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RESUMO

Introducdo: Dispepsia funcional € uma doenca de alta prevaléncia e grande impacto econémico e
social. Sua etiologia ainda é pouco conhecida, e a literatura tem sugerido a associa¢do do aumento
do namero de eosinofilos em mucosa duodenal com os sintomas dispépticos. No entanto, o tema
ainda é controverso. Objetivo: Avaliar se existe associacdo entre contagem de eosinofilos
duodenais e sintomas dispépticos. Métodos: Foram incluidos pacientes dispépticos funcionais
pelos critérios de Roma 11 (casos) e individuos assintomaticos do trato gastrointestinal (controles).
Os dois grupos foram pareados por idade, sexo e infeccdo por Helicobacter pylori (H. pylori).
Eosindfilos da segunda porcdo duodenal foram quantificados em 5 campos de maior aumento
(CMA), selecionados randomicamente em fragmentos de bidpsias endoscépicas, e o valor
comparado entre 0s grupos. Resultados: Foram incluidos 42 dispépticos funcionais e 21 controles
(idade média 39,6 e 38,7 anos respectivamente); 71,4% mulheres e 61,9% H. pylori positivos em
cada grupo. Casos e controles apresentaram semelhante contagem de eosin6filos/fCMA na bidpsia
duodenal, mediana 11,9 e 12,6 respectivamente (P=0,194). No grupo de casos a contagem de
eosinofilos foi maior entre os portadores de H. pylori do que nos individuos ndo infectados
(mediana 13,6 versus 6,1 P<0,001); no entanto foi semelhante no grupo de controles (mediana 12,6
versus 15,7 P=0,8). Conclusdes: N&do foi demonstrada diferenca de contagem de eosindfilos
duodenais entre dispépticos funcionais e controles. Entretanto, parece haver interacdo com

infiltrado eosinofilico e sintomas no subgrupo de casos infectados pelo H. pylori.

Palavras-chave: dispepsia; biopsia; duodeno; eosindfilo.



ABSTRACT

Introduction: Functional dyspepsia is a highly prevalent disease with major economic and social
impact. Its etiology is still poorly understood, and it has been suggested the association of increased
numbers of eosinophils in duodenal mucosa with dyspeptic symptoms. However, this issue is still
controversial. Objective: To determine if there is association between duodenal eosinophilia and
dyspeptic symptoms. Methods: Functional dyspeptic patients according to the Rome |11 criteria
(cases) and individuals without gastrointestinal symptoms (controls) were included. Groups were
matched by age, sex and infection with Helicobacter pylori (H. pylori). Eosinophils in the second
duodenal portion were counted in five high-power fields (HPF), randomly selected in endoscopic
biopsies and the value was compared between groups. Results: 42 functional dyspeptic patients
and 21 controls (mean age 39.6 and 38.7 years old, respectively) were included; 71.4% were
women and 61.9% were positive for H. pylori in each group. Cases and controls had similar
eosinophil counts/HPF in the duodenal biopsy: median 11.9 and 12.6 respectively (P = 0.194). In
the case group the eosinophil count was higher in H. pylori carriers than in noncarriers (median
13,6 versus 6,1 P<0,001); however this count was similar in the control group (median 12,6 versus
15,7 P=0,8). Conclusions: No difference was found in duodenal eosinophil count between
functional dyspeptic patients and controls. However, there seems to be an interaction between
eosinophilic infiltrate and symptoms in the subgroup of H. pylori-infected cases.

Keywords: dyspepsia; biopsy; duodenum; eosinophil.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Prevaléncia mundial de sintomas diSPEPLICOS .......ccvevveieeiierieiiiese e 14

Figura 2 - Recrutamento de eosinofilos, fatores envolvidos e consequéncias fisiopatoldgicas



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Eosinofilia duodenal e dispepsia funcional, estudos prévios



B7.1
B7.2
Bel-xo
CD
CEP

DF
DP

ECP
ED
EDN
EPD
GE
GPPG

H&E

H2
HCPA
IBP

IC

IL

M2
MPB
NNT
PADYQ

SIDE

SIDEPP

LISTA DE ABREVIATURAS

molécula de ligacdo (Binding)

molécula de ligagédo (Binding)

proteina transmembrana (B-Cell Lymphoma-eXtra Large protein)
Grupo de Diferenciacdo (Cluster of Differentiation)

Comité de Etica em Pesquisa

Dispepsia Funcional

Desvio Padrao

Proteina Catidnica Eosinofilica (Eosinophilic Cationic Protein)
Eosinofilia Duodenal

Neurotoxina Derivada de Eosinofilo (Eosinophil Derived Neurotoxin)
Peroxidase Eosinofilica (Eosinophilic PeroxiDase)

Gastroenterite Eosinofilica

Grupo de Pesquisa e P6s-Graduacao
Hematoxilina e Eosina

Receptor Histaminico tipo 2

Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Inibidor de Bomba de Protons

Intervalo de Confianca

Interleucina

Receptor Muscarinico tipo2

Proteina Bésica Principal (Major Basic Protein)
NUmero Necessario Tratar

Porto Alegre Dyspeptic Symptoms Questionnaire
Sindrome da Dor Epigéstrica

Sindrome do DEsconforto P6s-Prandial



TCLE Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Th T-helper (linfécito)



10

SUMARIO
LT INTRODUGAO ...ooviiieiiee st 11
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ......ooieeeeeeee et tesae st sses s 12
2.1 Dispepsia funcional @ defiNiGAO ..........cccveiiiiiiie e s 12
P =t o] [0 (<] 4 o1 To] (oo - USSR R PRSPPSO 14
2.3 Etiologia da dispepsia fuNCIONal ...........coooiiiiii s 15
2.4 Diagnostico e avaliagao iNICIAL ..........ccoocviiiiiicie e 16
RS I =L U 1 0 (o SRS 17
2.6 Infiltracdo eosinofilica em mucosa duodenal ..............cccooveiieiiiic i 18
2.6. 1 FISIOIOGIA ...ttt bbb bbbt eneas 18
2.6.2 Relacdo entre eosindfilos duodenais e sintomas diSPEPLiCOS ........cccevvrerereeenenieieniennnn. 20
2.6.3 Etiologia da eosinofilia duodenal ..............cccoooeiiiiiiiiiecce e 20
2.6.4 Diagnostico de eosinofilia duodenal ............ccccoe i 22
2.6.5 Eosinofilia duodenal e associagéo com dispepsia funcional .............cccccviviiiiiniennnn, 23
SIUSTIFICATIVA ettt et et e be e aeeteene e e et e neesreareeneenes 26
4 QUESTAO DE PESQUISA........coiieeeeeeee e et eeies e stssas s s s st sass s sanen s 27
B HIPOTESE ..ottt 28
(CRLO = | i I AV 1 TSSO 29
6.1 OBIETIVOS GERALS ...ttt sttt na e n s 29
6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .....oooiveeeetieee et ees sttt 29
REFERENCIAS DA REVISAO BIBLIOGRAFICA .......ccooooiiiiiiiieisiseee s 30
ARTIGO EM INGLES ....coooviiiiiciceseses e 34
ARTIGO EM PORTUGUES ..ottt n s 44
CONCLUSOES E PERSPECTIVAS ..ottt ees s eses s snasnensons 54
ANEXO A e ettt a R ettt e st e teareereene e e ennens 55

ANEXO B o 60



11

1 INTRODUCAO

A dispepsia funcional é uma doenca de elevada prevaléncia, com consequente impacto
social e econdmico. Nos ultimos anos diversos estudos tém objetivado encontrar a etiologia dos

sintomas dispépticos, ainda indefinida.

Recentemente gerou-se grande expectativa quando alguns autores evidenciaram maior
namero de eosindfilos em mucosa duodenal de dispépticos funcionais do que de controles
assintomaticos, suspeitando-se de uma ligacdo entre o infiltrado eosinofilico duodenal e a

fisiopatogénese de sintomas.

No entanto, seguiram-se estudos que contestaram a associacdo de eosinofilia em duodeno
e dispepsia funcional. Contudo, sdo estudos em pequeno nimero de pacientes, e realizados em
paises de baixa prevaléncia de infeccdo pelo Helicobacter pylori. Desta forma, realizamos o
presente estudo em amostras de bidpsia coletadas durante o estudo Heroes, que inclui pacientes

selecionados pelos critérios de Roma 111 para dispepsia funcional.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Dispepsia funcional e defini¢ao

Dispepsia ¢ um termo derivado do idioma grego e significa “digestdao dificil” (dys =
“dificil”; peptein = “digestdao”). Atualmente esse termo ¢ utilizado para definir sintomas digestivos
do abddmen superior, ndo obrigatoriamente restritos ao periodo pos-prandial. O desconforto pode
ser referido como plenitude epigastrica, distensdo, saciedade pds-prandial precoce, nauseas,

vOmitos, dentre outros.

No consenso de Roma |11 para desordens funcionais gastrointestinais, define-se dispepsia
funcional (DF) como a presenca de sintomas que se presumem originados da regido gastroduodenal
na auséncia de doenca organica, sisttmica ou metabdlica que justifique (1). Em contrapartida, a

dispepsia ¢ denominada organica quando se identifica patologia basal que a justifique.

Segue a classificacdo das desordens funcionais conforme o consenso, com a

subcategorizacao da DF (B1).
- A: Desordens funcionais esofagicas
- B: Desordens funcionais gastroduodenais
B1. Dispepsia funcional
Bla. Sindrome do desconforto p6s-prandial — SIDEPP em portugués
B1b. Sindrome da dor epigastrica — SIDE em portugués
B2. Distarbios da eructacéo
B3. Disturbios da nausea e do vomito
B4. Sindrome da ruminacéo em adultos;

- C: desordens funcionais intestinais
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- D: sindrome da dor abdominal funcional
- E: desordens funcionais da vesicula biliar e esfincter de Oddi
- F: desordens funcionais anorretais.

Para o paciente ser considerado dispéptico funcional, é necessario preencher critérios
especificados, devendo apresentar um ou mais dos sintomas: plenitude pos-prandial, saciedade
precoce ou queimacdo epigastrica; alem disso, ndo pode haver evidéncia de doenca estrutural,
incluindo endoscopia digestiva alta. Os sintomas devem estar presentes nos ultimos trés meses com

inicio de sintomas no minimo seis meses antes do diagnostico.
Bla. Sindrome do desconforto pés-prandial (SIDEPP)
Os critérios diagnosticos devem incluir um ou ambos dos itens a seguir:

e Sensacdo incomoda de plenitude pds-prandial que ocorre apos refeicdes habituais, pelo
menos VAarias vezes na semana;

e Saciedade precoce que impede finalizar uma refeicdo comum, pelo menos varias vezes na

semana.
Critérios de apoio

¢ Plenitude/estufamento abdominal superior ou nausea pds-prandial ou eructacdo excessiva
podem estar presentes;

e Sindrome da dor epigastrica pode coexistir.
B1b. Sindrome da dor epigéstrica (SIDE)

Os critérios diagnosticos devem incluir todos os itens a seguir:

e Dor ou queimacao localizada no epigastro com intensidade moderada, pelo menos uma vez
por semana;

e A dor é intermitente;

e Na&o é generalizada ou localizada para outras regides do abdémen ou do térax;

e Nao é aliviada com a evacuacédo ou por flatuléncia;

e Na&o preenche os critérios para os disturbios da vesicula e do esfincter de Oddi.
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Critérios de apoio

e A dor pode ser em queimacgdo, mas sem um componente retroesternal;

e A dor é comumente induzida ou aliviada pelas refei¢cGes, mas pode ocorrer também durante
0 jejum;

e Assindrome do desconforto pés-prandial pode coexistir.

2.2 Epidemiologia

A prevaléncia populacional de sintomas dispépticos ndo investigados varia muito devido a
diferentes critérios utilizados nos estudos epidemioldgicos, na maioria dos paises se situa entre 7%
e 34.2%, podendo chegar a 50% (2). Em estudo brasileiro de base populacional, a taxa foi ainda
mais elevada: 40,9% (3). A maioria dos trabalhos de base populacional realiza levantamento apenas
da taxa de dispepsia ndo investigada, porém hoje sabemos que se aproxima da taxa real de
funcionais, pois estes representam a maioria dos individuos com sintomas gastrointestinais altos.
No estudo HEROES (4) 23,7% individuos apresentavam diagnostico endoscopico que justificasse

0s sintomas, sendo esta propor¢éo de 35,5% no estudo de Shaib nos Estados Unidos (5).

Figura 1. Prevaléncia mundial de sintomas dispépticos

Fonte: Moayyedi, 2012.
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Percebe-se a alta prevaléncia deste disturbio. Assim, podemos concluir o elevado impacto
social desta doenca. Meta-andlise recente evidenciou haver queda significativa na avaliacéo global
pelo “Health Related Quality of Life” dos dispépticos em relacéo aos controles (6). Ha evidéncia
de que a DF acarreta queda na produtividade laboral, com influéncia negativa no trabalho em

intensidade semelhante a dispepsia orgéanica (7).

2.3 Etiologia da dispepsia funcional

A etiologia da dispepsia funcional ainda é mal compreendida, existem diversos possiveis

fatores causais ja estudados, originando diversas hipoteses.

Pacientes dispépticos, especialmente portadores de DF tipo Bla, apresentam maior
prevaléncia de alteracbes da motilidade géstrica, principalmente reduzida capacidade de
“acomodagdo” ao volume alimentar e hipomotilidade antral, com consequente lentificacdo no
esvaziamento de seu conteddo (8). Aproximadamente 40% dos dispépticos tém evidéncia de
esvaziamento gastrico reduzido (9). Tém sido também observados distdrbios de motilidade
duodenal em dispépticos, com alteracbes manométricas como contracdes peristalticas nao

propagadas, na maioria dos individuos (10).

A hipersensibilidade a distensdo gastrica também ja foi evidenciada em dispépticos. O
estudo classico que originou esta teoria foi realizado posicionando-se um baldo de latex inflado no
estdmago proximal, em dispépticos e controles, sendo que 0s primeiros toleraram em média menor

volume (11).

Observou-se também que dispépticos apresentam menor clearance acido duodenal, e
possivelmente hipersensibilidade acida. Entretanto, solugéo acida instilada no bulbo duodenal foi

relacionada apenas com sintoma nausea, mas ndo com dor ou plenitude (12).

Tem-se discutido também o papel da infeccdo gastrica cronica pela bactéria Helicobacter
pylori. O estudo Heroes foi um ensaio clinico randomizado desenvolvido e realizado no Hospital

de Clinicas de Porto Alegre com objetivo de verificar se haveria melhora de sintomas com uso de
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antibiodticos contra a infecgdo. Evidenciou-se reducdo significativa de sintomas dispépticos em
49% dos pacientes que erradicaram 0 micro-organismo contra 36.5% dos controles (4). O

mecanismo pelo qual o H. pylori pode contribuir para gerar sintomas ainda é controverso (13).

Enantema identificado endoscopicamente, tanto gastrite segundo a classificacédo
endoscopica de Sydney (14), ou duodenite conforme Konorev (15) ndo se correlaciona com
sintomas ou anormalidades histolédgicas (16). Por tal razdo, gastrites e duodenites endoscopicas ou

histoldgicas ndo tém nenhuma relevancia no diagnostico e manejo da dispepsia.

O uso de anti-inflamatérios ndo esteroidais e um episédio de gastroenterite podem
desencadear os sintomas, mas respondem por uma minoria dos casos, ja revelados na anamnese
(17, 18). Também ja € bem conhecida a relacdo de questbes psicossociais e dispepsia (19). Em
relacdo aos pacientes com dispepsia organica, os funcionais apresentam maior escore de ansiedade

e depresséo (20).

2.4 Diagnostico e avaliacédo inicial

O diagndstico de dispepsia funcional é realizado quando ha histéria clinica compativel, na
auséncia de causas organicas. A etiologia organica pode ser metabolica, como diabete ou
insuficiéncia renal, ou estrutural, como Ulceras, obstrucdes e neoplasias. Existem sinais de alarme,
que sdo aqueles que levam a alta suspeita de etiologia organica. Incluem perda de peso nao

explicada, vémitos persistentes, disfagia, sangramento documentado ou obscuro (anemia).

Né&o ha qualquer marcador de dispepsia funcional, em exames laboratoriais, de imagem ou
endoscopia. Nem todo paciente com sintomas dispépticos necessita de investigacdo. O consenso

Roma I11 sugere:
- Certificar-se de que os sintomas séo provenientes do trato gastrointestinal superior.

- Excluir os sinais de alarme, casos em que devem ser realizados exames de laboratério, imagem e

endoscopia.
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- Excluir uso de anti-inflamatério ndo esteroidal.
- Tratamento preferencial da doenca de refluxo quando sintomas coexistem.
- Teste ndo invasivo para H. pylori, erradicacdo em portadores.

- Endoscopia inicial é recomendada para individuos com mais de 45 anos. Em nosso meio tem sido
também inicialmente recomendada em jovens, pela dificuldade de acesso a testes ndo invasivos

para pesquisa de H. pylori.

2.5 Tratamento

Inicialmente recomenda-se tranquilizar o paciente da benignidade de seus sintomas. Por

vezes ndo é tarefa simples, em especial por pouco sabermos sobre a etiologia do problema.

Medidas dietéticas e comportamentais como interromper tabagismo, anti-inflamatorios,
consumo de café e alcool ndo tém evidéncia bem documentada (21). Recomenda-se como medida
inicial erradicar a infeccdo por Helicobacter pylori nos pacientes portadores, sendo o esquema
triplice de amoxicilina, claritromicina e inibidor de bomba de prétons o mais recomendado no
Brasil. No entanto, muitos ainda se mantém sintomaticos apés a erradicacdo (22). Para estes
pacientes e para 0s nao portadores indica-se a supressdo acida (com inibidor de bomba de prétons)
como tratamento de primeira linha, em especial no subgrupo Bla (23). No entanto, € possivel que
muitos destes pacientes provavelmente respondam por terem componente de doenca do refluxo

gastroesofagico ndo documentada previamente.

Agentes pro-cinéticos (exemplo domperidona, bromoprida) tém sido recomendados, em
easpecial no subgrupo de dispepsia B1b. Ainda sdo necessarios mais estudos para avaliar melhor
sua eficacia (24). Antidepressivos principalmente os triciclicos podem trazer beneficio, em
pequena parcela de individuos, mas os especialistas em dispepsia tém questionado a evidéncia do
uso(25).
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Apesar de pesquisa extensiva, percebe-se que existem varios farmacos disponiveis, porém
com baixa eficacia. N&o existe um fator etiolégico comum que explique o surgimento de sintomas
para todos pacientes dispépticos, e mesmo ao conduzir-se um tratamento direcionado para 0s
fatores, os estudos trazem valores de NNT elevados, muitos individuos mantém-se sintomaticos,
evidenciando uma lacuna no atual conhecimento da area. Estima-se que cerca de 24% dos
dispépticos ndo apresentam melhora dos sintomas em um ano de acompanhamento, e até 22%

pioram dos sintomas (26).

Além de terapéuticas atuais pouco eficazes, a auséncia de uma causa para seus sintomas é
extremamente ansiogénica para 0s pacientes, talvez explicando porque transtornos psiquiatricos
sdo mais frequentes nesta populacéo.

Recentemente, no entanto, estudos tém trazido um novo conceito a fisiopatogenia da
dispepsia funcional. H& evidéncias de que seu possa estar relacionada ao aumento expressivo do
numero habitual de eosino6filos no duodeno, teoria que se for confirmada pode significativamente

impactar no diagnostico e manejo desses pacientes.

2.6 Infiltragdo eosinofilica em mucosa duodenal

2.6.1 Fisiologia

Os leucdcitos podem ser de duas classes granulécitos e agranulécitos, recebendo esta
denominacdo devido a presenca de granulos citoplasmaticos no primeiro grupo. Os agranuldcitos
sdo os linfécitos e mondcitos, e os granuldcitos eosinéfilos, neutréfilos e basofilos.

Os leucdcitos sdo produzidos na medula 6ssea a partir de células pluripotenciais. Durante
processos inflamatorios ocorre liberacdo de fator de crescimento de col6nia (produzido pelos
linfécitos T, fagdcitos mononucleares, células endoteliais vasculares e fibroblastos) e interleucinas
3 e 5 (produzidas pelos linfocitos), os quais sdo 0s principais responsaveis por estimular a génese
e liberacéo eosinofilica (27).

Os eosindfilos representam 1-3% dos leucocitos, apresentam ciclo vital de 13 dias. A
metade deste periodo permanecem nos tecidos, em especial timo, glandulas mamarias e lamina
prépria do trato gastrointestinal, exceto o es6fago (28). Deslocam-se a estes locais em processos

inflamatdrios, mas ja estdo alojados nos tecidos em pequeno numero desde o periodo pré-natal,
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independente de estimulo antigénico (29). Apos este periodo uma citocina presente nas células
epiteliais intestinais, denominada eotaxina é o principal regulador da carga eosinofilica local(30).

Apdbs a exposicdo do intestino a algum alérgeno ou parasita, 0 antigeno € fagocitado,
processado e exposto pelas células apresentadoras de antigeno aos linfocitos Th2 Tais celulas
produzem IL-5, que estimula a diferenciacdo e em especial a liberacdo de eosinofilos pela medula
Ossea. Estes polimorfonucleares sdo atraidos ao foco pelas eotaxinas, principalmente do tipo 1 e 3
(31). Na auséncia de eotaxina ou de seu receptor, CCr3 nos eosinofilos, 0s mesmos ndo migram
para o trato gastrointestinal (32).

Ao alojarem-se no tubo digestivo os eosindfilos geram aumento da permeabilidade
intercelular intestinal por reducdo da expressdo de uma proteina - ocludina, com aumento do
influxo antigénico, perpetuando o processo descrito (33).

Os eosindfilos apresentam funcdo imunomoduladora, participam da ligacdo entre
imunidade inata e adquirida, sendo importantes na resposta inflamatéria da reacdo de
hipersensibilidade do tipo 2 (34). Ligam-se aos imunocomplexos e auxiliam no controle de
infeccdes e alergias ao liberarem granulos compostos por:

e proteina bésica principal (MBP) - principal componente dos granulos eosinofilicos;
aumenta a contratilidade da musculatura lisa por causar disfuncdo dos receptores
muscarinicos M2 (35). Apresenta funcdo de gerar poros nas células dos parasitas e
consequente morte celular. Além disso induz a degranulacdo dos basofilos e mastocitos
(36).

e proteina catidnica eosinofilica (ECP) — ribonuclease que possui acdo antiviral (37);

e neurotoxina derivada do eosinéfilo (EDN) — também possui acdo antiviral. Além disso,
ocasiona poros nas células alvo, o que provavelmente tem funcdo de possibilitar entrada de
moléculas citotdxicas (38);

e peroxidase eosinofilica (EOP) — gera uma cascata de formacao de radicais livres, 0s quais
levam a apoptose celular (39).

Os eosinodfilos expressam moléculas de histocompatibilidade do tipo 2 e outras moléculas
co-estimulatorias (CD40, CD28, B7.1 e B7.2). Secretam uma série de citocinas que levam a
estimulacao de proliferacéo e ativacao de linfécitos, aumentando a cascata inflamatoria. Estimulam
a fibrose e remodelamento tecidual. Além disso, geram grande quantidade de leucotrienos que

aumentam a permeabilidade vascular e que também estimulam a contracdo muscular lisa (40).
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2.6.2 Relacao entre eosindfilos duodenais e sintomas dispépticos

Os eosinofilos apresentam atuacao na motilidade e sensibilidade do aparelho digestivo. O
MPB gera disfuncdo em receptores muscarinicos do tipo M2, levando a hiper-reatividade da
musculatura lisa. Também estimula a sintese de leucotrienos (via do &cido araquiddnico), os quais
geram contracdo muscular visceral, vasoconstri¢do, edema e recrutamento de mais eosindfilos (41).
Tais celulas também foram relacionadas a necrose axonal, que gera distdrbio motor (42). A
contracdo de musculatura lisa, isoladamente gera colica por dor visceral. No caso de contracdes
lentificadas ou desordenadas temos a dismotilidade, que conforme descrito anteriormente €
relacionada aos sintomas dispépticos.

Um dado que reforca o papel destas células no desencadeamento de sintomas da DF foi um
ensaio clinico randomizado em que foi testado em criancas o uso de inibidores de leucotrieno,
Montelukast, que interrompe a cascata inflamatoria. Observou-se resposta clinica satisfatoria em
dispépticos funcionais com eosinofilia duodenal: 62,1% no grupo intervencao e 32,4% no grupo
controle, p<0,02 (43).

2.6.3 Etiologia da eosinofilia duodenal

A eosinofilia duodenal (ED) ocorre em trés situages:

- Priméaria. Como alteracdo constitucional do individuo por fatores genéticos. Pacientes que
apresentam translocacdo em genes inibidores da apoptose de eosinofilos, especialmente que
codificam a proteina Bcl-x., tém uma maior duracdo da célula nos tecidos (44). Foram observados
entre portadores de esofagite eosinofilica polimorfismos no gene humano que codifica a eotaxina-
3, com aumento da expressdao da mesma (31), atraindo intensamente eosinofilos ao epitélio
intestinal.

- Secundaria. Como consequéncia de algum desequilibrio na cascata de recrutamento descrita
anteriormente. Sabemos que o achado é mais comum em pacientes com histéria de gastroenterite
recente (45) e com historia alérgica (asma, atopia, eczema/urticaria ou alergia alimentar), porém
controverso (46, 47). Também é mais comumente observada em pacientes com sindromes hiper-

eosinofilicas, enteropatia perdedora de proteinas, doenca inflamatdria intestinal, doenca celiaca,
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infeccBes (H. pylori, tuberculose, parasitas), linfangiectasia duodenal, linfoma e carcinoma,
esclerodermia, vasculites (poliarterite nodosa e Churg-Strauss), doenca enxerto-hospedeiro,
mastocitose sistémica, drogas (em especial anti-inflamatorios, sais de ouro, azatioprina,
genfibrozila, enalapril, carbamazepina, clofazimina e cotrimoxazol). Quando é identificada
eosinofilia duodenal, tais fatores devem ser pesquisados e manejados conjuntamente (48).

- Duodenite eosinofilica. Trata-se de uma doenca crénica imuno-mediada, em que a ingestéo de
um antigeno alergénico provoca uma intensa reacdo de recrutamento de linfécitos T helper tipo 2
e eosindfilos. E parte dos distdrbios eosinofilicos do trato gastrointestinal: esofagite, gastrite,
gastroenterite (estbmago e duodeno), enterite (duodenite, jejunite e ileite) e colite eosinofilica.
Comumente observa-se eosinofilia gastrica além da duodenal (gastroenterite) (40). E
extremamente rara, acomete 22 individuos a cada 100000 habitantes (49).

Na duodenite eosinofilica temos sintomas especialmente quando ha envolvimento gastrico,
cuja manifestacdo varia conforme a porcdo da parede que é envolvida:

- mucosa: dor abdominal, vomitos, diarreia, anemia, perda de peso;

- muscular: sintomas obstrutivos;

- serosa: ascite e marcada eosinofilia periférica (50).

E uma entidade com critérios diagndsticos histologicos especificos, apresentados mais
adiante, e que excluem a possibilidade de dispepsia funcional como causa da sintomatologia. Como
tratamento recomenda-se avaliar a possibilidade de dieta restritiva, eliminando-se leite, trigo, ovo,
soja, castanhas e frutos do mar (40). Os pacientes respondem a corticoterapia, em especial quando
apresentam eosinofilia periférica (51).

Analisando-se apenas pacientes em que ndo sdo observadas as situacdes de eosinofilia
secundéria, ainda o achado é mais prevalente em dispépticos funcionais do que em controles (45).
Percebe-se que a célula isoladamente relaciona-se aos sintomas, e ndo os fatores relacionados a sua
superpopulagéo duodenal.

Independente da etiologia de migracédo eosinofilica para o duodeno, primaria ou secundaria,
o0 resultado como vimos parece ser o desencadeamento de sintomas dispépticos. Esta provavel

associacao é relevante para hipdtese etiologica e possiveis implicacfes terapéuticas.
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Figura 2. Recrutamento de eosinofilos, fatores envolvidos e consequéncias fisiopatoldgicas
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Fonte: propria autoria conforme revisao bibliogréafica

2.6.4 Diagnostico de eosinofilia duodenal

Considera-se eosinofilia duodenal quando o infiltrado celular encontra-se acima do
esperado para uma populacdo, pois ndo existe um ponto de corte considerado normal para
quantificacdo. A dispepsia funcional tem sido relacionada a um aumento sutil do ndmero de
eosinofilos nos pacientes em relagdo aos controles, e alguns autores sugerem que acima de 22 seja
mais frequente o surgimento de sintomas (52).

Os eosinofilos apresentam didametro de 12-15 pum, discretamente maiores que os neutrofilos.
O ndcleo é bilobado com uma ponte cromatinica, embora possa apresentar trés ou mais lobos. Sdo
melhor visualizados na coloracdo Hematoxilina-eosina (H&E), e em microscopia Optica
visualizam-se seus granulos, altamente refrateis. S&o acidofilos, com alta afinidade pela eosina, o
que lhe trouxe a denominacdo utilizada. Com isto os visualizamos na cor rosea, e seus granulos,

por serem intensamente acidofilos, em rosa pink ou até préximo da cor parpura (53).
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Patologista Dra Juliana Araujo Castanho

Existe uma padronizacéo ja bem definida na literatura para contagem de eosinéfilos em
mucosa gastrointestinal. Em cada espécime de bidpsia, selecionam-se randomicamente 5 campos
de maior aumento (40X). Realiza-se a contagem de células dentro da mucosa em cada um destes
campos, ap6s somam-se 0s valores e dividem-se por 5 (54).

A infiltracdo macica de eosindfilos em mucosa duodenal ocorre na gastroenterite
eosinofilica, cujas caracteristicas sdo (55):

- mais de 52 eosinofilos por campo;

- presenca de criptite e abscessos cripticos eosinofilicos;

- alteracOes epiteliais como mucina diminuida, aumento da razdo nucleo/citoplasma, aumento da
atividade mitotica;

- mais de 4 eosindfilos por campo intraepitélio e mais de 6 em criptas, além da infiltracdo em
lamina prépria nas areas mais superficiais que o usual;

- infiltrado eosinofilico em muscular da mucosa;

- células de inflamacdo aguda ausentes.

2.6.5 Eosinofilia duodenal e associa¢éo com dispepsia funcional

Esta possivel associacdo foi documentada inicialmente por Toukan (56), que analisou
endoscopias e bidpsias gastroduodenais em dispépticos e controles. Foi encontrada maior média
de contagem de eosindfilos em duodeno no primeiro grupo, mesmo com aparéncia endoscépica

semelhante. Posteriormente Talley (47) realizou um estudo com 51 pacientes dispepticos e 48
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controles, que foram submetidos a endoscopia digestiva alta com bidpsias esofagicas, gastricas e
duodenais. Selecionou, randomicamente em cada amostra de bidpsia da segunda por¢ao duodenal,
5 campos de maior aumento (40X), com contagem do numero de eosindfilos intramucosos
visualizados em cada campo. Observou uma média de 33,1 (DP 16,9) eosinofilos por campo em
anatomopatologico de mucosa duodenal dentre os dispepticos. Ja entre os controles a média foi de
18,6 (DP 10,5), P<0,001. Ajustando-se para idade, sexo e presenca de H. pylori, ainda se obteve
um odds de 7,3 (IC 95% 2,9-18,1) para dispepsia em pacientes com eosinofilia duodenal. N&o
houve diferenca em bidpsias gastricas.

Posteriormente este autor participou do trabalho de Walker (46). Foram avaliados,
retrospectivamente, pacientes dispépticos funcionais e individuos assintométicos de Londres em
relacdo a achados histoldgicos duodenais. Também foi realizada média da contagem de eosinofilos
intramucosos a cada 5 campos de maior aumento. Baseando-se nos resultados do trabalho anterior,
utilizou-se como ponto de corte 22 eosindfilos por campo como o limite superior da normalidade.
Dentre individuos portadores de dispepsia tipo Postprandial distress syndrome (Bla) pelo Roma
I, 47,4% apresentavam eosinofilia duodenal, porém apenas 22,5% dos controles exibiam tal
achado (P=0,04). No entanto, no subgrupo de pacientes com dispepsia do tipo Epigastric pain
(B1b) ndo houve esta associacdo. Os autores ndo relataram a andlise de ambos 0s grupos de
dispépticos juntos em comparacdo com controles. O uso de anti-inflamatorios ou inibidor de bomba
de protons ndo se relacionou com ED. Estudo de Bafutto com 36 dispépticos e 9 controles no Brasil
apresentou resultado semelhante, embora realizadas biopsias de bulbo. Ndo foram relatados os
resultados da analise de dispépticos em relacdo a controles, apenas por subgrupo. Houve associacao
positiva para individuos dispepsia B1la, mas ndo Blb (45).

Recentemente Walker e Talley publicaram estudo sobre o assunto, porém em outra
populacdo (Australia), e desta vez analisando a média conjunta de ambos 0s grupos de 33
dispépticos em relagdo a 21 controles. Houve associacdo positiva apenas nos individuos com
plenitude pds-prandial. N&do houve associacdo de dispepsia funcional com eosinofilia (tanto em
primeira como segunda por¢do duodenal) (57).

No estudo de Veerappan (58) em hospital militar de Washington foram incluidos pacientes
com dispepsia funcional conforme os critérios de Roma Ill. Os casos e controles apresentaram
média de contagem eosinofilica duodenal de 20,8 e 19,8 respectivamente, grupos estatisticamente
semelhantes. Foi encontrada eosinofilia duodenal apenas em pacientes portadores de H. pylori, em
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divergéncia com o resultado de Talley. Outro estudo com resultado negativo foi em populagéo
iraniana, com mediana de contagem eosinofilica de 16 (2-24) em dispépticos e 13 (2-45) em
controles, P=0,147 (59).

Em populacédo chinesa, Song avaliou 48 dispépticos funcionais e 21 controles, encontrando
média de eosinofilos de 23,23 (DP 5.06) e 19,48 (DP 5.18), respectivamente (P=0,008). Entretanto
n&o avaliou o status de infecgdo por H. pylori (60).

A seguir, resumo sobre os principais estudos, observando-se heterogeneidade metodologica

e de resultados.

Tabela 1. Eosinofilia duodenal e dispepsia funcional, estudos anteriores.

Autor Populacéo, Biopsia, por¢do Rigor naselecdo  Critérios de Associacao
N casos x N duodenal de controles selecdo, Roma  eosinofilia
controles duodenal e DF

Toukan, 1985 Jordania, Néo cita Sem sintomas Anterior ao Positiva
31x32 gastrointestinais €OoNsenso

Talley, 2007 Suécia, Segunda Sem sintomas Roma | Positiva
51x48 gastrointestinais

Walker, 2010 Londres, N&o cita Poderiam ter Roma 1l Né&o cita;
19x89 sintomas exceto positiva Bla

DF

Binesh, 2012 Irg, Bulbo Poderiam ter Nao cita Negativa

25x27 sintomas exceto
DF

Bafutto, 2012 Brasil, Bulbo Sem sintomas Roma lll N&o cita;
36x9 gastrointestinais positiva Bla

Veerappan, Washington, Néo cita Poderiam ter Roma lll Negativa

2012 Total 374 sintomas  exceto

DF

Walker, 2014 Australia, Segunda Poderiam ter Roma 1l Negativa;

33x22 sintomas exceto positiva Bla
DF
Song, 2014 China, Segunda Sem sintomas Roma lll Positiva

48x21 gastrointestinais
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3 JUSTIFICATIVA

Vimos que a DF tem alta prevaléncia e impacto social, sendo imperativo avango em estudos
sobre sua etiopatogénese. Compreender os mecanismos da DF e instituir uma terapéutica eficaz

gera relevante impacto social e econdémico a sociedade.

N&o existe homogeneidade de resultados entre os estudos sobre a relacdo de eosinofilia
duodenal e dispepsia. Sdo estudos em pequeno nimero de pacientes, e realizados em paises de
baixa prevaléncia de infeccdo pelo Helicobacter pylori. Portanto, € uma associacdo duvidosa que

necessita ser esclarecida, em especial no nosso meio.



4 QUESTAO DE PESQUISA

Existe relacao entre infiltrado eosinofilico duodenal e sintomas dispépticos?

27



5 HIPOTESE

A média de eosindfilos intramucosos em duodeno é maior em dispépticos do que em controles.

28



29

6 OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GERAL

Comparar a contagem de eosinofilos intramucosos duodenais de dispépticos funcionais

com a contagem de individuos assintomaticos.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Descrever dados epidemioldgicos de individuos dispépticos e controles de nosso meio.

Comparar a média de eosinofilos intramucosos duodenais entre portadores de dispepsia do
tipo SIDE ou SIDEPP com controles.

Comparar outros achados histoldgicos duodenais de dispépticos com controles.
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ABSTRACT

Introduction: Functional dyspepsia is a highly prevalent disease with major economic and social
impact. Its etiology is still poorly understood, and it has been suggested the association of increased
numbers of eosinophils on the duodenal mucosa with dyspeptic symptoms. However, this issue is

still controversial.

Objective: To determine if there is association between duodenal eosinophilia and dyspeptic

symptoms.

Methods: Functional dyspeptic patients according to the Rome Il criteria (cases) and individuals
without gastrointestinal symptoms (controls) were included. Groups were matched by age, sex and
infection with Helicobacter pylori (H. pylori). Eosinophils in the second duodenal portion were
counted in five high-power fields (HPF), randomly selected in endoscopic biopsies and the value

was compared between groups.
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Results: 42 functional dyspeptic patients and 21 controls (mean age 39.6 and 38.7 years old,
respectively) were included; 71.4% were women and 61.9% were positive for H. pylori in each
group. Cases and controls had similar eosinophil counts/HPF in the duodenal biopsy: median =
11.9 and 12.6 respectively (P = 0.194). In the case group the eosinophil count was higher in H.
pylori carriers than in noncarriers (median 13,6 versus 6,1 P<0,001); however this count was
similar in the control group (median 12,6 versus 15,7 P=0,8).

Conclusions: No difference was found in the duodenal eosinophil count between functional
dyspeptic patients and controls. However, there seems to be an interaction between eosinophilic

infiltrate and symptoms in the subgroup of H. pylori-infected cases.

Keywords: dyspepsia; biopsy; duodenum; eosinophil.

INTRODUCTION

Dyspeptic symptoms affect probably about a third [1] of the world population. Most of these
individuals suffer from functional dyspepsia (FD), defined by symptoms arising from the
gastroduodenal region in the absence of any explanatory organic disease [2].

The physiopathogenesis of FD is still poorly understood, with hypotheses including gastroduodenal
motility disorders [3], gastric hypersensitivity to distention and acids [4,5], microbiological
triggering factors such as gastroenteritis, Helicobacter pylori infection [6,7], and psychosocial
issues [8,9]. However, these factors do not explain symptoms in all patients and targeted treatments

have proven ineffective.

Studies have been conducted to evaluate the association of duodenal histopathological alterations
with FD. Some authors found a larger number of eosinophils in the duodenal mucosa of dyspeptic
patients than in asymptomatic controls [10-13]. Eosinophils participate in the interaction between
innate and acquired immunity and are important in the inflammatory response of type 2
hypersensitivity reactions. They cause symptoms due to the release of cytokines, which lead to

neural excitation, muscle spasms and pain [14].
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However, the finding of duodenal eosinophilia is not unanimous among different studies, with
conflicting results [15,16]. This study aims to evaluate the association of duodenal eosinophilia

with symptoms in functional dyspeptic patients.

METHODS

The functional dyspeptic patients (cases) in this investigation participated in the randomized
double-blind study Heroes [6] (Helicobacter Eradication Relief Of Dyspeptic Symptoms) —
ClinicalTrials.gov number NCT00404534. In this paper, we evaluated the effect of H. pylori
eradication on the symptoms of functional dyspepsia. The study was conducted in our institution,
a university hospital. Individuals aged 18 or older who fulfilled the Rome 11 criteria for functional
dyspepsia were included. We excluded patients with predominant symptoms of heartburn or
irritable bowel syndrome; alarm symptoms; history of peptic ulcer, upper gastrointestinal tract
surgery, or biliary colic; previous treatment for eradication of H. pylori; known allergies to study
medication; serious comorbidities; or alcohol or drug abuse. Use of antibiotics or bismuth during
the 4 weeks before enrollment, proton pump inhibitors during the 2 weeks before enroliment, or
treatment with histamine-2 receptor blockers in the week before enrollment were not permitted.
We also excluded childbearing women; patients unable to answer the study questionnaires;

unwilling or unable to provide consent.

The control group consisted of individuals without symptoms in gastrointestinal tract, selected
among donors for the blood bank at the same hospital. They were subjected to the same exclusion

criteria as the cases.

Both studies were approved by the HCPA Ethics Committee, and informed consent was obtained

from all cases and controls before inclusion.
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Study Procedures

Cases and controls were submitted to an interview, demographic data collection and physical
examination, including anthropometric measurements. Symptoms were assessed using the PADYQ
(Porto Alegre Dyspeptic Symptoms Questionnaire). This instrument shows high internal
consistency, reproducibility, responsiveness, discriminant validity and content validity [17]. It
comprises 11 questions about the frequency, duration and intensity of dyspeptic symptoms over
the last 30 days, with scores ranging from 0 (no symptom) to 44 (severe symptoms). Among

controls, only those with a score 8 or lower were included.

Functional dyspeptic patients were classified into two subgroups according to the predominant
symptom established by the Rome IlI criteria: epigastric pain syndrome (EPS) and postprandial
distress syndrome (PDS). Cases and controls included were submitted to blood collection (blood
count) and esophagogastroduodenoscopy with gastric and duodenal mucosa biopsies. The
examinations were performed by two trained endoscopists. In the event of disagreement between
findings, a third endoscopist was consulted. For those individuals whose findings were not only

gastritis, duodenitis or hiatal hernia were excluded.

Histopathology

Fragments from gastric endoscopic biopsies of the antrum and body were histologically analyzed
for H. pylori (H&E and Giemsa staining) and the rapid urease test. They were considered positive
for H. pylori when confirmed by both methods. In the event of disagreement a third pathologist

was consulted.

Biopsies of the second duodenal portion were stained with H&E and evaluated by a pathologist
(DMU) blind to the patient’s group (case or control). Five high-power fields (40X) were randomly

selected on each fragment, eosinophils were counted in each field, then sum and mean was
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obtained. The samples were previously analyzed for villus architecture, intraepithelial lymphocyte

count, chronic inflammation signs, metaplasia, presence of pathogens and erosions.

Sample Size

A sample size of 21 controls and 42 dyspeptic patients was calculated to identify differences in
mean eosinophil counts between cases and controls with power of 95% [10].

Statistical Analysis

SPSS software version 21.0 was used, applying chi-square tests with and without Yates correction
for categorical variables and Student’s T test for quantitative variables with normal distribution.
The distribution curve of the mean eosinophil count/HPF of individuals was found to be
asymmetrical, and the median and interquartile ranges were obtained.

Mann-Whitney test was used to assess the primary outcome, namely the association between the
duodenal intramucosal eosinophil count and dyspepsia. The level of significance was set at 5%.

RESULTS

A total of 42 cases and 21 controls were included, randomly selected from groups classified by sex
and H. pylori infection status so that the baseline characteristics of the two samples were similar.
The sample consisted primarily of females (70.4%). Cases and controls had a similar mean age:
39.6 years old (SD 10.9) and 38.7 years old (SD 10.5), respectively (P = 0.74). Of the total sample
in both groups, 61.9% were infected with H. pylori.

Most controls scored 0 in the PADYQ and the average score for cases was 20.4 (P <0.001). Next
table describes background characteristics.



Table 1 — Sample Characterization
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Variables Dyspepsia Group Control Group P Value
Age (years) — mean + SD 39.6 +10.9 38.7+ 105 0.74
Sex —n (%)
Male 12(28.6) 6 (28.6) 1
Female 30(71.4) 15(71.4)
H. pylori —n (%)
Positive 26(61.9) 13(61.9) 1
Negative 16(38.1) 8(38.1)
Race —n 38(90.5) 17(81) 0.41
White 2(4.8) 3(14.3)
Black 2(4.8) 1(4.8)
Mixed
BMI(kg/m2) — mean = SD 2478 £ 4.6 26.36 + 4.33 0.95
PADYQ — mean £ SD 20,4 £8,06 0 <0,001

Groups had similar duodenal endoscopic findings, with 81% exhibiting normal duodenum in both

groups. Among functional dyspeptic patients, the duodenum was histologically normal in 31

(73.8%) cases and normal in 18 (85.7%) among controls, P=0.6. Regarding the alterations found

among cases, eight had duodenitis, one had duodenal lymphangiectasia, and two showed gastric
metaplasia, whereas 3 controls exhibited duodenitis. No patient had eosinophilic duodenitis.
The median eosinophil count per high-power field was similar between cases and controls, as well

as in the analysis of the FD subgroups containing 26 EPS patients and 16 PDS patients. There was

no relationship between the serum eosinophil value and duodenal count (P = 0.08).
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Group Eosinophil count/HPF, median (interquartile range) P value vs controls*
Cases 11.9 (6.7-14.7) 0.194
EPS 11.5 (6.7-14.6) 0.181
PDS 12.2 (6.5-16.8) 0.421
Controls 12.6 (8.8-22.6) -

* Mann-Whitney test

The influence of H. pylori was observed on the eosinophil counts, which were higher in infected

individuals. However, when cases and controls were separately analyzed, there was significance

only in the first group, with a median of 13.6 among carriers versus 6.1 in noncarriers (P <0.001).

Table 3. Eosinophil count/HPF according to HP status.

HP positive HP negative P value*
Median (interquartile range) Median (interquartile range)
Whole sample 13.2(10.2-18.4) 8.1(5.7-14) 0.005
Cases 13.6(11.7-17.2) 6.1(4.6-8.8) <0.001
Controls 12.6(8-21.6) 15.7(10.2-23.79) 0.8

* Mann-Whitney test

DISCUSSION

Several studies have demonstrated the relationship between duodenal eosinophilia and functional

dyspepsia, which could explain the etiology of symptoms in some individuals. However, there were

doubts as to the existence of this association due to controversial findings in the literature. Our

study indicated the absence of this relationship.
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The hypothesis of a relationship between eosinophilic infiltrate and dyspepsia was initially
investigated by Toukan [18], who analyzed gastroduodenal endoscopies and biopsies in dyspeptic
patients and controls. The author recorded a higher mean eosinophil count in the duodenum for the
first group, even with a similar endoscopic appearance. Later, Talley and Walker [10] confirmed
this finding in the Swedish population. The same group conducted another case-control study of
EPS and PDS in London’s population, but found an association only in individuals in the second
subgroup [11]. They also conducted a study in Australia, where they observed no association
between functional dyspepsia and eosinophilic infiltrate, except for cases of postprandial fullness.
A study by Bafutto with 36 dyspeptic patients and nine controls in Brazil showed a similar result
[12].

Other studies also yielded negative results, such as the investigation carried out by Veerapan
(Washington) [15] and research conducted by Binesh among Iranians [19]. A recently published
study by Song found a positive association, but the status of the H. pylori infection was not
evaluated, which, as we noted, can influence the results [13].

We believe that our negative findings are extremely reliable and scientifically relevant. The patients
included were carefully selected for participation in a randomized clinical trial. The Heroes trial
modified clinical management regarding the criteria for eradication of H pylori in dyspeptic
patients, indicating its treatment for all carriers [20]. Our controls were asymptomatic as regards
their digestive tract. None of the individuals showed any gastroduodenal alteration in the
endoscopy other than gastritis or duodenitis. In addition, we were careful to ensure that the baseline
characteristics of cases and controls were similar for sex, age and H. pylori infection status. We
identified a possible association between the eosinophilic infiltrate and the generation of symptoms
in the population infected by the bacteria, a finding not previously reported in the literature.
Limitations of our study include the failure to investigate the presence of parasitic infection or
allergic factors in the individuals included. However, we believe this was no longer relevant when
negative results were found.

The lack of an association between eosinophils and dyspeptic symptoms in some studies is not in
disagreement with previous positive findings. Populations are different, with local genetic and
microbiological influences and allergen exposure, factors known to influence the recruitment and

accommodation of eosinophils on the mucosa of the gastrointestinal tract [21].
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We suggest that results from previous studies have no validity for our population. However,
functional dyspepsia is a multifactorial disease whose etiology should be tailored to each
individual. We believe that the association between duodenal eosinophilia and symptoms in H.

pylori infected patients should prompt new studies.
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RESUMO

Introducdo: Dispepsia funcional é uma doenca de alta prevaléncia e grande impacto econémico e
social. Sua etiologia ainda é mal esclarecida, e a literatura tem sugerido a associacdo do aumento
do nimero de eosindfilos em mucosa duodenal com os sintomas dispépticos. No entanto, o tema

ainda é controverso.
Objetivo: Avaliar se existe associagao entre eosinofilia duodenal e sintomas dispépticos.

Metodos: Foram incluidos pacientes dispépticos funcionais pelos critérios de Roma Il (casos) e
individuos assintomaticos do trato gastrointestinal (controles). Os grupos foram pareados por
idade, sexo e infeccdo por Helicobacter pylori (H. pylori). Eosinofilos em segunda por¢ao duodenal
foram quantificados em 5 campos de maior aumento (CMA), selecionados randomicamente em

biopsias endoscopicas. Realizada soma e média dos valores obtidos em cada espécime.
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Resultados: Foram incluidos 42 dispépticos funcionais e 21 controles (idade meédia 39,6 e 38,7
anos respectivamente); 71,4% mulheres e 61,9% H. pylori positivos em cada grupo. Os casos e
controles apresentaram semelhante contagem de eosindfilossCMA na biopsia duodenal:
mediana=11,9 e 12,6 respectivamente (P=0,194). No grupo de casos a contagem de eosindfilos foi
maior entre os portadores de H. pylori do que nos individuos ndo infectados (mediana 13,6 versus
6,1 P<0,001); no entanto foi semelhante no grupo de controles (mediana 12,6 versus 15,7 P=0,8).

Conclusdes: N&o foi demonstrada diferenca de contagem de eosindfilos duodenais entre
dispépticos funcionais e controles. Entretanto, parece haver interacdo com infiltrado eosinofilico e

sintomas no subgrupo de casos infectados pelo H. pylori.

Palavras-chave: dispepsia; biopsia; duodeno; eosindfilo.

INTRODUCAO

Sintomas dispépticos atingem provavelmente um terco [1] da populacdo mundial. A maioria desses
individuos sdo portadores de dispepsia funcional (DF), definida por sintomas originados da regido

gastroduodenal na auséncia de doenca organica que justifique [2].

A fisiopatogenia da DF ainda é mal definida, havendo como hipédteses distirbios de motilidade
gastroduodenais [3], hipersensibilidade gastrica a distenséo e acido [4,5], gatilhos microbiol6gicos
como gastroenterites e infeccdo por Helicobacter pylori [6,7], além de questdes psicossociais [8,9].
No entanto, tais fatores ndo explicam os sintomas em todos os pacientes, e tratamentos direcionados

aos mesmos tém se mostrado pouco eficazes.

Tem sido avaliada a associagéo de alteracdes histopatoldgicas duodenais com DF. Alguns autores
encontraram maior numero de eosinéfilos em mucosa duodenal de dispépticos do que de controles
assintomaticos [10-13]. Os eosinofilos participam da interacdo entre imunidade inata e adquirida,
sdo importantes na resposta inflamatoria da reacdo de hipersensibilidade do tipo 2. Geram sintomas

devido a liberacdo de citocinas, que levam a excitacdo neural, espasmo muscular e dor [14].
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No entanto, o achado de eosinofilia duodenal ndo é unanime entre os diferentes estudos, havendo
resultados conflitantes [15,16]. Este estudo tem o objetivo de avaliar a associacdo de eosinofilia

duodenal com os sintomas em pacientes dispépticos funcionais.

METODOS

Os dispépticos funcionais (casos) deste estudo foram os participantes do ensaio clinico
randomizado duplo-cego Heroes[6] (Helicobacter Eradication Relief Of dyspEptic Symptoms) -
ClinicalTrials.gov nimero NCT00404534. Neste trabalho avaliou-se o efeito da erradicacdo do H.
pylori nos sintomas de dispepsia funcional. Foi conduzido em hospital universitario, o Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Foram incluidos individuos com 18 anos ou mais e que
preenchiam os critérios de Roma Il para dispepsia funcional. Excluidos pacientes com sintomas
predominantes de refluxo ou intestino irritvel; sinais de alarme; historia de Glcera péptica, cirurgia
do aparelho digestivo alto ou cdlica biliar; erradicacdo de H. pylori prévia; alergia as medicagdes
do estudo; comorbidades graves; abuso de &lcool ou drogas; uso de antibidtico ou sais de bismuto
nas ultimas 4 semanas, bem como de inibidor de bomba de prétons nas ultimas duas semanas e de
bloqueador de receptor histaminico tipo 2 na Gltima semana. Excluidos gestantes e individuos

incapazes de responder a questionarios e consentimento informado.

O grupo controle constou de individuos assintomaticos do trato gastrointestinal, selecionados entre
doadores do banco de sangue do mesmo hospital. Foram submetidos aos mesmos critérios de
exclusdo que os casos. Ambos os estudos foram aprovados pelo comité de ética do HCPA, e obteve-

se termo de consentimento informado de todos os casos e controles antes da inclusao.

Procedimentos do Estudo

Os casos e controles foram submetidos a anamnese, coleta de dados demograficos e exame fisico,

incluindo avaliagdo antropométrica. A avaliagdo de sintomas foi efetuada através do questionario
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de sintomas PADYQ. Este instrumento possui evidéncia de elevada consisténcia interna,
reprodutibilidade, responsividade, validade discriminante e validade de conteido[17]. Composto
por 11 questdes sobre frequéncia, duracdo e intensidade dos sintomas dispépticos nos ultimos 30
dias. Varia de 0 (auséncia de sintomas) a 44 (sintomas severos). Entre os controles, incluidos

apenas 0s que pontuaram 8 pontos ou menos.

Os dispépticos funcionais foram classificados em dois subgrupos conforme o sintoma
predominante segundo o0 Roma Il1: sindrome da dor epigastrica (SIDE) e sindrome do desconforto
pos-prandial (SIDEPP). Os casos e controles incluidos foram submetidos a coleta de sangue
(hemograma) e a esofagogastroduodenoscopia com biopsias de mucosa gastrica e duodenal. Os
exames foram executados por dois endoscopistas treinados, e no caso de desacordo nos achados
um terceiro era consultado. Excluidos individuos com achados que ndo fossem apenas gastrite,

duodenite ou hérnia hiatal.

Histopatologia

Analisados fragmentos de bidpsias endoscOpicas gastricas de antro e corpo para pesquisa de
Helicobacter pylori, utilizando-se avaliacdo histologica (H&E e Giemsa como coloracédo) e teste

rapido da urease. Foram considerados H. pylori positivos se confirmacdo pelos dois métodos.

As bidpsias de segunda por¢do duodenal foram coradas com H&E e avaliadas por patologista
(DMU) cego quanto ao grupo do individuo (caso ou controle). Em cada lamina selecionaram-se
randomicamente 5 campos de maior aumento (40X), com contagem de eosinofilos em cada um
deles, obtendo-se a média dos mesmos. Previamente estas amostras haviam sido analisadas em
relacdo a arquitetura de vilos, contagem linfocitaria intra-epitelial, sinais de inflamacgéo crénica,

metaplasia, presenca de patdgenos e erosoes.



48

Tamanho amostral

Foi calculado um valor amostral de 21 controles e 42 dispépticos para encontrar diferenca entre as

médias de eosinofilos entre casos e controles com poder de 95%][10].

Anélise Estatistica

Utilizou-se o programa SPSS versao 21.0, com aplicacdo dos testes de chi-quadrado com e sem
correcdo de Yates para as varidveis categoricas e teste T de student para as quantitativas de
distribuicdo normal. A curva de distribuicdo da média de eosinofilossCMA dos individuos
apresentou-se de forma assimétrica, sendo obtida mediana e intervalo interquartil. Utilizou-se o
teste de Mann-Whitney para avaliacdo do desfecho primario associacao da contagem de eosinéfilos

intramucosos duodenais com dispepsia. Adotado nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Foram incluidos 42 casos e 21 controles, selecionados de forma randémica dentre grupos
classificados por sexo e status de infeccdo por H. pylori, de forma que as caracteristicas basais das
duas amostras fossem semelhantes.

Incluimos amostra composta por maioria de individuos do sexo feminino (70,4%). Os casos e
controles apresentaram média de idade semelhante: 39,6 anos (DP 10,9) e 38,7 anos (DP 10,5)
respectivamente (P=0,74). Amostra foi composta por 61,9% de portadores de H. pylori em ambos
0S grupos.

A maioria dos controles pontuaram 0 no PADYQ e a média de pontuagdo dos casos foi 20,4

(P<0,001). A tabela a seguir descreve as caracteristicas basais dos individuos.



Tabela 1 — Caracterizacdo da amostra
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Variaveis Grupo Dispepsia Grupo Controle Valor P
Idade (anos) — média + DP 39,6 +10,9 38,7+ 10,5 0,74
Sexo — n(%)
Masculino 12(28,6) 6 (28,6) 1
Feminino 30(71,4) 15(71,4)
H. pylori — n(%)
Positivo 26(61,9) 13(61,9) 1
Negativo 16(38,1) 8(38,1)
Raca—n
Branca 38(90,5) 17(81) 0,41
Preto 2(4,8) 3(14,3)
Pardo 2(4,8) 1(4,8)
IMC(kg/m?) — média + DP 24,78 £ 4,6 26,36 + 4,33 0,95
PADYQ — média £ DP 20,4 +8,06 0 <0,001

Os grupos foram semelhantes em relacdo aos achados endoscépicos duodenais, com 81% de

duodenos normais em ambos os grupos. Dentre os dispépticos funcionais, o duodeno foi

histologicamente normal em 31 (73,8%) dos casos e dentre os controles, em 18 (85,7%), P=0,6.

Alteracbes encontradas foram 8 casos de duodenite, uma linfangiectasia duodenal e duas

metaplasias gastricas entre os casos, e 3 duodenites entre os controles. Nenhum caso compativel

com duodenite eosinofilica.

A mediana da quantificagéo de eosinéfilos por campo de maior aumento foi semelhante entre casos

e controles, sendo também semelhante na andlise de subgrupo de 26 portadores de DF do tipo SIDE

e 16 do tipo SIDEPP. N&o houve relacéo entre o valor sérico de eosinéfilos com a quantificacdo

duodenal (P=0,08).
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Tabela 2. Quantificacdo de eosintdfilos/fCMA dispépticos x controles.

Grupo Quantificacdo eosinéfilos/ CMA, mediana (percentil 25-75) Valor P vs controles*
Casos 11,9 (6,7-14,7) 0,194
SIDE 11,5 (6,7-14,6) 0,181
SIDEPP 12,2 (6,5-16,8) 0,421
Controles 12,6 (8,8-22,6) -

* Teste de Mann-Whitney

Observou-se influéncia do H. pylori na quantificacdo de eosindfilos, maior em individuos
infectados. Porém, ao analisar-se separadamente casos e controles, houve significancia apenas no
primeiro grupo, em que a mediana foi de 13,6 em portadores versus 6,1 em ndo portadores
(P<0,001).

Tabela 3. Quantificagdo de eosindéfilos/CMA conforme status HP.

HP positivo HP negativo Valor P*
mediana (percentil 25-75) mediana (percentil 25-75)
Toda amostra 13,2(10,2-18,4) 8,1(5,7-14) 0,005
Casos 13,6(11,7-17,2) 6,1(4,6-8,8) <0,001
Controles 12,6(8-21,6) 15,7(10,2-23,79) 0,8

* Teste de Mann-Whitney

DISCUSSAO

A relacdo de eosinofilia em duodeno com dispepsia funcional vinha sendo demonstrada em alguns
estudos, o que poderia explicar a etiologia dos sintomas em alguns individuos. No entanto, havia
duvidas quanto a existéncia da associacdo devido a achados controversos na literatura. E nosso
estudo evidenciou a inexisténcia desta relagéo.

A hipotese da relacdo entre infiltrado eosinofilico e dispepsia foi verificada inicialmente por

Toukan [18], que analisou endoscopias e bidpsias gastroduodenais em dispépticos e controles. Este
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autor encontrou maior média de contagem de eosinofilos em duodeno no primeiro grupo, mesmo
com aparéncia endoscépica semelhante. Posteriormente Talley e Walker [10] confirmaram este
achado em populacédo da Suécia. O mesmo grupo realizou outro estudo de casos SIDE, SIDEPP e
controles em populacdo londrina, mas encontrou associacdo apenas em individuos do segundo
subgrupo [11]. Também realizaram pesquisa em populacdo australiana, em que ndo encontraram
associacao de dispepsia funcional com infiltrado eosinofilico, apenas nos casos de plenitude pos-
prandial. Estudo de Bafutto com 36 dispépticos e 9 controles no Brasil apresentou resultado
semelhante [12].

Outros trabalhos também obtiveram resultados negativos, como o que foi realizado por Veerapan
(Washington) [15] e o estudo de Binesh, entre iranianos [19]. Estudo de Song publicado
recentemente encontrou associacdo positiva, porém sem avaliacdo do status de infeccdo por H.
pylori, que como vimos pode influenciar nos resultados [13].

Consideramos que nossos achados negativos sdo de extrema relevancia cientifica e confiabilidade.
Os pacientes incluidos passaram por selecdo criteriosa ao serem alocados em um ensaio clinico
randomizado. O estudo Heroes modificou a conduta em relacéo aos critérios de erradicacdo de H
pylori em dispépticos, indicando-se realiza-la em todos que a possuem [20]. Nossos controles sao
assintomaticos do ponto de vista do aparelho digestivo. Nenhum dos individuos apresentava
qualquer alteracdo gastroduodenal a ndo ser gastrite ou duodenite em endoscopia. E, ainda, tivemos
o cuidado que as caracteristicas basais dos casos e controles fossem semelhantes para sexo, idade
e status de infeccdo por H. pylori. Encontramos a possivel associagdo de infiltrado eosinofilico e
geracdo de sintomas em populacdo de infectados pela bactéria, dado que ainda ndo havia sido
demonstrado na literatura.

Nosso estudo apresenta aspectos negativos. Nao verificamos se havia infecgcdo parasitaria nem
fatores alérgicos nos individuos incluidos, mas ndo consideramos mais relevante ao verificar
resultado negativo.

A auséncia de associacdo entre eosindfilos e sintomas dispépticos em alguns estudos ndo se
contrapGem a achados prévios positivos. As populacdes sdo diferentes, com influéncia genética,
microbioldgica e exposi¢do a alérgenos de carater local, fatores que sabidamente influenciam o
recrutamento e alojamento de eosindfilos na mucosa do trato gastrointestinal [21].

Acreditamos que os achados de estudos anteriores ndo apresentam validade para nossa populacéo.

No entanto a dispepsia funcional € uma doencga multifatorial cuja etiologia deve ser individualizada



52

em cada individuo. Um achado que acreditamos merecer estudos adiocionais é a associacdo de
eosinofilia duodenal e sintomas entre dispépticos infectados por H. pylori.

Financiamento: este estudo foi financiado pelo FIPE, Fundacdo de Incentivo a Pesquisa e Eventos do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre.

Conflito de interesses: ndo ha.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Inimeras pesquisas tém sido realizadas para elucidar a etiologia da dispepsia funcional. A
possivel associacdo de eosinofilia duodenal com sintomas dispépticos nao é achado unénime entre
diferentes estudos, e alguns pesquisadores encontraram a relacdo apenas em subgrupo de

individuos com plenitude pds-prandial.

Em nossa populacdo ndo houve relagdo de infiltrado eosinofilico duodenal com sintomas.
Realizamos estudo com metodologia criteriosa. Um achado que acreditamos merecer estudos

adiocionais é a associacdo de eosinofilia duodenal e sintomas entre dispépticos infectados por H.

pylori.



ANEXO A

PADYQ - Porto Alegre Dyspeptic Symptoms Questionnaire

Com relacdo aos ultimos 30 dias

DOR

Qual a intensidade da dor abdominal (superior) na maioria dos dias neste periodo?()
0. Ausente

1. Muito leve

2. Leve

3. Moderada

4. Forte

5. Muito forte

Qual a duracéo da dor na maioria dos dias neste periodo? ()
0. Nao se aplica

1. Alguns minutos (menos que 30 minutos)

2. Menor que 2 horas

3. Maior que 2 horas

Com que frequéncia os Sr./Sra. apresentou dor abdominal nos tltimos 30 dias? ()

0. Nao se aplica
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1. Raramente

2.1 a2 dias/semana
3. Quase diariamente
4. Diariamente

ESCORE TOTAL DOR (méaximo 12 pontos)

NAUSEAS/VOMITOS

Qual a intensidade das nauseas na maioria dos dias deste periodo? ()
0. Ausente

1. Muito leve

2. Leve

3. Moderada

4. Forte

5. Muito forte

Qual a duracédo aproximada da maioria dos episodios de nauseas? ()
0. N&o se aplica

1. Alguns minutos (menos que 30 minutos)

2. Menor que 2 horas

3. Maior que 2 horas
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Com que frequéncia o Sr./Sra. apresentou nauseas nos ultimos 30 dias? ()
0. Nao se aplica

1. Raramente

2.1 a2 dias/semana

3. Quase diariamente

4. Diariamente

Com que frequéncia o Sr./Sra. apresentou vomitos nos Gltimos 30 dias? ()
0. Nao se aplica

1. Raramente

2. 1 a2 dias/semana

3. Quase diariamente

4. Diariamente

ESCORE TOTAL NAUSEAS/VOMITOS: (méximo 16 pontos)

DISTENSAO/SACIEDADE

Qual a intensidade da sensagdo de distensao (“estufamento”/inchago) nos ultimos 30 dias? ()
0. Ausente

1. Muito leve

2. Leve

3. Moderada
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4. Forte

5. Muito forte

Qual a duracéo destes episadios nestes periodos? ()
0. Nao se aplica

1. Alguns minutos (menos gque 30 minutos)

2. Menor que 2 horas

3. Maior que 2 horas

Com que frequéncia os Sr./Sra. apresentou esses episodios de distensdo/inchaco no abdémen

superior nos ultimos 30 dias? ()
0. Nao se aplica

1. Raramente

2. 1 a2 dias/semana

3. Quase diariamente

4. Diariamente

Com que frequéncia o Sr./Sra. apresentou sensacdo de estar com o estdbmago cheio logo apds

comegar a comer, nos ultimos 30 dias? ()
0. Sem saciedade precoce
1. Raramente

2.1 a 2 dias/semana



3. Quase diariamente

4. Diariamente

ESCORE TOTAL DISTENSAO/SACIEDADE

PONTUACAO TOTAL DOS SINTOMAS DISPEPTICOS:

(maximo 16 pontos)

(maximo 44 pontos)
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