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$Qué se sabe del tema que trata este estudio? $Qué aporta este estudio a lo ya conocido?

Existe escasez de estudios amplios en poblacién pediatrica y diver- Se describe en poblacién pedidtrica latinoamericana (chilena) re-

sidad respecto a un punto de corte de eosinéfilos (Eos) en mucosa cuento de Eos (promedio+1DE) en cuerpo géstrico (n = 27) de

géstrica y duodenal en individuos sanos. Se han descrito recuentos 1,06 £ 1,79 Eos/CAM (campo alto aumento), en antro gastrico

de Eos en biopsias en hemisferio norte, con escasa exploracién en (n=72)de 1,13+ 1,79 Eos/HPE, y en duodeno (n =30) 10,44 £ 7,09

poblacién latinoamericana. Eos/CAM.

Resumen Palabras clave:
Alergia Alimentaria;

Con el aumento de la incidencia de alergias alimentarias, la presencia de eosinéfilos (Eos) en la mu- Eosindfilos;

cosa gastrointestinal ha recibido mayor atencién. Sin embargo, los valores de normalidad para el re-  Mucosa Gastrica;

cuento de Eos en estomago y duodeno en pacientes pedidtricos son aun limitados. Objetivo: Estimar ~ Estomago;

valores de referencia de Eos en biopsias de estémago y duodeno de nifos referidos a endoscopia di- ~ Helicobacter pylori

gestiva alta (EDA). Pacientes y Método: Estudio transversal de biopsias de nifios referidos a EDA. Se
analiz6 el informe endoscpico, test de ureasa para presencia de H. pyloriy evaluacion histologica (n°
células/campo de aumento mayor o CAM). Se describe la distribucién de Eos como mediana y des-

Correspondencia:
Paul R. Harris
pharris@med.puc.cl

Como citar este articulo: Andes pediatr. 2021;92(5):683-689. DOI: 10.32641/andespediatr.v92i5.2552

ebitoriaL_qiku 683


mailto:pharris@med.puc.cl

ARTICULO ORIGINAL

Eosinofilos en Mucosa Gastrica - M. Ortiz et al

viacion estandar, asi como también la distribucién percentilar, dado que los recuentos no tuvieron
distribucién normal. Se realizé andlisis estadistico con test y?, test de Wilcoxon, andlisis de la varianza
y curvas de regresion lineal segun correspondiera. Resultados: De 170 pacientes derivados a EDA, 72
cumplian con criterios de “normalidad” (EDA normal en analisis macroscépico, test de ureasa nega-
tivo y biopsia normal). La mediana de edad fue 11 afios (rango 4-16), 68% nifias. El recuento de Eos
(promedio = 1DE) en cuerpo géstrico (n = 27) fue 1,06 + 1,79 Eos/CAM, en antro gastrico (n = 72)
fue 1,13 £ 1,79 Eos/HPEF, y en duodeno (n = 30) fue 10,44 = 7,09 Eos/CAM. No se encontraron di-
ferencias significativas por edad y sexo, asi como tampoco segtn infeccién por H. pylori (p = 0,095).
Conclusiones: Se propone como rango de referencia en nifios un conteo en cuerpo gastrico de 0-3
Eos/CAM, en antro de 0-3 Eos/CAM y en duodeno de 3-17 Eos/CAM. Incluso en medios con alta
prevalencia de infeccién por H. pylori, el recuento de Eos no parece ser un elemento distintivo, y éstos
estdn presentes normalmente en la mucosa gastroduodenal.

Abstract

With the increasing incidence of food allergies, the presence of eosinophils (Eos) in the gastrointes-
tinal mucosa has received increased attention, particularly in the esophagus and colon. However,
normal values for the Eos count in the stomach and duodenum in pediatric patients are still limited.
The objective of this study was to estimate Eos reference values in stomach and duodenal biopsies of

Keywords:

Food Allergies;
Eosinophils;
Gastric Mucosa;
Stomach;
Helicobacter pylori

children referred to upper gastrointestinal endoscopy. Patients and Methods: Cross-sectional study
of biopsies from symptomatic children referred to upper gastrointestinal endoscopy. The endoscopic
report, Rapid Urease Test for the presence of H. pylori, and the quantitative histological evaluation
(number of cells/HFP, high power field) were analyzed. The Eos distribution is described as mean
and standard deviation, and also as percentiles since the counts did not have a normal distribution.
Statistical analysis included x? test, Wilcoxon test, analysis of variance, and linear regression curves
were evaluated as appropriate. Results: Of the 170 patients referred to endoscopy, 72 met “normal”
criteria (normal endoscopy in macroscopic analysis, negative Rapid Urease Test, and normal biop-
sy). The median age was 11 years (range 4-16), and 68% were girls. The Eos count (mean * 1SD) in
gastric antrum (n = 72) was 1.13 + 1.79 Eos/HPF; in gastric body (n = 27), 1.06 £ 1.79 Eos/HPF; and
in duodenum (n = 30), 10.44 £ 7.09 Eos/HPF. There were no significant differences by age and sex,
or by H. pylori infection (p = 0.095). Conclusions: We propose an Eos count of 0-3 Eos/HPF for the
gastric body, 0-3 Eos/HPF in the antrum, and 3-17 Eos/HPF in the duodenum as a normal range for
gastric mucosa in children. This study suggests that in areas with a high prevalence of H. pylori infec-
tion, the count of Eos does not seem to be a distinctive element and that Eos are commonly present
in the gastroduodenal mucosa.
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Introduccién

El tracto gastrointestinal (GI) posee mayor area
superficial que cualquier otro érgano en el cuerpo y
contiene el mayor nimero de células inmunes y sus
productos. Los eosinéfilos (Eos) residen normalmente
alolargo de todo el tracto GI', excepto en el es6fago?, y
hay una gradiente ascendente en el recuento de cefélico
a caudal, con mayores niveles en ciego que en estoma-
go**. Los eosindfilos son granulocitos multifuncionales
involucrados en alergias, infecciones parasitarias, en
reacciones de hospedero-tumor®® y también ayudan a
mantener la homeostasis intestinal epitelial>*”. Los Eos
pueden interactuar regulando la microbiota intestinal,
especialmente en vista del efecto antibacteriano de sus
proteinas granulares y la capacidad de modificar la in-
munidad innata®®.
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En las ultimas décadas, el rol de los Eos ha sido es-
tudiado, en particular su papel en la mantencién de la
salud o el desarrollo de enfermedades del tracto GI.
Los desérdenes gastrointestinales asociados a eosind-
filos (eosinophil-associated gastrointestinal disorders o
EGIDs, por su sigla en inglés) abarcan una serie de en-
fermedades, caracterizadas por inflamacién eosinofili-
ca en distintos segmentos del tubo GI, en ausencia de
otras causas conocidas de eosinofilia’. Los EGIDs in-
cluyen la esofagitis eosinofilica (EEo), la gastritis eo-
sinofilica (GEo), la gastroenteritis eosinofilica (GEEo)
y la colitis eosinofilica (CEo0)**'. Sin embargo, la ma-
yor parte de la informacién conocida corresponde a la
EEo'"'? siendo el resto consideradas de presentacién
clinica muy escasa'»*. Es por esto, que a pesar de los
avances tecnoldgicos, atun no se ha logrado estable-
cer de forma clara los criterios diagnésticos para va-
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rias EGIDs"?!. La gastritis eosinofilica es una entidad
mucho mds rara, comparada con la EEo. Existe esca-
sez de estudios amplios en poblacién pedidtrica y no
existe consenso respecto a un punto de corte de Eos en
mucosa gastrica y duodenal en individuos sanos*’, me-
nos aun en poblacién pedidtrica®****. En los estudios
disponibles, existe mucha variabilidad del umbral en
estémago considerado como diagndstico por los dis-
tintos autores: desde 20 Eos/campo de aumento mayor
o CAM, 30 Eos en al menos 5 CAM, hasta algunos que
consideran 80 Eos/CAM®.

De lo disponible a la fecha, en cuanto a valores de
normalidad de Eos en mucosa gastrica, se han descrito
recuentos en biopsias de poblacién pedidtrica en el he-
misferio norte'>®?!, con escasa exploracién en pobla-
cién latinoamericana'’.

El objetivo fue estimar valores de referencia de eo-
sinéfilos en biopsias de estémago y duodeno de nifos
chilenos referidos a endoscopia digestiva alta por sin-
tomas digestivos habituales (dolor abdominal crénico,
DAC), cuyo resultado macroscépico e histolégico fue
normal.

Pacientes y Método

Se utilizaron los andlisis histolégicos provenientes
de 2 bases de datos de estudios previos, ambos estu-
dios de disefio transversal, con similares criterios de
inclusién y exclusién: pacientes menores de 18 afos,
referidos a endoscopia digestiva alta, en su mayoria
por dolor abdominal crénico. De ambas bases, se se-
leccionaron aquellos pacientes en los cuales se contaba
con el informe endoscépico (cuyo resultado se cate-
goriz6 como: normal, gastropatia, nodularidad antral,
duodenopatia, enfermedad por tlcera gastroduodenal
y otros), el resultado del test rdpido de ureasa para de-
terminar presencia de Helicobacter pylori (H. pylori)
(positivo o negativo), y el andlisis histopatolégico.

Recuento de eosinéfilos

Las muestras de biopsia se sometieron a fijaciéon
con formalina al 10% v/v (volumen/volumen) tam-
ponada a pH 7,4 por 24 a 36 h, y posteriormente se
procesaron con técnicas histolégicas de rutina para
embeberlas en parafina con el fin de obtener tacos de
inclusién. A partir de estos tacos se realizaron cortes
de 5 pm en micrétomo rotatorio para obtener placas
histolégicas, las que posteriormente fueron desparafi-
nadas y tenidas con hematoxilina y eosina (HE). Des-
pués de este procesamiento, las placas se analizaron al
microscopio 6ptico de luz.

Una anatomopatdloga realizé evaluacién cuanti-
tativa de Eos en mucosa (células/CAM) considerando
el campo de aumento mayor a aquel con un aumento
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de 400x, equivalente a 0,237 mm?, en cada localizacién

(antro, cuerpo y duodeno, cuando estuvo disponible),

considerando “satisfactorias” aquellas muestras que

cumplieran los siguientes criterios:

- Contener al menos el 75% del campo con células.

- Luego de ser procesadas a laminas para andlisis mi-
croscopico, permitieron la evaluacién de al menos
5 CAM.

- Selogré reconocer caracteristicas propias de antro,
cuerpo gastrico o duodeno segtn fuese el caso.

Se consideraron como Eos aquellos en que se re-
conociese nucleo, asociado a grdnulos eosinofilicos
agrupados alrededor de éste (figura 1). El recuento de
eosindfilos se realizé en la mucosa de tejido digestivo a
nivel de la lamina propia.

La anatomopatdloga fue ciega respecto de los datos
clinicos de dichos nifios y de la presencia de H. pylori
por test rapido de ureasa.

Andlisis de datos

Para el andlisis estadistico los datos se ingresaron
a una base de datos Excel y fueron analizados con el
programa STATA 12. Se evalu6: i) recuento de Eos en
cuerpo géstrico, antro, y duodeno; ii) recuento de Eos
segtin resultado de endoscopia y iii) para aquellas en-
doscopias sin hallazgos patolégicos (EDA normal, H.
pylori por test de ureasa negativo y biopsia normal), se
evalué el recuento de Eos segtin edad y sexo del pacien-
te. Para cada paciente, se consideré el nimero de Eos
por sitio, como el promedio por al menos 5 CAM. Se
obtuvo el promedio del conteo y 1 desviacion estandar
(DE), considerando lo descrito en otras publicaciones.

Figura 1. Ejemplo de campo de aumento mayor (CAM, 400x) para conteo
de eosindfilos en mucosa gastrica. La flecha indica un eosindfilo, recono-
ciendo en éste su nucleo y citoplasma con acimulo de granulos eosinofilicos
alrededor.
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Sin embargo, dado que las variables edad y recuento de
Eos no tuvieron distribucién normal, se incluy6 la des-
cripcién de los percentiles 5-25-50 (mediana)-75-95.

El andlisis respecto a diferencias entre variables
cualitativas, se realizé con test % y los pardmetros
cuantitativos fueron comparados por test de Wil-
coxon. Se realizé andlisis de la varianza para estudio
entre variables cualitativas y cuantitativas. También se
realizaron curvas de regresion lineal para estudio entre
variables cuantitativas (conteo de Eos en los diferentes
tractos segtin edad).

Aspectos éticos

Tanto los informes endoscépicos como las mues-
tras analizadas para este estudio fueron obtenidos en
proyectos de investigacién realizados y aprobados
previamente por el Comité de Etica de la Facultad de
Medicina de la Pontificia Universidad Catélica de Chi-
le (N° 0145-05 y N° 09-099), junto a sus respectivos
consentimientos informados. El acceso a la base de da-
tos fue de manera codificada y anonimizada para datos
personales de los participantes.

Resultados

Pacientes

Se analizaron las biopsias de 170 pacientes. La edad
no tuvo distribucién normal, con una mediana de 12
afios (rango 3-16 afos), de los cuales 99 fueron ninas

Tabla 1. Distribucion percentilar del conteo de eosinéfilos en la

muestra

estudiada, en pacientes con endoscopia normal, test

de ureasa normal y biopsia normal

Percentil Grupo endoscopia normal,
test de ureasa normal y biopsia
normal, recuento Eos/CAM

Cuerpo p5 0

p25 0

p50 0,6

p75 1,3

p95 2,7
Antro p5 0

p25 0

p50 0,6

p75 1,4

p95 5
Duodeno p5 2,6

p25 5,4

p50 8,6

p75 13,5

p95 22,5
Eos/CAM= eosinofilos/campo de aumento mayor.
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(58,2%). Se obtuvo 72 biopsias disponibles para ana-
lisis de cuerpo géstrico, 170 biopsias para andlisis de
antro géstrico, y 72 muestras para andlisis de segunda
porcién duodenal. De estas muestras, se consideraron
satisfactorias 66 muestras de cuerpo géstrico, 167 de
antro y 68 de duodeno.

Conteo de eosinoéfilos en poblacién pediatrica con
EDA normal, biopsia normal y test rapido de ureasa
negativo para deteccion de H. pylori

De los 170 pacientes derivados a EDA, 72 cumplie-
ron con los criterios mencionados de normalidad. En
este grupo, lamediana de edad fue 11 afios (rango 4-16),
49 fueron mujeres (68%). El recuento de eosinédfilos
no mostré distribucién normal (test de Shapiro-Wilk,
p <0,001). El recuento promedio + DE en cuerpo gés-
trico (27 muestras) fue 1,06 + 1,79 Eos/HPF, en antro
gastrico (71 muestras) fue de 1,13 + 1,79 Eos/HPF, y
en duodeno (30 muestras) de 10,44 + 7,09 Eos/HPF
(distribucién percentilar del grupo “normal”, en Tabla
1). Si consideramos como limite superior de normali-
dad el percentil 95, los valores limites fueron 2,7, 5y
22,5, para cuerpo géstrico, antro gastrico y duodeno,
respectivamente (tabla 1).

Al analizar por sexo y edad, no se encontraron dife-
rencias significativas.

Conteo de eosinoéfilos en poblacién pediatrica con
EDA alterada

De los 170 pacientes derivados a EDA, 76 presen-
taron alguna alteracién macroscopica de ésta. En este
grupo de pacientes, la mediana de edad fue 13 afios
(rango 3-16), 37 ninas (48,7%). En la tabla 2 se mues-
tra un desglose de los hallazgos macroscépicos en la
EDA alterada, con el respectivo conteo de Eos/CAM.

Conteo de eosinoéfilos en poblacién pediétrica segiin
test rapido de ureasa

De la muestra total, 54 pacientes tuvieron test de
ureasa positivo (31,8%). No se encontré una diferen-
cia significativa para el conteo de Eos/CAM en antro ni
cuerpo géstrico ni en duodeno, entre la poblacién con
test de ureasa positivo y negativo (p = 0,095) (tabla 3).

Discusion

En el presente trabajo, se encontré un recuento
promedio de eosinéfilos en mucosa de cuerpo géstri-
co de 1,06 £ 1,79 Eos/CAM (percentil 5-95: 0-2,7); en
antro géstrico de 1,13 + 1,79 Eos/CAM (percentil 5-95:
0-5) y en duodeno de 10,44 = 7,09 Eos/CAM (percentil
5-95: 2,6-22,5), en ninos con EDA y biopsias normales
y test rapido de ureasa negativo. Esta informacion es
similar a la entregada por otros grupos de estudio en
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Tabla 2. Distribucion del recuento de eosinéfilos en la muestra estudiada, en pacientes con endoscopia alterada.

Cuerpo Antro Duodeno
Hallazgo endoscépico  Pacientes Promedio Mediana n*  Promedio Mediana n*  Promedio Mediana n*
n + DE (p25-75) + DE (p25-75) + DE (p25-75)
Gastropatia 11 1+0,70 0,7(0,6-1,2) 6 2,7+28 1,4(0,7-3,8) 11 90+49 7,4(6,9-11,2) 6
Nodularidad antral 30 2,4+20 1,9(1,1-3) 12 2,2+3,8 0,7(0,2-2,7) 30 8+49 7 (4,8-12,5) 11
Duodenopatia 7 3,8+3,0 4,3(0,6-6,6) 3 1,733 0,2(0,1-1,1) 7 70£24 744492 3
Ulcera gastroduodenal 11 ND 2,2+23 1,2(0,5-32) 11 ND 0
Otros diagnosticos 17 1,3+2,0 0,6(0,1-1,7) 8 1,816 1,2(0,8-22) 17 20,5+33 10,7(6,6-12,8) 10
Total 76 29 76 30

n*= numero de biopsias con muestra satisfactoria. n= nimero de pacientes. DE = desviacién estandar. p = percentil. ND = no disponible.

Tabla 3. Comparacion en el recuento de eosinéfilos en antro gastrico segun test de ureasa (ausencia/presencia de H. pylori)

Grupo Frecuencia (pacientes con muestras Promedio Eos/CAM + DE

analizables de antro)

Test de ureasa negativo (ausencia H. pylori)
Test de ureasa positivo (presencia de H. pylori)

Total

113 1,50 £ 2,17
54 2,05+ 3,12
167 1,68 £ 2,52

Eos/CAM = eosinofilos/campo de aumento mayor. DE = desviacion estandar.

poblaciones pedidtricas distintas a la nuestra, como el
de DeBrosse et al.?!, Lowichik et al.”” y Kalach et al.'®,
aunque menor que el realizado por Chernetsova et al.,
que utiliz6 otra tincién y definicién de CAM®. En par-
ticular, en el estudio de DeBrosse et al., que es uno de
los iniciales y mds citados, se reevaluaron biopsias del
tracto GI de 28 ninos en EE.UU., previamente inter-
pretadas como “sin anormalidades diagnésticas”, en-
contrandose 1,9 + 1,3 y 2,1 £ 2,4 Eos/CAM * DE en
la ldmina propia de antro y fondo géstrico, respectiva-
mente, y 9,6 + 5,3 Eos/ CAM+DE para duodeno?'.

En Chile, la informacién disponible en poblacién
pedidtrica corresponde a un estudio de marcadores de
alergias alimentarias®. Un 74,1% de los pacientes sin
hipersensibilidad alimentaria (HA) presenté Eos en la
mucosa géastrica comparado con un 100% en el gru-
po con HA, constituyendo una diferencia significativa,
pero no se observo diferencia significativa en el recuen-
to de eosinéfilos entre ambos grupos: 0,3 + 0,4 Eos/
CAM en el grupo sin HA y 0,63 + 1,18 eos/CAM en el
grupo con HA.

Nuestros datos, relevantes para una poblacion pe-
diatrica latina no analizada previamente, confirman la
aparicion de una gradiente con un aumento del conteo
de Eos en mucosa digestiva de proximal a distal. Lo an-
terior podria ser interpretado, de forma paralela, a la
digestién de alimentos, en que de cefdlico a caudal au-
menta el contacto de la mucosa GI con productos cada

vez mas digeridos, aumentando también la densidad
intraluminal de bacterias'®.

No encontramos diferencias por sexo ni edad en el
conteo de Eos, similar a lo descrito por Lowichik et al.,
DeBrosse et al. y Lwin et al.’”.

Por otro lado, en nuestro pais destaca la alta sero-
prevalencia de H. pylori en la poblacién chilena adulta,
con 73% positividad?. En nifios chilenos la prevalencia
varfa desde 18,1%7%, hasta un 55,9% dependiendo del
nivel socioeconémico evaluado®. En nuestro estudio
no se detectd asociacion entre el conteo de Eos y H.
pylori, similar a lo reportado por Lwin et al. Sin em-
bargo, esto es diferente a lo descrito por Kalach et al. y
Ashorn et al.*® y a otros estudios en adultos®.

Recientemente, en un estudio en nifios de Corea
del Sur’*, se realiz6 conteo de Eos en mucosa géstri-
ca, duodenal, y coldnica, encontrando una diferencia
significativa, con mayor recuento en antro gdstrico y
duodeno en la poblacién con desérdenes funcionales
del tracto GI (segun clasificacion de Roma III en el
estudio 2016, con 105 pacientes, y posterior actualiza-
cién a Roma IV con estudio en 2018 de 56 pacientes),
sugiriendo un rol de estas células en la fisiopatologia
de los trastornos funcionales, lo que no fue evaluado
en este trabajo.

Nuestro estudio y los previamente citados com-
parten limitantes, ya que incluyen niflos sintomaticos
digestivos referidos a EDA (la mayoria realizadas para

ebitoriaL_qiku
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estudio de dolor abdominal crénico), lo que dificulta
hablar de “normalidad” y por lo tanto, en este estu-
dio lo nombramos como “referencia”. Este estudio se
basé en biopsias de nifios con DAC, con hallazgo ma-
croscopicos y microscépicos normales. Probablemente
este grupo de pacientes es lo mas cercano a lo que po-
driamos llamar “nifios sanos o normales”. El realizar
estudios histoldgicos en tubo digestivo tiene limitantes
éticas en poblacion pedidtrica sana, ya que se utilizan
métodos invasivos para ello.

En algunos estudios, se menciona que la utiliza-
cién tnicamente de hematoxilina y eosina (HE) para
la tincion de las muestras serfa una limitante para el
analisis histolégico, ya que podria subestimar el nime-
ro de Eos presente en cada andlisis'®, proponiéndose
el uso de tincién de Luna para grdanulos de eosinéfilos
(técnica histoquimica especifica para los granulos de
Eos, mejorando la deteccién histoldgica de estos gra-
nulocitos). Sin embargo, la mayoria de las experiencias
alrededor del mundo han sido realizadas con tincién
con HE, con resultados bastante consistentes, como se
detall6 mas arriba.

En conclusién, nosotros proponemos como rango
de referencia para mucosa géstrica en nifos, un con-
teo de Eos en cuerpo de 0-3 Eos/CAM, en antro de 0-3
Eos/CAM y duodeno de 3-17 Eos/CAM. Los Eos estan
presentes normalmente en la mucosa gastroduodenal.
El establecimiento de puntos de corte de referencia, en
edades precoces, universalmente validados en diferen-
tes dreas geograficas, es una necesidad para el clinico,
y este trabajo es un aporte significativo a esta drea de
creciente desarrollo.
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