clinico em aproximadamente um terco; fato

confirmado em estudos japoneses (Watari et al., 2014).

1.3 Balanco acido-bésico
1.3.1 Cancer e acidez

Originalmente descrito por Warburg (1956), a maioria dos tumores sao caracterizados por
realizarem glicolise anaerobica, mesmo em presenca de oxigénio. Este fato deve-se a uma maior
ativacdo do fator de hipoxia induzido (HIF-1) presente nessas células, com consequente maior
conversao de glicose em &cido lactico e criagdo de um ambiente acido nas células tumorais
(Vaupel et al., 1989). A extensdo com que isso ocorre esta relacionada com a agressividade
tumoral. Estudos tém sido conduzidos para avaliar a manipulacdo da acidificacdo tumoral,

como potencializacdo terapéutica no tratamento das neoplasias (Mccarty e Whitaker, 2010).

Neste contexto, oncogenes e supressores tumorais podem regular o metabolismo das
células tumorais; como exemplo temos 0 oncogene c-Myc que pode aumentar a expressao de
genes envolvidos na glicolise, como a lactato desidrogenase-A (LDH-A) e transportador de
glicose 1 (GLUTL), e estimular o metabolismo glicolitico das células cancerigenas(Shim et al.,
1997; Osthus et al., 2000). Enquanto alguns estudos revelam que a proteina p53 (TP53), um
conhecido supressor tumoral, que se encontra frequentemente mutado em neoplasias, inibe a

glicolise e aumenta a respiracdo mitocondrial em células tumorais (Matoba et al., 2006).

Além dos fatores genéticos, o “efeito Warburg” também ¢ regulado por fatores ambientais
encontrados no tumor. Como resultado de uma vascularizacdo defeituosa e reducéo da perfuséo
sanguinea, regides do microambiente tumoral sdo geralmente hipdxicos e acidos. A hipdxiae a

acidose tém efeitos complexos no metabolismo celular, assim como na evolugdo do céancer,
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metastases e resposta terapéutica aos quimioterapicos (Gatenby e Gillies, 2004; Cairns et al.,
2006; Yang et al., 2012; Justus et al., 2013).

O pH ideal dos tecidos humanos € regulado para manter-se préximo de um pH 7.4,
enquanto o pH do microambiente tumoral pode variar de pH 5.5 a 7.4 (Vaupel et al., 1989; Van
Sluis et al., 1999; Bhujwalla et al., 2002; Schornack e Gillies, 2003). Isso ocorre devido a maior
producdo de acido latico pela anarobisose tumoral e por outras fontes de protons derivadas da
hidrolise do ATP assim como hidratacdo do dioxido de carbdnico, por anidrases

carbonicas(Helmlinger et al., 2002; Swietach et al., 2010).

O estroma celular adjacente as células tumorais responde a acidose de diversas maneiras
(Justus et al., 2013). Em algumas células imunes, como os neutrofilos, a acidose pode estimular
sua atividade, enquanto que em outras, como na natural killer e linfécitos TCD8", a acidose
pode atuar reprimindo as suas atividades (Fischer et al., 2000; Martinez et al., 2006). A acidose
também pode modular a angiogénese e a inflamacéo endotelial (Chen et al., 2011; Dong et al.,
2013). Desta forma podemos concluir que a acidose tem papel definido e determina diversos

efeitos nas células cancerigenas e em suas células adjacentes.

1.3.2 Dieta

A dieta e seus componentes possuem um claro impacto no balanco acido-basico
corporal(Sherman e Gettler, 1912). Em 1912, foi conduzido estudo em que avaliou a teoria
“acido-cinza”, testando diversos tipos de alimentos in vitro para avaliar a quantidade de ions
produzidas ap6s aquecidos, como sodio, potassio, fosforo, cloro e enxofre, além de um
experimento in vivo para avaliar o balanco acido-basico gerado, ap6s cada subtipo de alimento
(Sherman e Gettler, 1912). Por meio de avaliacdo das alteraces do pH urinario e quantidade
de excrecdo de amonia, foi observado que, de acordo com a classe de alimento, o seu produto
final ap6s metabolizado seria predominantemente &cido, como no caso das carnes, ovos e doces,
ou basico, como no caso das verduras e frutas. Este fato confirma que, de acordo com o alimento

ingerido, existe uma alteracdo na formacao de elementos &cido s(Sherman e Gettler, 1912).

Através de uma revisao sistematica da literatura, realizada para avaliar associagdo entre
dieta alcalina e prevencdo de cancer, 8278 citacdes foram identificadas e 252 resumos foram

revisados. Ndo foi encontrado nenhum ensaio randomizado, ressaltando a falta de evidéncias
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robustas acerca do beneficio em relacdo a dieta alcalina e prevencdo do cancer (Fenton e Huang,
2016).

1.4 Epigenética e cancer

Estudos anteriores tém evidenciado que a tumorigénese do CG envolve tanto alteragdes
genéticas quanto epigenéticas (Guo et al., 2017). Atualmente, vém sendo estudados diversos
potenciais marcadores que podem auxiliar a deteccdo de lesGes pré-neoplésicas e neoplésicas,
e entre eles, encontram-se as alteracfes epigenéticas (Barchitta et al., 2014; Lyratzopoulos,
2014). Waddington (1942), definiu o termo epigenética como as mudancas no fenotipo sem
alterar o genotipo. Hoje sabemos que o estudo da epigenética consiste no estudo das mudangas
herdaveis na expressdo génica sem que haja mudanca da sequéncia do DNA (Woo e Kim, 2012;
Barchitta et al., 2014).

Os mecanismos de regulacdo da epigenética incluem: metilacdo do DNA, modificacédo
em histonas e expressdo de microRNAs e RNAs longos ndo-codificantes (Cravo et al., 1995;
Ushijima e Okochi- Takada, 2005).

A modulacdo epigenética pode ser influenciada por diversos fatores ambientais e de
estilo de vida, como: dieta, idade, fumo, exposicdo solar, inflamacéo e poluentes (Kanherkar et
al., 2014). Sabe-se que alguns componentes da dieta podem influenciar a sinalizagdo
epigenética atuando na metilacdo do DNA, alteracdo das histonas e mRNAs (Kiec-Wilk et al.,
2009). Na neoplasia de cabeca e pescoco foi identificado que o consumo de tabaco promove a
desregulacdo do status de metilacdo (hipometil¢do), assim como o consumo de alcool é
caracterizado por hipermetilacdo de oncogenes (Irimie et al., 2018). A idade é outro fator
conhecido que interfere na regulacdo epigenética (Jasiulionis, 2018). No céancer de figado, o
consumo cronico de alcool pode estar relacionado com a superexpressao de alguns microRNAS,
a exemplo do miR 34a, do miR 107 e do miR 122, relacionados com a homeostase hepatica
(Dippold et al., 2013).

A utilizacdo da expressao de microRNAs (miRNAs) como biomarcadores de prognostico
em cancer tem sido avaliada em varios estudos (Gonzalez e Agudo, 2012). Os miRNA sdo RNA
pequenos ndo codificantes, apresentam cerca de 18-25 nucleotideos, que silenciam a expressdo
génica pos transcricional, sendo capaz de degradar RNA mensageiro (MRNA) alvo e/ou
reprimir a sua traducdo. Cada miRNA pode atuar num grande numero de genes alvos

(aproximadamente 500 para cada familia de miRNA) (Kim e Nam, 2006). Esses microRNas



22

fazem parte de uma série de processos biologicos (Bartel e Bartel, 2003), como proliferacéo,
apoptose e diferenciacdo celular, desta forma podendo ser Uteis para determinar mecanismos

regulatérios em lesGes pré-neoplasicas (Xiao et al., 2009; Liu et al., 2010).

Estudo prévios tém mostrado que a expressdo alterada de varios miRNAs contribui ndo
somente para carcinogénese e progressdo de neoplasias, como também exibir papel de preditor
de resisténcia a drogas, assim como de fator prognéstico (Kritzfeldt et al., 2006). No CG, a
expressao de varios miRNASs encontra-se alterada, atuando como oncogenes ou supressores
tumorais dependendo do alvo e diversos estudos tém demonstrado que a esta alteracdo pode
auxiliar no diagndstico e no tratamento de tumores (Ricarte Filho e Kimura, 2006; Xiao et al.,
2009; Liu et al., 2010; Saito et al., 2014; Qu et al., 2015; Ishimoto et al., 2016).

1.4.1 microRNA-7

O miR-7 atua como supressor tumoral em diversos tumores, como no cancer de mama,
pulmao e ovario, assim como na doenca maligna do trato gastro-intestinal (TGI), em que sua
expressao encontra-se diminuida na maioria dos tumores, porém dependendo do alvo e via que

ele regule, pode atuar como um oncogene (Chen et al., 2016).

Alguns genes foram identificados como alvo do miR-7, incluindo, RAF1, EGFR,
CCNE1le YY1(Zhou et al., 2014; Giles et al., 2016). Trata-se de um miRNA mediado pela
inflamag&o, que representa um evento significativo na carcinogénese gastrica. E correlacionado
inversamente com muitas citocinas pro-inflamatérias e fatores inflamatérios como a
interleucina-1p e o TNF-a. Trés genes, LPHN2, BASP1 e MAFG, alvos do miR-7, sdo induzidos
nas vias da ciclooxigenase (COX2)/prostaglandina (PG) E2, o que mostra que 0 miR-7
desempenha um papel significativo na resposta inflamatdria da mucosa gastrica (Kong et al.,
2012).

No cancer gastrico, 0 miR-7 encontra-se com expressdo diminuida no tecido tumoral

quando comparado com o tecido normal (Figura 6) (Xu et al., 2017).
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Figura 6: O microRNA-7 (miR-7) é regulado negativamente nos tecidos e células do cancer gastrico (CG). A -
Expressdo de miR-7 foi analisada por qRT-PCR em 30 pares de tecidos humanos com CG e tecidos normais
adjacentes. B —A expressdo de miR-7 foi analisada em células GES-1 (uma linhagem celular epitelial gastrica
normal escolhida como controle) e 4 linhagens celulares de CG (MGC-803, SGC-7901, BGC-823 e AGS). Os
dados representam a média (desvio padrdo) de 3 repeticdes. Diferenca significativa quando p<0,05(Xu et al.,
2017).

O estudo de Xie et al. (2014) sugere a acdo do miR-7 na inibicdo da invasdo e metastase
das células do cancer gastrico através da supressdo da via do EGFR (epidermal growth factor),

assim como da via do fator de crescimento de insulina (IGF1R) (Figura 7) (Chen et al., 2016).
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Figura 7: Vias do microRNA-7 no cancer gastrico, atuando nas vias de IGF1R e EGFR. IGF1R: Receptor do fator
de crescimento 1 semelhante a insulina; EGFR: Receptor do fator de crescimento epidérmico; GC: Cancer gastrico;
miR-7: MicroRNA-7; PI3K: Fosfoinositido 3-quinase; m-TOR: alvo de rapamicina em mamiferos(Chen et al.,
2016).

Na neoplasia de pancreas foi observado que o miR-7 funciona como um supressor
tumoral pois diminui a expressdo da proteina oncogénica ILF2 (fator de interleucina-2), que

regula genes relacionados a transicéo epitélio-mesenquimal (Bi et al., 2017). Similarmente, foi
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identificado o papel do miR-7 como supressor tumoral no cancer de prostata, atuando na via
PI3K/Akt (Chang et al., 2015).

No hepatocarcinoma (HCC), varios estudos mostraram que o miR-7 participa de
diversas vias reguladoras. De acordo com Fang et al. (2012), o miR-7 regula a via
PI3K/Akt/mTorin vitro e in vivo, regulando assim a proliferacdo celular e metastase. Em outro
estudo, o0 miR-7 foi capaz de regular a via do EGFR, a qual € geralmente superexpressa em
tumores epiteliais (Webster et al., 2009). O miR-7 também foi capaz de inibir o crescimento do
glioblastoma regulando o substrato do receptor da insulina 2 (IRS2) através da via
EGFR/IRS2/Akt (Kefas et al., 2008).

O cancer de colon (CRC) é caracterizado por diversas mutacGes de genes como TP53,
APC, PIK3CAeBRAF (Kaemmerer et al., 2013). O miR-7 tem como alvo genes conhecidos na
carcinogénese deste tumor, como o0 EGFR e RAF1, e a diminuicdo de expressdo do miR-7 esta

relacionada com o desenvolvimento do CRC e com pior progndstico (Suto et al., 2015).

1.42 miRNA-155

O miR-155 tem sido implicado no desenvolvimento de multiplos tumores solidos, e esta
comumente hiperexpresso em malignidades solidas e hematoldgicas, e tem sido associado ao
desenvolvimento de diversos tumores como leucemia, mama, pulmao e colén. Por este motivo,
tem se mostrado um alvo importante para o diagndstico, progndstico e terapia (Bandrés et al.,
2006; Higgs e Slack, 2013; Hammond, 2015). Contudo, no cancer gastrico este gene tem

demonstrado exercer um papel de supressor tumoral (Li, S. et al., 2018).

A superexpressdo do miR-155 inibiu a proliferacdo de células CG e promoveu a
apoptose, atuando na via do gene MAP3K10, a qual est4 correlacionada com a regulagdo de
apoptose, enquanto a diminuicdo da expressdo do miR-155 promoveu a proliferacdo de células
CG e diminuiu a sensibilidade das células CG a cisplatina, reforcando seu papel de supressor

tumoral na tumorigénese do CG (Figura 8) (Li, S. et al., 2018).

Similarmente, Li et al. (2012), com objetivo de melhor explorar o papel do miR-155 no
CG, identificaram in vitro que a super-expressao de miR-155 em células de CG foi capaz de
suprimir a migragdo celular, invasdo e aderéncia, sugerindo um papel no desenvolvimento da

metastase.
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Figura 8: miR-155 inibe a proliferacdo de células AGS-1 e SGC-790, e promove a apoptose. (A) O nivel de
expressdo de miR-155 em células GES-1 foi arbitrariamente definido como 100% para comparacéo entre linhas
celulares. (B) O nivel de miR-155-5p em células miR-NC-transfectadas expressdo foi arbitrariamente definida
como 100% por comparacdo com células transfectadas. (C) Um total de 24, 48 e 72 h apéds a transfeccdo, a
proliferacéo foi analisada por ensaio MTT. (D) Um total de 48 h ap6s 0 miR-155-5p imita-transfeccédo, a apoptose
foi medida por coloracéo de iodeto de Anexina V-propio. Os dados sdo apresentados comoa média + desvio
padrao, e as experiéncias foram repetidas 3 vezes. * P <0,05 vs. NC NC, controle negativo; ASO, oligonucle6tido
antisense(Li, S. et al., 2018).

O miR-155 é produzido a partir do processamento do BIC (B-Cell Integration Cluster),
que é um transcrito ndo-codificante expresso em células B ativadas, células T, mondcitos e

macrofagos (Higgs e Slack, 2013).

Acredita-se que 0 miRNA-155, que esta com expressdo aumentada em resposta ao H.
pylori, atua diminuindo a resposta imune e inflamatdria contra a bactéria, agindo como um
regulador negativo, e, assim, diminuindo a atividade de NF-kB, através do complexo MyD88
e as proteinas adaptadoras (IRAK-1 e TRAF6) da cascata de sinalizacdo de TLRs (receptores
semelhantes a toll) e através da redugédo da expressao do seu gene alvo IKK (Figura 9) (Xiao et
al., 2009; Zabaglia, 2017).
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Figura 9: Esquema ilustrando as vias de atua¢do dos microRNAs 146a e 155 com seus genes alvos(Zabaglia et al.,
2018).

Yang et al. (2014) conduziram um estudo com 40 pacientes com cancer colo-retal e foi
observado maior expressao do miR-155 no tumor quando comparado com tecido adjacente;
além disso pode-se correlacionar a expressdo do 155 com estadiamento linfonodal e de Dukes,
sugerindo um possivel fator preditor de estadiamento.

No cancer de mama, 0 miR-155 também parece atuar como oncomiR, visto que sua
super expressdo estava correlacionada com a ativacdo da via STAT3 (transdutor de sinal e
ativador de transcricdo 3) e com a estimulacdo de células de cancer de mama por citocinas

inflamatorias (Jiang et al., 2010).

1.43 miRNA-135b

Vidal et al. (2016) avaliaram a expressdo de miRNAs na mucosa gastrica em diferentes
estagios da carcinogénese e observaram potenciais biomarcadores da carcinogénese gastrica,
incluindo 0 miR-29c e 0 miR-135b. A expressdo do miR-29c se apresentou progressivamente
menor conforme o dano da mucosa gastrica, enquanto o miR-135b apresentou valores maiores
na gastrite atrofica e metaplasia intestinal quando comparados com a mucosa normal e no tecido

com cancer gastrico.
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Figura 10: Valores de expressao para miR-135b e miR-29¢ em amostras de gastrite cronica ndo-atréfica de mucosa
normal, metaplasia intestinal e adenocarcionoma gastrico do tipo intestinal (Valores em Escala Logaritimica), p
valor obtido pelo teste do ANOVA(Vidal et al., 2016).

O miR-135b esta envolvido na progressao de diversos tumores (Arigoni et al., 2013).
Shao et al. (2018) observaram um aumento da expressdo do miR-135b em tecido de cancer
gastrico quando comparado ao tecido saudavel, além de correlacionar com uma maior
resisténcia ao tratamento quimioterapico (cisplatina).

De acordo com Lu et al. (2018), no cancer gastrico, a superexpressao do mir-135b inibiu
a via do CMTM3, um gene que atua como supressor tumoral em diversos tumores e atua na
supressao de metastase e progressdo da transicdo epitélio-mesenquimal, desta forma
promovendo a progressdo do CG e desenvolvimento de metastases.

No cancer de pulmao, foi identificada a superexpressdo do miR-135b, uma desregulacao
capaz de promover invasdo celular e metastases in vitro e in vivo, tendo como alvo a via hippo,
e assim regulando os genes LATS2, f-TrCP, NDR2 e LZTS1 (Lin et al., 2013).

No entanto, apesar de ser descrito como oncomiR, no osteossarcoma, 0 miR-135b foi
identificado como supressor tumoral, pois foi observada a diminui¢do da expressao do miR-
135b no tecido tumoral (de 80 amostras) e em linhagem celular. Adicionalmente, foi
identificado o gene MYC como um alvo direto do miR-135b. Este gene est4 relacionado com o
desenvolvimento de varios tumores e contribui para a invaséo celular, migracdo e metéastase
(Liu et al., 2014).

1.4.4 miRNA-29c

0 miR29c ¢ descrito como um supressor tumoral em diferentes tumores. No CG, em um
estudo conduzido recentemente, observou-se menor expressdo deste microRNA em tecido de

cancer gastrico (67 pacientes,9 linhagens celulares de CG); além de demostrar que a super-
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expressao do miR-29cinibiu a proliferacdo e promoveu apoptose na fase G1/Go do ciclo celular,
sugerindo um novo biomarcador para esta neoplasia (Yu et al., 2017).

Similarmente, Li, J. et al. (2018) relataram a diminuicéo da expressdo do miR-29c em
amostras de cancer de préstata quando comparado com tecido normal, além de uma relagéo
negativa com escore de Gleason (prognostico) e estagio da doenca, podendo ser considerado
um marcador de progressao do cancer de prostata. Adicionalmente, o SLC2A3foi identificado
como um alvo direto do miRNA-29c, o qual esta relacionado com o metabolismo da glicélise

em cancer.

Em céncer de pulmé&o, o0 miR-29c também é descrito como supressor tumoral. Em um
estudo nessa populacdo, os pacientes que apresentavam maior expressdo de miR-29c tiveram
maior sobrevida livre de progressdo e responderam melhor ao tratamento com cisplatina (Figura
12) (Sun et al., 2018).
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Figura 11: A expressdo de miR-29c¢ no cancer de pulméo. A) O nivel relativo de miR-29¢ no estadgio pTNM inicial
(I + 1) e pacientes com estagio pTNM avancado (111 + 1V) analisados por gRT-PCR. B) Curva de sobrevida de
Kaplan-Meier.Os estudos foram realizados com 97 dos 130 pacientes com cancer de pulméo de células néo-

pequenas submetidos a quimioterapia apds a resseccdo e as informagdes de sobrevida(Sun et al., 2018).

No cancer de mama, Liet al. (2018) observaram uma relacdo com a progressao do cancer
de mama e niveis decrescentes do miR-29c, sugerindo também um papel de supressor tumoral
e tendo como alvo a via TIMP3/STAT1/FOXO1, que esta relacionada com proliferacdo celular

e migracdo (Figura 12).
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Figura 12: O miR-29c suprime o cancer de mama pela via TIMP3/STAT1/FOXOL1. A expressao de miR-29c foi
diminuida no cancer de mama, o que levou a expressdo elevada de DNMT3B, que € critica para a metilagdo do
promotor e diminui a expressdo de TIMP3. Como resultado, a expressdo de STAT1 foi aumentada e inibiu a
expressdo de FOXO1, levando a proliferagdo, migracéo e invaséo de células de cancer de mama (Li, W. et al.,
2018).

No sistema geniturinario, 0 miR-29c é mais expresso no tecido normal e diminuido nas
neoplasias como de bexiga e rim(Wang et al., 2010; Heinzelmann et al., 2011).E, no cancer
colo-retal, 0 miR-29c suprimiu a migracédo celular e a habilidade de invasdo em vitro das células

cancerigenas, regulando negativamente a transicao epitélio-mesenquimal (Zhang et al., 2014).

Levando em consideracdo 0 exposto acima, € importante ressaltar que apesar de estar bem
descrita na literatura a importancia das alteracGes epigenéticas no desenvolvimento e na
progressdo do cancer gastrico, ndo existem estudos que investiguem os efeitos da ingestdo de
agua alcalina sobre as alteragdes epigenéticas envolvidas na carcinogénese gastrica. Por este
motivo, este trabalho visa avaliar a expressdo dos microRNAs miR-29¢, miR-7, miR-155, miR-
135b no tecido gastrico de pacientes com gastrite antes e depois do consumo de agua alcalina,
no intuito de entender de que forma a mudanca deste habito pode influenciar na modulagéo da

expressao destes microRNAS, assim como nas caracteristicas clinicopatoldgicas dos pacientes.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar a relacdo entre o consumo de agua de pH alcalino e alteracfes epigenéticas e

histopatolégicas compativeis com alteragdes inflamatorias da mucosa gastrica.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a expressdo dos microRNAs miR-29c, miR-7, miR-155, miR-135b no tecido

gastrico de pacientes com gastrite antes e depois do consumo de agua alcalina por 4 meses;

Avaliar as alteracdes histopatoldgicas e endoscdpicas no tecido gastrico de pacientes com

gastrite antes e depois do consumo de agua alcalina por 4 meses;

Correlacionar os resultados observados com as caracteristicas clinicopatoldgicas dos

pacientes estudados.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Critérios de inclusao

Foram incluidos individuos acima de 35 anos, diagnosticados com gastrite por meio de

exame anatomopatoldgico.

3.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos: 1) todos os pacientes com histéria prévia de cancer; I1)histéria familiar
positiva de cancer gastrico; Ill) individuos que facam uso rotineiro de agua alcalina; IlI)
individuos que ndo aceitem preencher o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE -
Anexo 1); 1V) individuos que apresentarem doenca cardiovascular ou qualquer outra doenca
crbnica ndo transmissivel que possa acarretar em risco para realizacdo de EDA com menos de
6 meses; V) critérios endoscépicos de erradicacdo imediata do H. pylori: Glcera gastrica e/ou
duodenal passada ou presente com ou sem complicacdes; linfoma MALT gastrico; gastrite
atrofica ou desejo do paciente; ou VI) uso de antiacidos recentes ou no momento da pesquisa.

3.3 Amostra e amostragem

Foram recrutados um total de 50 individuos, incluidos no trabalho H. pylori positivo e
negativo. A amostragem foi o tipo ndo probabilistica, por conveniéncia, com individuos de
centro de realizagdo de EDA, realizadas na Clinica Oncoldgica Brasil.

Dos 50 individuos recrutados apenas 28 completaram o estudo, com os dois exames de

endoscopia digestiva alta, antes e ap6s o0 consumo da agua com pH alcalino.

A frequéncia absoluta e relativa das varidveis qualitativas avaliadas dos individuos deste
trabalho, antes e apds o consumo da agua alcalina, encontram-se na tabela 1 e na tabela 2.

Tabela 1: Analise descritiva das variaveis qualitativas de pacientes com gastrite antes do
consumo da agua alcalina em Belém do Para

Variavel N %
Sexo
Masculino 5 17,86

Feminino 23 82,14



H. pylori 1° exame
Negativo
Positivo
Classificacdo de Sydney 1° exame
Leve
Moderado
Quantidade de liquidos ingeridos por dia
500 mililitros
1 litros
1 litros - 1,5 litros
2 litros
Mais que 2 litros
N&o responderam
Tipo de agua ingerido por dia
Abastecimento publico filtrada
Mineral com gas
Mineral sem gas
Poco artesiano filtrada
Né&o responderam
Ingestdo alcodlica
Né&o
Sim
N&o responderam
Frequéncia de bebida alcodlica
Uma vez por semana
Finais de semana
N&o responderam
Volume de é&lcool
500 mililitros
2 litros
N&o responderam
Tipo de alcool
Cerveja
Vinhos e outros destilados
N&o responderam
Prética de atividade fisica
N&o
Sim, as vezes
Sim, regularmente
Na&o responderam
Fumam
N&o
Na&o responderam
Uso de medicacéao controlada
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71,43
28,57
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35,71
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14,28
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46,43
50
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7,14
53,57
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50
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32,14
28,57
14,28
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Né&o 16 57,14

Sim 9 32,14

N&o responderam 3 10,72
Tratamento prévio para gastrite

Nunca realizou 11 39,29

Jarealizou 13 46,43

N&o responderam 4 14,28

Tabela 2: Analise descritiva das variaveis qualitativas de pacientes com gastrite apds o
consumo da agua alcalina em Belém do Para

Variavel N %
Classificacdo de Sydney 2° exame (retorno)

Leve 12 42,3
Moderada 16 57,7
H. Pylori 2° exame (retorno)

Negativo 16 57,14
Positivo 12 42,86

Na tabela 3 é possivel observar a mediana e percentis 25%-75% da idade dos sujeitos
da pesquisa.

Tabela 3: Analise descritiva das varidveis quantitativas de pacientes com gastrite em Belém
do Pard

Variavel Mediana p25%-75%

Idade 44,5 38,75-52,25

3.4 Intervencéo avaliada

Os individuos recrutados foram submetidos a ingestdo, por livre demanda, de 4gua com
pH 8,5-9,0 durante 4 meses. Os filtros para alcalinizacdo da agua foram disponibilizados pelos

pesquisadores.

3.5 Desfechos avaliados

Para todos os individuos recrutados foram realizados a avaliacdo de expressdo de miR-
155, miR-7, miR-29c e 0 miR-135b.
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3.6 Coleta de dados
3.6.1 Técnica de endoscopia para coleta do material

Todas as EDAs foram feitas pelo mesmo endoscopista, sendo coletadas amostras: uma
do antro pré-pilorica e outra do corpo gastrico e em locais de zonas suspeitas de um possivel
foco de H. pylori (Coelho et al., 2013).

Caso o diagndstico anatomopatolégico comprovasse gastrite, o individuo era recrutado
para a pesquisa. Nesse momento, foi assinado o termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) e explicados todos os riscos e beneficios deste projeto. Em sequéncia, o participante

preenchia o formulario de entrada no estudo (Anexo 2).

As amostras coletadas na primeira EDA para a entrada no estudo foram avaliadas para 0s
desfechos propostos. Os individuos do grupo intervencdo receberam a instalacdo do filtro de
alcalinizacdo da dgua em sua casa, por profissional capacitado. O mesmo foi instruido a utilizar

a dgua de maneira completa em sua rotina doméstica, por livre demanda.

Cada participante realizava o consumo da dgua por 4 meses. Ap0s esse periodo, todos 0s
individuos foram submetidos a uma nova EDA em que eram avaliados novamente 0s

parametros anatomopatoldgicos e os desfechos propostos.

Ap0s a intervencao e o término da pesquisa todos os individuos foram encaminhados para
consulta com gastroenterologista. Nao houve armazenamento do material, pois 0 mesmo foi

todo utilizado apenas para 0s testes propostos.

Os dados referentes a todas as variaveis coletas foram armazenados em banco de dados

no programa Microsoft Excel.

3.7 Aspectos éticos

Os pesquisadores submeteram o trabalho a Plataforma Brasil e 0 mesmo foi aceito pelo

Comité de Etica em Pesquisa, com o seguinte nimero do parecer 2.033.180.
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3.8 Extracdo de RNA

O RNA total foi extraido utilizando o kit miRVanamiRNAisolation (Ambion, Texas,
USA), de acordo com as instrucdes do fabricante. As concentracbes de RNA foram
determinadas pelo espectrofotbmetro SpectraMax i3 (Molecular Devices, Sunnyvale,
California, USA), sendo usada a concentracdo de maior que 10 como padréo, e a integridade
do RNA foi verificada em gel de agarose.

3.9 PCR em tempo real para avaliacdo da expressao de miRNAs

Para deteccdo da expressdo dos miRNAs, a transcricdo reversa foi realizada a partir das
amostras de RNA total (TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit, Life Technologies,
Foster City, CA), seguida por reacdo de PCR em tempo real com primers comerciais especificos
(TagMan MicroRNA Assays, Life Technologies, Foster City, CA). Todos 0s ensaios seguiram
estritamente as recomendagdes do fabricante e foram realizados em quadruplicata.

Os enddgenos utilizados para a normatizacéo foram o RNU6B, o mir-101 e o mir-1403p,
que foram selecionados apds analise de dados disponiveis na literatura (Ribeiro-Dos-Santos et
al., 2010; Wu et al., 2015; Anauate et al., 2017).

As condicdes de reacdo seguiram as recomendacdes do fabricante (95°C por dez minutos,
40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por um minuto) com volume final de 20 pl.

Apos a expressdo de cada miRNA ser normalizada com os enddgenos, o Ct normalizado
foi comparado com o Ct do calibrador, de acordo com a formula 222, O calibrador foi
composto por uma mistura de cinco amostras de tecido coletadas de pacientes que nao

apresentaram gastrite.

3.10 Padronizacéo e Ajuste dos miRNAS

Ao inicio da analise, 4 individuos foram excluidos devido & infecgdo aguda por
H. pylori durante o periodo de acompanhamento do estudo, j& que a infeccdo por este
microrganismo pode afetar a expressdo de miRNAs da mucosa gastrica. Para todas as amostras

restantes da primeira e segunda EDA, antes e depois da ingestdo de &gua alcalina,
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respectivamente, foram realizados conjuntos de triplicatas ou quadruplicatas de CTs para cada
miRNA alvo (mir-7, mir-155¢, mir-29¢ e mir-135) e endégenos (RNUG6b, mir-1403p). Nesse
ponto, um individuo foi excluido pois ndo foi possivel a avaliacdo por PCR na segunda EDA.
Para todos os outros individuos foram realizados os calculos das médias e seus desvios padrdes
para as triplicatas ou quadruplicatas dos CTs. Apds essa avaliacdo, foram realizados os calculos
dos coeficientes de variacdo (CV) para cada sujeito. Para aqueles miRNAs alvos ou enddgenos
que apresentavam CV>4%, foi avaliado a diferenca de cada CT para a média das
quadruplicatas. Aqueles CTs que apresentaram maior diferenca para a média foram excluidos
da andlise final. Para aqueles miRNAs que foram realizados somente triplicatas e apresentaram
CV>4%, os individuos foram excluidos da analise final.

Apds este primeiro ponto, foram realizados novamente os calculos das médias, desvios
padrdes e CVs, com a retirada dos CTs mais discrepantes e individuos com maior variacdo de
CT. Aqueles que mesmo com a retirada dos CTs mais discrepantes ainda permaneceram com
CV>4% foram retirados da analise.

Foram escolhidas as médias dos mMIRNAs endogenos RnU6B e1403p para

normalizacdo(Anauate et al., 2017).

Em seguida foi realizado o calculo do 2T para cada miRNA alvo (ACT = média
padronizada CT miRNA alvo — média padronizada das médias dos miRNAs end6genos RnU6B

e mir1403p) das EDAs antes e depois da ingestdo de agua alcalina.

3.11 Anélise de dados

As varidveis qualitativas clinico—epidemiol6gicas foram descritas por meio de suas
frequéncias absolutas e relativas. A variavel quantitativa “idade” (Shapiro wilk<0,05) foi
descrita por meio de mediana e percentis 25%-75%. Para avaliacdo da correlacdo entre as

variaveis categoricas foi utilizado o teste Exato de Fisher.

Para avaliacio da associacdo entre o 2T da primeira e da segunda EDA:s,
primeiramente foi avaliado distribuicdo das variaveis pelo teste de Shapiro Wilk (p>0,05). Para
todas as avaliagOes os 2"2CT ndo apresentaram distribuicdo normal. Dessa forma, foi realizado
teste de correlagcdo de Wilcocoxcom alfa significativo <5%. As analises foram realizadas por

dois pesquisadores nos softwares Stata 11.0 e BioStat.
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4. RESULTADOS

Entre maio de 2017 e fevereiro de 2018, um total de 50 pacientes foram recrutados apos
a confirmacdo de gastrite por EDA, para trocar o tipo do consumo de uma dgua com pH &cido
(pH < 6) para uma agua com pH alcalino (pH entre 8 e 9). Apds 4 meses de acompanhamento,

28 pacientes realizaram a segunda EDA, apenas estes entrando nas analises.

Os resultados demonstraram uma melhora endoscdépica da gastrite (p=0,024), tabela 4,
uma vez que 12 pacientes (43%) que foram diagnosticados com gastrite moderada na primeira
EDA, apresentaram na segunda EDA (retorno ap6s o consumo da agua alcalina) gastrite leve

(tabela 4). Além de ndo haver nenhum paciente com piora da gastrite.

Tabela 4: Avaliacdo da classificagdo de Sidney entre as endoscopias em pacientes com gastrite
em Belém do Para.

Classificagéo de Sidney 22 EDA (retorno)

Leve Moderada
Classificacéo de Sidney 12 EDA N (%) N (%)
Leve 2 (7%) 0
Moderada 12 (43%) 14 (50%)

Teste Exato de Fisher, p = 0,0024.

A figura 11 ilustra a avaliacdo da associacdo entre os 22T dos microRNAs alvo do

estudo, antes e depois do consumo da agua alcalina por 4 meses (primeira e segunda EDAS).

Sendo as médias obtidas: para 0 miR155c¢ na primeira EDA de 12,11 e na 2 EDA de
24,11(p=0.130), do miR135 na primeira EDA de 7,74 e na 2 EDA de 15,70 (p=0.192), do
miR29c¢ na primeira EDA de 31,14 e na 2 EDA de 64,80 (p=0.217) e do miR7 na primeira EDA
de 3,6 e na 2 EDA de 10,85 (p=0.098).
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Figura 14: Comparacdo entre niveis de expressdo do miR-155; miR135; miR29c e miR7 antes(primeira EDA) e

depois(segunda EDA) do consumo da agua alcalina.

A figura 15 representa a analise com FoldChange, do 22T dos microRNAs alvo do

estudo, antes e depois do consumo da agua alcalina por 4 meses (primeira e segunda EDAS),

para cada microRNA alvo com valor superior a um.
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Figura 15: FoldChange dos micro-RNA alvo do estudo, antes e depois do consumo da agua alcalina por 4 meses.
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5. DISCUSSAO

No presente estudo foi comparada a expressdo de quatro microRNAs antes e ap6s o
consumo de agua alcalina (pH =8 a 9), com objetivo de avaliar os efeitos a longo prazo em
pessoas que consumiam anteriormente agua com pH &cido (<5). Os alvos epigenéticos
escolhidos séo frequentemente desregulados no cancer gastrico e alterados em tecidos com
inflamacdo, como ocorre na gastrite, sendo assim, potenciais biomarcadores para a
carcinogénese da neoplasia gastrica (Xiao et al., 2009; Kong et al., 2012; Vidal et al., 2016;
Zabaglia, 2017).

A partir da andlise dos resultados do presente estudo foi possivel observar uma melhora
da gastrite avaliada pela segunda EDA apds a intervencao, onde 42% dos pacientes que tinham
gastrite moderada na primeira EDA se tornaram leve, na segunda, conforme critérios de Sidney.
Vale ainda ressaltar que os pacientes nédo fizeram tratamento medicamentoso para gastrite no

periodo da intervencéo, tendo somente como mudanca no periodo o consumo da agua alcalina.

A gastrite é caracterizada como uma condicdo pré-neoplasica, pois participa da
carcinogénese gastrica, nas fases iniciais do processo, seguida pela atrofia gastrica, ulceracdes,
metaplasia intestinal, displasia e, por fim, neoplasia maligna (Figura 4) (Cotran et al., 1999;
Yakirevich e Resnick, 2013; Kishino et al., 2016).
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Figura 16: A cascata de Correa da carcinogénese géstrica. O tipo intestinal de cancer gastrico é um processo de
multiplas etapas com mdltiplas alteracdes genéticas e epigenéticas que podem levar anos ou até décadas para se
desenvolver (Yakirevich e Resnick, 2013).

Desta forma, a melhora da gastrite observada no presente estudo pode representar um
fator protetor da inflamacéo da mucosa gastrica. Sendo uma medida simples de modificacdo do
habito de vida, que pode estar atuando positivamente na primeira etapa da cascata de

carcinogenese da neoplasia gastrica.

Os inibidores da bomba de prétons (IBP) estdo entre os medicamentos mais comumente
prescritos no mundo, entretanto, embora sejam geralmente considerados seguros, apresentam
diversos efeitos adversos associados ao uso prolongado de IBP, incluindo fratura éssea,
pneumonia, infarto do miocéardio e até mesmo acidente vascular cerebral (AVC) (Brusselaers
et al.,, 2017; Cheung et al., 2018). Os IBPs estdo associados ao aumento do risco do
desenvolvimento de lesbes pré-malignas (polipos da glandula fundica, piora da atrofia gastrica
e metaplasia) e de cancer géstrico, particularmente em individuos infectados pelo Helicobacter
pylori (HP) e, especialmente, com o uso prolongado (acima de um ano) (Tran-Duy et al., 2016;
Brusselaers et al., 2017; Cheung et al., 2018).
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O mecanismo medicamentoso de supressdo &cida, a longo prazo, pode interferir na
microbiota géstrica e na formacéo de nitrosaminas, causar gastrite atrofica cronica e aumentar
0S niveis seéricos de gastrina, um potente fator de crescimento, que induz a hiperplasia das
células do tipo enterocromafina e que podem contribuir para o desenvolvimento do cancer
gastrico (Tran-Duy et al., 2016; Brusselaers et al., 2017; Cheung et al., 2018; Waldum et al.,
2018). Por razbes de comparacado, 0 uso de antagonistas do receptor de histamina 2 (H2RAS),
que sao usados para indicacdes similares como IBP, também foi avaliado em diversos estudos,
entretanto ndo foi encontrada a mesma relacéo que os IBPs (Tran-Duy et al., 2016; Brusselaers
etal., 2017; Cheung et al., 2018).

Assim como o uso da agua alcalina ndo se compara com o mecanismo de acdo dos IBP,
uma vez que ndo ha inibicdo da secrecdo &cida, havendo apenas a menor exposicdo a

substancias acidas a uma mucosa que encontra-se danificada pela gastrite.

Além disso houve também um aumento, porém ndo significativo, da expressao dos
quatro microRNAs selecionados, quais sejam miR-7, miR-29c e miR155 e miR-135b apos a

intervengao por quatro meses.

O miR-29c é comumente descrito como supressor tumoral por inibir a proliferacao,
invasdo e migracao de células malignas. A diminuicdo da expressdo desse microRNA tém sido
relatada em vérias malignidades humanas, como cancer de pancreas (Lu et al., 2016), cancer
de mama (Li, W. et al., 2018), cancer de prdstata (Li, J. et al., 2018), cancer hepatocelular
(Dong et al., 2016), cancer nasofaringeo (Niu et al., 2016) e também em céancer gastrico
(Matsuo et al., 2013; Vidal et al., 2016).

Foi relatado por Han et al. (2015) que os niveis de expressao de miR-29c apresentaram-
se significativamente diminuidos (p <0,001) em tecidos de cancer gastrico quando comparados
com tecido normal. Além disso, foi demonstrado por meio de ensaios in vitro e in vivo que 0
aumento da expressdo desse miRNA suprimia o crescimento tumoral, através da regulacao

negativa de ITGB1 (integrina 1, também conhecida como CD29).

Como ja descrito anteriormente, os niveis de expressdo de miR-29c¢c foram
gradativamente menores conforme a evolucéo do carcinogénese gastrica, nas diferentes etapas
da agressdo a mucosa, demonstrando uma correlagéo direta entre a perda de expressao do mir-

29c e a tumorigénese desta neoplasia (Vidal et al., 2016).
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Foi reportado que a transfeccdo do precursor do miR-7 nas linhagens celulares de
cancer gastrico AZ521 e Kato Il inibiu significativamente a capacidade de proliferacdo das
células (Kong et al., 2012).

A via da COX-2/PGE2 € conhecida por desempenhar um papel crucial na
tumorigénese gastrica induzida por inflamagéo. Sendo a COX-2 uma das enzima responsavel
pela conversa do acido araquiddnico em prostaglandina (Smith et al., 1996) e relacionada por
mediar respostas inflamatdrias (Wang e Dubois, 2006). Sua expressao € estimulada por fatores
de natureza diversa, incluindo vérias citocinas inflamatérias (IL-1, TNF-o), fatores de
crescimento (EGF, TGF-p, PDGF), horménios (LH, FSH) e carcinogéneos (Smith et al., 1996).
Diversas neoplasias revelam niveis elevados de COX-2 e prostaglandinas, assim sugerido que
a COX-2 desempenha um papel em alguns processos de transformacédo maligna (Dubois et al.,
1998).

Cao et al. (2015) estudaram a via da COX-2 no CG induzido em camundongos e
observaram que 0 miR-7 regulou negativamente a transcricdo do gene de COX-2, sugerindo

seu papel na resposta inflamatoria persistente que gera o desenvolvimento do CG.

Em uma revisdo feita sobre o papel do miR-7 no sistema digestivo, pdde-se observar
seu papel no trato gastrointestinal em varios érgdos, apresentado diversos alvos de acordo com
sitio tumoral primario. No CG, ele suprime duas vias relacionadas com invasdo e metastases, a
via IGFR1R e EGFR. Enquanto na neoplasia de c6lon pode atuar em varios genes e vias
oncogénicas assim atuando em muitos processos celulares como, diferenciacdo, proliferacédo e
apoptose. Baixos niveis de miR-7 nesta neoplasia, sdo correlacionados com pior prognostico.
(Chen et al., 2016).

O miR-155 ¢ descrito como oncomiR em diversos tumores, porém a expressao dos
microRNAs é tecido-especifica e varia no mesmo tecido de acordo com a diferenciacéo e a
proliferacdo celular (Bartel, 2004).

Trata-se de um microRNA que possui um papel importante na regulacéo do sistema
imune (O'connell et al., 2007; Lu et al., 2011). Sendo as células imunes um componente
fundamental do microambiente tumoral, ele pode também desenvolver um papel de supressor
tumoral em tumores sélidos (Huffaker et al., 2012; Dudda et al., 2013; Zonari et al., 2013).

A diminuicéo da expressdo do miR-155 contribuiu para aceleragéo no crescimento

tumoral in vivo e in vitro, por aumentar o recrutamento de MDSCs (céelulas supressoras



43

derivadas da linhagem mieldide) para o microambiente tumoral(Wang et al., 2015). E
conhecido que a progressdo neoplasica é sustentada pelo microambiente inflamatério crénico e
é caracterizado pela secrecdo continua de fatores inflamatorios e infiltragdo de uma variedade

células, dentre elas 0 MDSCs representa um importamte agente(Umansky e Sevko, 2013).

Xie et al. (2014) relataram uma diminuicéo da expressdo do miR-155 em linhagens
celulares e em tecidos de cancer gastrico e observaram uma correlacdo com pior estadiamento
patolégico (Bormannn) no grupo de menor expressao do miR-155, sugerindo seu papel

supressor tumoral nesta neoplasia.

Similarmente, Liu et al. (2018) sugerem que 0 miR-155 previne a progressdo do
cancer e metastase atuando na via do CTHRCL (collagen triple helix repeat containing 1) no
cancer de colon. No melanoma, Levati et al. (2011) demonstraram sua capacidade de inibir
proliferacdo em linhagens celulares de melanoma, regulando negativamente a via de um

conhecido oncogene do melanoma, o SKI.

O miR135b descrito na literatura como oncomiR na maioria dos tecidos tumorais como
no cancer de colon(Valeri et al., 2014), cancer de pulmao(Li et al., 2014), cancer oral (Lopes
et al., 2018) e cancer de mama(Arigoni et al., 2013). Porém poucos estudos avaliam seu papel
no tecido gastrico, Vidal et al. (2016), observaram que expressao do miR135b estava aumentada

em lesGes gastricas quando comparadas com mucosa gastrica normal.

No entanto também foi descrito como supressor tumoral no osteossarcoma, no qual foi
identificado o gene MYC como seu alvo direto e este relacionado com a progresséao de diversos
tumores(Liu et al., 2014). Assim como, no cancer de prostata, Wang et al. (2016), observaram
diminuicdo da expressdo do miR135b em tecidos com céancer de préstata quando comparados
com tecidos normal, agindo como supressor tumoral, por inativar a via STAT6, conhecida como

oncogénica em diversos tumores.

No presente estudo foi identificado um aumento, porém ndo significativo da expressao
de mi7, miR-29c e mir-155 que possuem um papel de supressor tumoral em diversos tumores
incluindo no CG (Chen et al., 2016), sugerindo um possivel efeito favoravel do consumo da

agua nao acida (alcalina).

Similarmente, houve um aumento do miR135b descrito como oncomiR na maioria dos

tumores, poréem também descrito como tsmiR no osteosarcoma e neoplasia de préstata, ndo
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podendo definir que tal aumento seja prejudicial a satide do paciente, uma vez que seu papel na

carcinogénese € controverso e existem poucos dados do seu papel no tecido gastrico.

Para as avaliaces de expressdo, embora tenhamos detectado diferencas entre as EDA,
a falta da significancia estatistica observada pode ser justificada pelo pequeno nimero de

participantes que finalizaram a pesquisa.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo avaliou uma intervencdo do habito de vida em pacientes com a
alteracdo mais precoce desta cascata, a gastrite, e pdde-se observar que a alteracdo do pH da
agua ingerida por 4 meses foi capaz de melhorar a gastrite clinicamente, e parece ter uma
tendéncia ao aumento de expressdo de microRNAs considerados benéficos no processo de

carcinogénese em cancer gastrico.

Desta forma, o atual estudo, serve como gerador de hipdteses e como questionamento
sobre qual serd o pH ideal das bebidas consumidas com regularidade como a agua, podendo

servir como base para estudos maiores e randomizados.
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