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Resumo

Sintomas dispépticos de dor ou desconforto na regido epigastrica afetam de 15 a 40%
da populacdo adulta dos paises ocidentais e sdo responsaveis por até 8% das
consultas em nivel de assisténcia primaria de saude. Os custos da dispepsia para a
sociedade sdo substanciais. A maioria dos pacientes dispépticos ndo apresenta
anormalidades anatdmicas ou bioquimicas que justifiguem os sintomas e sdao
classificados como portadores de dispepsia funcional (DF). A fisiopatologia da DF é
complexa e pode envolver alteracbes na motilidade gastroduodenal (capacidade
reduzida de acomodacao gastrica, hipomotilidade antral), hipersensibilidade gastrica e
duodenal, alteragbes no funcionamento do eixo “cérebro-intestino”, fatores
psicossociais e alteracdes gastricas causadas pela infeccdo do Helicobacter pylori.
Associacdo familiar pode existir e alguns autores consideram que caracteristicas
genéticas podem ter papel na etiologia da DF. A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-
HT) e o receptor 1 do neuropeptideo S (NPSR1) podem modular fungcdes motoras e
sensoriais gastrointestinais, e € possivel que alteracdes dos genes que codificam a 5-
HT e o NPSR1 possam estar envolvidos na fisiopatologia da DF. Sendo assim, o
objetivo desse estudo foi avaliar o papel de polimorfismos nos genes HTR3E e NPSR1
na suscetibilidade a DF, bem como avaliar sua associacdo com os sintomas da DF.
Para isso, foram avaliados pacientes com DF segundo os critérios do Consenso Roma
Il e individuos saudaveis sem sintomas gastrointestinais. Os sintomas dispépticos
foram avaliados com questionario validado (PADYQ) e todos os pacientes dispépticos
realizaram endoscopia digestiva alta. A genotipagem de polimorfismos nos genes

HTR3E e NPSR1 foi realizada através da reacdo em cadeia da polimerase em tempo



real (RT-PCR), utilizando sondas alelo-especificas TaqMan®SNP Genotyping Assay
(Applied Biosystems). Ao todo foram avaliados nesse estudo 197 pacientes com DF e
210 individuos controles assintomaticos. A idade meédia do grupo de pacientes
dispépticos foi de 47,8 + 11,9 anos, e 82,2% (162/197) eram mulheres. Os individuos
assintomaticos do grupo controle tiveram idade média de 47,1 =+ 11,1 anos, e 83,3%
(175/210) eram mulheres. O escore meédio do PADYQ no grupo dos pacientes
dispépticos foi de 22,4 + 7,6 e no grupo de individuos controle foi de 0,8+1,9. Com
relacdo as frequéncias alélicas do polimorfismo rs56109847 A/G do gene HTR3E, o
alelo G apresentou frequéncia de 96,7% nos pacientes dispépticos e 96,9% nos
individuos controles (p= 0,878). Quanto ao polimorfismo rs6972158 G/A do gene
NPSR1, o alelo A apresentou a frequéncia de 66,6% nos pacientes dispépticos e de
66,5% nos individuos controles (p=0,983). N&o foram observadas diferencas
significativas nas frequéncias genotipicas dos polimorfismos dos genes HTR3E e
NPSRL1 entre pacientes dispépticos e individuos controles. De forma similar ndo foram
observadas diferencas significativas nas pontuacdes de sintomas de DF entre os
diferentes gendtipos dos polimorfismos analisados. Dessa forma, foi possivel concluir
gue os polimorfismos estudados dos genes HTR3E e NPSR1 ndo foram associados
com a DF. Embora com resultados negativos, a analise desses dois fatores genéticos
no presente estudo, pode ter contribuido na selecdo de marcadores com potencial
relacdo com essa complexa doenca. Novos estudos, avaliando outras variantes

genéticas, poderdo contribuir para o melhor entendimento e tratamento da DF.



Palavras-chave: dispepsia funcional, receptor de serotonina 3E, receptor 1 do

neuropeptideo S, polimorfismos genéticos, sintomas gastrointestinais.
Abstract

Dyspeptic symptoms (epigastric pain and/or disconfort) occur in 15 to 40% of ocidental
adult population, being responsible for up to 8% of medical consultation. Financial costs
associated to dyspepsia are substancial to society. The majority of dyspeptic patients do
not present anatomical or biochemical abnormalities that can justify the symptoms,
being classified as functional dyspepsia (FD) patients. The pathofisiology of FD is
complex and can envolve alterations in gastroduodenal motility, gastric and duodenal
hipersensibility, alterations in function of ‘gut-brain axis’, psychosocial factors and gastric
alterations caused by Helicobacter pylori infection. Some authors consider that genetic
features could have a role in FD’s ethiology. Serotonin or 5-hydroxytryptamine (5-HT)
and neuropeptide S receptor 1 (NPSR1) could modulate motor and sensory
gastrointestinal functions; thus, it is possible that altered genes that normaly codifiy 5-HT
and NPSR1 could be envolved in FD’s fisiopathology. So, the aim of this study was to
evaluate the role of polymorphisms in HTR3E and NPSR1 genes in the susceptibility to

FD, as well as to evaluate its association to FD symptoms. To accomplish that, patients
with FD were evaluated following ‘Rome Consensus IlI' criteria and also healthy

subjects without gastrointestinal symptoms were evaluated. Dyspeptic symptoms were
assessed through a validated questionary (PADYQ), and all dyspeptic patients were
submitted to endoscopy. Polymorphisms in HTR3E and NPSR1 genes were genotyped

with real-time polymerase chain reaction (PCR-RT), using primers allele-specific from

TaqMan®SNP Genotyping Assay (Applied Biosystems). In this study, 197 patients with



FD and 210 healthy assymptomatic individuals were evaluated. Mean age from dyspetic
group was 47.8 + 11.9 years, and 82.2% (162/197) of dyspeptic patients were women.
Control asymptomatic individuals had mean age 47.1 + 11.1 years, and 83.3% (175/210)
of controls were women. Medium PADYQ score in dyspeptic patients was 22.4 + 7.6,
and in control group was 0.8%£1.9. In relation to rs56109847 A/G polymorphism from
HTR3E gene, the allele A presented a frequency of 96.7% in dyspeptic patients and
96.9% in control individuals (p= 0.878). In relation to rs6972158 G/A polymorphism from
NPSR1 gene, the allele A presented a frequency of 66.6% in dyspeptic patients and
66.5% in control individuals (p=0.83). We do not observed significant differences in
allelic frequencies of polymorphisms from HTR3E and NPSR1 genes between dyspeptic
patients and control individuals. We also do not observed significant differences in FD’
symptoms scores between different genotypes of the polymorphisms analyzed. In
conclusion, we found that the polymorphisms from HTR3E e NPSR1 genes studied in
the present work were not associated to enhanced susceptibility of FD and/or to
symptomatic clinical presentation of FD. However, our study could contribut to enhance
the scientific knowledgement available in the literature on the genetic factors related to
FD and could contribute to future research on the mechanisms underlying FD’s
pathofisiology. Besides, studies that investigate the functional role of these genetic

variants may contribute in an important manner to pharmacological management of FD.

Key words: functional dyspepsia, serotonin 3E receptor (HTR3E), neuropeptide S

receptor 1 (NPSR1), genetic polymorphisms, gastrointestinal symptoms.



Apresentacéo

A presente dissertacdo é composta de uma introducdo, que aborda os principais
topicos do estudo, que sdo: dispepsia ndo investigada, dispepsia funcional,
polimorfismos genéticos e as potenciais associacdes entre essas variaveis, atraves de
revisdo de literatura. ApoOs, serdo apresentadas a justificativa, as hipoteses e o0s
objetivos desse estudo, além do artigo cientifico em inglés para ser submetido a
publicacdo. O artigo € composto de Introducdo, Materiais e Métodos, Resultados,
Discussdo, Conclusdo e Referéncias Bibliogréficas, além de um Anexo que € o
guestionario utilizado para a realizacdo desse estudo (PADYQ).

Ao final, serd apresentada a conclusédo sobre os resultados obtidos para cada

objetivo do estudo, as perspectivas futuras e as consideracdes finais.
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1 INTRODUCAO

Dispepsia € um termo usado para definir sintomas digestivos do abdémen
superior, podendo afetar de 13% a 40% da populacdo ocidental. Essa condi¢do pode
ser causada por diferentes doencas digestivas organicas, e uma de suas causas sao as
Ulceras pépticas gastricas ou duodenais. Embora menos frequentes, sintomas
dispépticos podem estar relacionados com doencas malignas, como o cancer gastrico.
Entretanto, a grande maioria dos casos de dispepsia decorre de distlrbios funcionais,
sem a presenca de doencas organicas subjacentes, e essa doenca é chamada de

dispepsia funcional (DF).

O diagndstico da DF é baseado no quadro clinico apresentado pelo paciente, e
0s critérios para estabelecer esse diagnéstico tém sido definidos por diversos
Consensos. O Consenso Roma lll para desordens funcionais gastrointestinais, por
exemplo, define DF como a presenca de sintomas que se presumem serem originados
da regido gastroduodenal na auséncia de doenca organica, sisttmica ou metabdlica
que os justifiquem. Recentemente, o Consenso Roma IV reavaliou os critérios de
definicdo e os manteve praticamente inalterados conforme aqueles estabelecidos pelo

Consenso Roma lll.

Embora DF ndo esteja associada com aumento de mortalidade, ela é
responsavel por piora na qualidade de vida, além de gerar gastos econdémicos

substanciais para seu manejo.
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A fisiopatologia da DF permanece desconhecida, embora varios distarbios
parecam estar envolvidos. Alteragcbes na sensibilidade visceral, na funcdo motora

gastrica, nas funcdes neuroldgicas e psicolégicas podem participar da DF.

Estudos tém demonstrado que polimorfismos genéticos podem também estar
envolvidos, podendo desencadear alteragbes em mecanismos fisiopatolégicos, em
especial aqueles envolvidos em funcbes motoras do trato gastrointestinal e na
sensibilidade gastrica. Entretanto, permanece indefinido o papel de fatores genéticos

nos sintomas dessa doenca.

Sendo assim, esse estudo procurou avaliar alguns genes com potencial para
influenciar a motilidade e a sensibilidade gastrointestinal, na tentativa de elucidar o

papel dos mesmos no desenvolvimendo de sintomas da dispepsia funcional.

1.1 QUESTAO DE PESQUISA

Caracteristicas genéticas estdo associadas a alteracdbes na motilidade e
sensibilidade do estdmago e duodeno, e ao consequente desenvolvimento de sintomas

na dispepsia funcional?

1.2 HIPOTESE

Os polimorfismos dos genes HTR3E e NPSR1 estdo associados ao

desenvolvimento dos sintomas da dispepsia funcional.
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1.3 OBJETIVOS
1.3.1 Objetivo Geral

- Comparar as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos HTR3E e NPSR1

em pacientes dispépticos funcionais vs controles assintomaticos.

1.3.2 Objetivos Especificos
- Avaliar se existe associagdo dos polimorfismos HTR3E e NPSR1 com os subgrupos

da dispepsia funcional.

- Avaliar se existe correlacdo dos genétipos dos polimorfismos HTR3E, NPSR1 com a

intensidade dos sintomas da dispepsia funcional.

1.4 JUSTIFICATIVA

A dispepsia funcional (DF) € uma doenca de alta prevaléncia, a qual ainda néo
possui etiologia nem mecanismos fisiopatoloégicos bem estabelecidos. Os tratamentos
atualmente disponiveis para os pacientes dispépticos funcionais séo insuficientes, com
medicacdes pouco eficientes para o tratamento dos sintomas dispépticos. Alteracdes da
sensibilidade e da motilidade géastrica e duodenal sdo mecanismos suspeitos de
estarem envolvidos na génese dos sintomas dispépticos. O papel de diferentes
polimorfismos genéticos influenciando na acdo de mediadores de sensibilidade e
motilidade na dispepsia funcional ainda ndo esta estabelecido. Alguns estudos
observaram que polimorfismos nos genes HTR3E e NPSR1 podem estar envolvidos

nos sintomas de distUrbios funcionais gastrointestinais, como na Sindrome do Intestino
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Irritavel. Entretanto, os dados s&o inconclusivos, especialmente na DF. A identificagdo
de alteracdes genéticas que possam afetar a sensibilidade e a motilidade visceral de
pacientes dispépticos funcionais podera levar a descoberta de novos alvos
terapéuticos, abrindo assim caminho para o desenvolvimento de novos medicamentos

capazes de melhorar os sintomas e a qualidade de vida desses pacientes.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DISPEPSIA NAO INVESTIGADA

Dispepsia é um termo derivado da lingua grega e significa “digestéo dificil” (dys =
“dificil”; peptein = “digestao”). Atualmente, esse termo € usado para definir sintomas
digestivos do abdémen superior, ndo obrigatoriamente restritos ao periodo pés-prandial.
Pacientes que apresentam pirose e/ou regurgitacdo acida como unicas, ou principais
gueixas, tém sido considerados como portadores da doenca do refluxo gastroesofagico

(DRGE), e ndo como portadores de dispepsia.

2.1.1 Epidemiologia da dispepsia nao investigada

Sintomas dispépticos sdo muito frequentes em adultos. Dispepsia afeta de 13% a
40% da populacao ocidental[1, 2]. Estudo de base populacional realizado na Argentina
demonstrou prevaléncia de 43,2% de dispepsia na populacéo.[2] A predominancia é
maior em mulheres, sendo estavel ou declinante com a idade. Os sintomas dispépticos
costumam apresentar grandes flutuacées e podem ser a causa de mais de 8% das

consultas médicas. [1,3]
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Um estudo de base populacional avaliou a prevaléncia de dispepsia néo
investigada no Brasil.[3] Foram entrevistados, por telefone, 1510 individuos em todo o
Brasil através de aplicacdo de questionario de sintomas dispépticos. A amostra
representou aproximadamente 51% da populagéo brasileira. A prevaléncia de sintomas

dispépticos, segundo os critérios Roma lll, foi de 40,9%.

Mundialmente, menos de 25% dos pacientes com dispepsia ndo investigada
procuram auxilio médico em razdo dos seus sintomas. No estudo brasileiro, [3] foi
constatado que a busca por recursos medicos foi de 34,1% e de 19,9% para mulheres e

homens, respectivamente (P<0,001).

2.1.2 Causas da dispepsia ndo investigada

Estudos realizados em pacientes dispépticos tém demonstrado que apenas
cerca de 30% apresentam anormalidades organicas definidas que possam explicar os
sintomas. A utilizacdo da endoscopia digestiva alta tem evidenciado que alteracfes

anatbmicas em pacientes com dispepsia sdo encontradas na minoria dos casos. [4]

Sintomas dispépticos podem ser causados por diferentes doencas digestivas, em
particular doencas que afetam o estdmago e o duodeno. Uma das suas causas mais
frequentes sdo as Ulceras pépticas gastricas ou duodenais. Embora Ulceras possam
resultar do uso de medicamentos, como 0s analgésicos e anti-inflamatérios, a maioria
dos casos é causada pela infecgcdo do estdmago pelo Helicobacter pylori. Em alguns
pacientes, os sintomas dispépticos podem ter origem em outros 6rgaos, como, por

exemplo, serem causados por doencas pancredticas ou biliares. Embora menos
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frequentemente, sintomas dispépticos podem estar relacionados com doencas
malignas, como o cancer gastrico. Entretanto, a grande maioria dos casos de dispepsia
decorre de distarbios funcionais, sem a presenca de doencgas organicas subjacentes, e
essa doenca € chamada de dispepsia funcional. Para se estabelecer o diagnéstico
definitivo de dispepsia funcional, € necessario excluir a presenca de doencas organicas

como Ulceras, tumores, calculos biliares, entre outros.

Apenas a avaliacdo das caracteristicas e da intensidade dos sintomas
dispépticos ndo é suficiente para distinguir dispepsia funcional daquela decorrente de
doencas organicas. Pacientes dispépticos acima de 40 anos, ou que apresentem
histéria familiar de cancer do aparelho digestivo, ou que apresentem “sinais de alarme”
como emagrecimento, vdmitos com sangue, anemia, febre, massa abdominal palpavel
ou ictericia devem sempre ser submetidos a exames complementares, para ser
avaliada a possivel presenca de doencas organicas como causa dos seus sintomas.
Endoscopia digestiva alta, que possibilita a avaliacéo direta do es6fago, estomago e
duodeno, € o exame mais importante para esclarecer o diagnéstico diferencial entre
dispepsias organicas e funcionais. Além disso, através do exame endoscopico também
€ possivel pesquisar a presenca do Helicobacter pylori. Exames laboratoriais
(hematologicos, parasitologico de fezes, entre outros) e ecografia abdominal também
podem ser Uteis no esclarecimento dos sintomas. Estes testes permitem avaliar alguns
orgaos que circundam o estébmago, como pancreas, figado, vesicula e vias biliares. A
relacdo de intolerancia alimentar com sintomas dispépticos, em especial a lactose,

frutose e glaten também deve ser avaliada em alguns casos. Tomografia
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computadorizada e ressonancia nuclear magnética sdo utilizadas apenas em situacdes

especiais.

Um estudo desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa [9] realizou endoscopia
digestiva alta em 842 pacientes adultos dispépticos da comunidade, sem sintomas ou
sinais “de alarme” sugestivos de doencas organicas e sem sintomas sugestivos de
doenca do refluxo gastroesofagico. Os achados endoscopicos nos 842 pacientes
dispépticos foram os seguintes: 39 pacientes com Ulceras, 5 com neoplasias géastricas
(4 adenocarcinomas e 1 linfoma tipo MALT), 161 com esofagite de refluxo e 6 com
outras alteracdes (doenca celiaca, varizes esofégicas, acalasia). Os demais 642
pacientes (76%) foram considerados como dispépticos funcionais por ndo terem
evidenciado alteragcdes endoscopicas que explicassem os sintomas (endoscopias
normais ou apenas com gastrites e duodenites). Nessa populacdo de dispépticos
funcionais foi constatada a positividade do H. pylori em 66% dos pacientes e todos

esses apresentavam gastrites histologicas.

2.2 DISPEPSIA FUNCIONAL

Dispepsia funcional (DF), ou também conhecida como dispepsia ndo ulcerosa, é
uma desordem heterogénea caracterizada por periodos de alivio e de exacerbacdes
dos sintomas dispépticos. O seu diagnéstico em geral é definido quando, apos
avaliagcdo completa de pacientes com dispepsia, ndo se identificam causas organicas

para os sintomas. Os mecanismos fisiopatoldégicos responséveis pela dispepsia
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funcional ainda sdo mal definidos e o tratamento dessa doenca costuma ser pouco

eficiente. [2, 5, 6]

Embora DF ndo esteja associada com aumento de mortalidade, ela é
responsavel pela piora na qualidade de vida dos pacientes, além de gerar gastos
econdmicos substanciais. [7] Um estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa
demonstrou importantes repercussfes da dispepsia sobre a produtividade no

trabalho.[6]

Portanto, aproximadamente 40% da populagdo brasileira & portadora de
dispepsia[3] e, como ficou demonstrado no estudo do nosso grupo,[8] 76% dos

pacientes com sintomas dispépticos, séo dispépticos funcionais.

2.2.1 Critérios para o diagnostico da dispepsia fun  cional

Segundo o Consenso Roma lIl,[2] os critérios para o diagndstico da dispepsia

funcional devem incluir:
I- Um ou mais dos seguintes sintomas ao menos uma vez por semana:

a. Plenitude pds-prandial desconfortavel
b. Saciedade precoce
c. Dor epigastrica

d. Queimacéo epigastrica

II- Nenhuma evidéncia de doencas estruturais (incluindo endoscopia digestiva alta) que

possam explicar os sintomas. Para o diagnostico de dispepsia funcional os critérios
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diagndsticos deverdo estar presentes nos ultimos 3 meses com o0s sintomas tendo

iniciado pelo menos 6 meses antes do diagnaostico.
O Consenso Roma lll sugere a presenca de dois subgrupos da dispepsia funcional:

1-SINDROME DO DESCONFORTO POS-PRANDIAL (SDPP), que consiste na
presenca de sintomas dispépticos induzidos pelas refeicbes que podem ser: A-
Plenitude pds-prandial desconfortavel, ocorrendo apés refeicbes de volume normal,
pelo menos varias vezes por semana; B- Saciedade precoce que impede a ingestao de

uma refeicéo regular, pelo menos varias vezes por semana.

2-SINDROME DA DOR EPIGASTRICA (SDE), que deve incluir todos os seguintes
sintomas: A- dor ou queimacdo localizada no epigastrio de pelo menos moderada
intensidade pelo menos uma vez por semana; B- a dor deve ser intermitente; C- n&o
deve ser uma dor generalizada nem sentida em outras regides do abdémen ou do
torax; D- a dor ndo ser aliviada pelas evacuacdes ou por eliminacdo de flatos; E- a dor

nado preenche critérios para doencas da vesicula biliar ou do esfincter de Oddi.

2.2.2 Fisiopatologia da dispepsia funcional

A fisiopatologia da DF permanece desconhecida, embora varios distarbios
estejam envolvidos. Alteragcdes na sensibilidade visceral, na funcdo motora géastrica, nas
funcdes neurolégicas e psicologicas podem participar na DF.[9] Embora varios
potenciais mecanismos patogénicos possam ligar a infeccdo pelo H. pylori com a
dispepsia funcional, ainda nao foi estabelecida uma clara relagdo entre as alteragbes

gastricas causadas pela bactéria e a presenca de sintomas dispépticos, e permanece
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controversa a participagdo de mecanismos patogénicos relacionados com a infeccdo
pelo H. pylori, na etiologia dos sintomas da dispepsia funcional. Um estudo realizado
pelo nosso grupo de pesquisa [9] demonstrou beneficio nos sintomas da dispepsia

funcional apds o tratamento de erradicagéo do H. pylori.

Dos mecanismos possivelmente envolvidos na fisiopatologia da DF,
anormalidades na func&o motora e hipersensibilidade visceral sdo importantes.[10, 11]
No entanto, os fatores que podem desencadear alteracbes nesses mecanismos ainda
ndo estdo estabelecidos. Estudos tém demonstrado que polimorfismos genéticos
podem estar envolvidos, podendo desencadear alteracbes em mecanismos
fisiopatologicos, em especial aqueles envolvidos em fun¢cdes motoras do trato
gastrointestinal e na sensibilidade gastrica. [12]

O presente estudo procurou avaliar alguns genes com potencial para influenciar
a motilidade e a sensibilidade gastrointestinal, na tentativa de elucidar o papel dos

mesmos no desenvolvimendo de sintomas da dispepsia funcional.

2.2.3 Diagnostico da dispepsia funcional

N&o existem testes diagnosticos especificos para a DF. O diagndstico deve ser
feito através da avaliagdo da histéria clinica, através da realizacdo de exames fisicos e
laboratoriais para avaliacdo geral dos pacientes e também através da exclusdo de
outras causas organicas ou bioquimicas que possam justificar os sintomas dispépticos.
A endoscopia é 0 exame mais indicado para o diagnéstico da DF, mas nem sempre €

necessaria. Nos casos de dispepsia em pacientes com idade mais avancada (no nosso
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meio acima de 35-40 anos), ou naqueles com indicios de doengas organicas (sintomas
ou sinais de alarme), o estudo endoscoépico deverd ser realizado. Pacientes jovens,
sem sinais de alarme, com eventos psicossociais relevantes que coincidem com a piora
dos sintomas, com histéria longa e repetitiva, com investigacdo prévia negativa para
achados organicos e com superposicdo com outros sintomas funcionais (como
sindrome do intestino irrithvel), ndo necessitam de investigagbes complementares e

devem ter o diagnéstico de inclusdo de DF.

2.2.4 Tratamento da DF

A grande quantidade de tratamentos disponiveis para a DF reflete as dificuldades
na compreensdo dos mecanismos fisiopatologicos envolvidos e a caréncia de
tratamentos eficazes. Um importante aspecto da terapéutica é o esclarecimento do
paciente sobre a sua doenca. Deve ser confirmado que a doenca ndo é imaginaria,
devem ser abordados os fatores psicossociais que podem estar desencadeando 0s
sintomas e podem ser fornecidas algumas orientacdes alimentares. Os pacientes
devem evitar medicacdes que possam estar envolvidas na génese dos sintomas,

especialmente antiinflamatorios ndo esterdides (AINES) e acido acetil salicilico (AAS).

Medicacdes procinéticas (metoclopramida, domperidona, bromoprida) e as
bloqueadoras da secrecdo acida, como os bloqueadores H2 (cimetidina, famotidina,
ranitidina, nizatidina) ou os inibidores da bomba de protons (IBPs — omeprazol,
pantoprazol, lansoprazol, rabeprazol, esomeprazol), continuam sendo os medicamentos
de primeira linha no tratamento da DF. O problema é que muitos pacientes necessitam

utilizar esses tratamentos, nédo curativos e de alto custo, por longos periodos de tempo.
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O papel da infeccao do trato gastrointestinal por H. pylori na fisiopatologia dos sintomas
na dispepsia funcional ainda nédo estd bem esclarecido. Apesar de controverso, alguns
autores tém recomendado prescrever medicamentos para a erradicagédo do H. pylori em

pacientes com dispepsia mesmo na auséncia de sintomas de alarme.[8, 9, 12-14]

2.3 GENES ENVOLVIDOS NA SENSIBILIDADE E MOTILIDADE GASTRICA

2.3.1 Gene do sistema serotonérgico: HTR3E

As funcbes do trato gastrointestinal (TGI), como secrecao, sensibilidade,
motilidade e absorcdo, sédo reguladas e coordenadas pelo organizado e complexo
sistema nervoso entérico. Dentre os fatores enddégenos que afetam tais fungdes, a
serotonina, também conhecida como 5-hidroxitriptamina (5-HT), € uma das moléculas
mais importantes.[14] Devido a sua grande importancia nas funcbes do TGI,
polimorfismos em genes do sistema serotonérgico tém sido estudados como candidatos
no desenvolvimento da dispepsia funcional.[10, 15, 16]

A motilidade gastroduodenal e a sensibilidade visceral, por exemplo, sdo
moduladas pela liberacdo de 5-HT pelas células enterocromafins, encontradas na base
das criptas epiteliais do TGI, as quais contém mais de 90% da 5-HT total do corpo
humano. Apds ser liberada no TGI, a 5-HT pode ligar-se a sete tipos de receptores
serotonérgicos (5-HT1 a 5-HT7), que diferem em sua estrutura, mecanismo molecular e
funcéo. [12, 14, 15, 17]

Os receptores conhecidos por afetar as fungcdes de motilidade e sensibilidade

gastroduodenal compreendem os receptores 5-HT1-4 e 5-HT7.[17] Os receptores 5-
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HT3 s&o canais ibnicos dependentes de ligantes que estdo presentes nos neurdnios do
sistema nervoso central e entérico, nos terminais dos neurdnios aferentes primarios
viscerais, nas células intersticiais de Cajal e nos enterocitos.[14, 15] Estes receptores
estdo estruturados como complexo pentameérico, constituido pelas subunidades
nomeadas de 5-HT3A, B, C, D e E.[14]

A subunidade 5-HT3E é codificada pelo gene HTR3E, que esta localizado no
cromossomo 3. Baseado em andlises de bioinformatica e dados da literatura, o
polimorfismo rs56109847(transicdo G—>A) esta localizado na regido 3’ ndo traduzida (3'-
UTR, do inglés, untranslated region) do gene HTR3E, onde se situa um sitio de
reconhecimento para a ligagdo do micro-RNA-510 (miRNA-510). A variante A do
polimorfismo rs56109847 afeta a ligagdo do miRNA-510 a regido 3'-UTR do gene, o0 que
leva a um aumento na expressao do gene HTR3E em células do intestino. Um estudo
com populacdo chinesa demonstrou que o gendtipo AA foi associado ao risco
aumentado de ocorréncia da forma diarréica da Sindrome do Intestino Irritavel, entre

mulheres chinesas da etnia Han.[18]

Sabe-se que a DF é um distarbio com fisiopatologia complexa, incluindo
anormalidades motoras gastrointestinais, sensagcdo visceral alterada, fatores
psicossociais e genéticos. Sabe-se ainda que fatores genéticos podem influenciar a
suscetibilidade ao DF na presenca de fatores exdégenos, como a infec¢éo por H. pylori.
Estudos que investigam possiveis associacdes entre DF e genotipos relacionados a
motilidade e sensacgéo gastrintestinal, bem como a inflamacdo ou resposta imune, sao

limitados por varias ressalvas e tém alcancado resultados inconclusivos. Por esse
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motivo, novos estudos se fazem necessarios, a fim de melhor compreender a
patogénese dessa sindrome e potencialmente levar a ferramentas genéticas de

diagndstico e, finalmente, a novas opc¢oes terapéuticas para a DF.[21]

Alguns estudos na literatura investigaram a associacdo entre polimorfismos
genéticos e alguns disturbios gastrointestinais. ZHANG et al., 2016 verificaram em seu
estudo que a variante funcional do gene do receptor de serotonina 3E (HTR3E) esta
associada a ocorréncia da forma diarréica da sindrome do intestino irrithvel em
mulheres britanicas. No entanto, a relagcdo do polimorfismo tanto para a expressao de
HTR3E no intestino quanto para a ocorréncia de disturbios gastrintestinais funcionais
em outras popula¢des ainda precisam ser melhor elucidadas.[20], ja TOYOSHYMA et
al., 2011 sugerem em seu estudo a hipétese de que um alelo da serotonina possa estar
associado com sindrome de sofrimento pos-prandial. Outro estudo de LELYVELD et al.,
2008, relata que ha evidéncias acumuladas de uma predisposicdo genética para o
desenvolvimento de um disturbio gastrointestinal funcional, e que a identificacdo dos

fatores genéticos pode melhorar a compreensdo dos mecanismos fisiopatoldgicos

subjacentes.[17]
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2.4 RECEPTOR 1 DO NEUROPEPTIDEO S - NPSR1

O receptor 1 do neuropeptideo S (NPSR1) é um receptor acoplado a proteina G
7-transmembrana e, tal qual o seu ligante neuropeptideo S (NPS), é expresso
principalmente no cérebro, mediando respostas de ansiedade e estresse, como 0
complexo amigdaldide e o nacleo hipotalamico paraventricular e no hipocampo.[19]

O NPSR1 também foi encontrado expresso em areas relacionadas ao sistema de
controle descendente da dor, como a periaquedutal cinza, ndcleos da rafe e nucleo
parabraquial lateral. A antinocicepcdo induzida por administracdo intra-
cerebroventricular de NPS sugere um possivel papel do sistema NPS-NPSR1 na
regulacdo da transmissdo da dor.[20] Além do mais, 0 NPSR1 também possui padrao
de expressao nas células enteroenddcrinas e no sistema nervoso entérico (ENS), e os
segundos mensageiros (por exemplo, Ca’™ e cAMP) ativados pela interacio NPS-
NPSR1, sugerem que este sistema possa modular as fun¢cdes motoras e sensoriais
gastrointestinais.

O gene NPSR1 tem recebido muita atencdo, pois evidéncias sugerem que este
gene pode estar associado a suscetibilidade a asma, bem como a doenca inflamatoria
intestinal.[21, 22]

O gene do NPSR1 esta localizado no cromossomo 7. O polimorfismo rs1379928
€ uma variante desse gene, na qual ha uma transicdo de A para G (troca de base). H&
poucos dados na literatura acerca da relacdo entre o polimorfismo rs1379928 e
doencas do TGI; apesar disso, recentemente, polimorfismos NPSR1 foram associados

a velocidade de transito coldnico (rs2609234, rs6972158 e rs1379928), a dor visceral,
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meteorismo e urgéncia evacuatoria (rs1379928).[1] CAMILLERI et al. 2009 observaram
gue a sinalizacdo NPS-NPSR1 induziu aumento da expressdo de colecistocinina,
peptideo intestinal vasoativo, peptideo YY e somatostatina; além disso, varios
SNPs(polimorfismo denucleotideo simples) NPSR1 se mostraram associados a funcdes
motoras ou sensoriais individuais. O polimorfismo rs1379928, por exemplo, foi
associado a avaliagbes sensoriais de dor, meteorismo e urgéncia na distensao colonica.
As variantes do NPSR1, por outro lado, estdo associadas ao transito colonico em
desordens funcionais do trato gatrointestinal; no entanto, o papel do sistema NPS

nessas desordens ainda necessita ser melhor esclarecido.[23]

ACEVEDO et al. 2017 identificaram um promotor SNP (rs2530547) que afeta
significativamente a expressédo de luciferase em ensaios repoérter génico e niveis de
MRNA NPSR1 em leucdcitos humanos.[23] Além disso, esses autores detectaram
diferencas quantitativas nos perfis transcricionais de genoma induzidos por NPS e
atividades de luciferase dependentes de CRE (CAMP response element) associadas a
trés SNPs ndo sinbnimos de NPSR1 (rs324981 [lle107Asn], rs34705969 [Cys197Phe],
rs727162 [Arg241Ser]), com uma variante de codificagdo exibindo um fendtipo de perda
de funcéo (197Phe), sugerindo que diferentes combinacdes cis desses SNPs funcionais
afetam de forma varidvel o risco de doenca. Tais achados podem auxiliar a decifrar a
complexidade do locus NPSR1 e seu impacto em vérias condicdes humanas; além
disso, sugerem que antagonistas de NPS ja descritos podem apresentar relevancia

farmacogenética potencial.[23]
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Portanto, o estudo de novos marcadores genéticos potencialmente associados

com a dispepsia funcional podem ser importantes.
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Abstract

Introduction and objectives : Functional dyspepsia ( FD) is a high prevalence
gastrointestinal disease with a complex fisiopathology, which can envolve alterations in
gastroduodenal motility, gastric and duodenal hipersensibility. Serotonin or 5-
hydroxytryptamine (5-HT) and neuropeptide S receptor 1 (NPSR1) could modulate
motor and sensory gastrointestinal functions; thus, it is possible that altered genes that
normaly codifiy 5-HT and NPSR1 could be envolved in FD’s fisiopathology. So, the aim
of this case-control study was to evaluate the role of polymorphisms in HTR3E and
NPSRL1 genes in the susceptibility to FD, as well as to evaluate its association to FD

symptoms.

Population and methods: Patients with FD were evaluated following ‘Rome Consensus
III" criteria and also healthy subjects without gastrointestinal symptoms were evaluated.
Dyspeptic symptoms were assessed through a validated questionary (PADYQ), and all

dyspeptic patients were submitted to endoscopy. Polymorphisms in HTR3E and NPSR1
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genes were genotyped with real-time polymerase chain reaction (PCR-RT), using

primers allele-specific from TaqMan®SNP Genotyping Assay (Applied Biosystems).

Results: In this study, 197 patients with FD and 210 healthy assymptomatic individuals
were evaluated. Mean age from dyspetic group was 47.8 £ 11.9 years, and 82.2%
(162/197) of dyspeptic patients were women. Control asymptomatic individuals had
mean age 47.1 =+ 11.1 years, and 83.3% (175/210) of controls were women. Medium
PADYQ score in dyspeptic patients was 22.4 + 7.6, and in control group was 0.8+1.9. In
relation to rs56109847 A/G polymorphism from HTR3E gene, the allele A presented a
frequency of 96.7% in dyspeptic patients and 96.9% in control individuals (p= 0.878). In
relation to rs6972158 G/A polymorphism from NPSR1 gene, the allele A presented a
frequency of 66.6% in dyspeptic patients and 66.5% in control individuals (p=0.83). We
do not observed significant differences in allelic frequencies of polymorphisms from
HTR3E and NPSR1 genes between dyspeptic patients and control individuals. We also
do not observed significant differences in FD symptoms scores between different

genotypes of the polymorphisms analyzed.

Conclusions: In conclusion, we found that the polymorphisms from HTR3E e NPSR1
genes studied in the present work were not associated to enhanced susceptibility of FD
and/or to symptomatic clinical presentation of FD. However, our study could contribut to
enhance the scientific knowledgement available in the literature on the genetic factors

related to FD and could contribute to future research on the mechanisms underlying
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FD’s pathofisiology. Besides, studies that investigate the functional role of these genetic

variants may contribute in an important manner to pharmacological management of FD.

Key words: functional dyspepsia, serotonin 3E receptor (HTR3E), neuropeptide S

receptor 1 (NPSR1), genetic polymorphisms, gastrointestinal symptoms.

INTRODUCTION

Dyspepsia is a term used to define upper abdomen digestive symptoms and can
affect 13% to 40% of the western population.[1] Can be caused by different organic
digestive diseases such as peptic ulcers and gastric cancer.[2] However, most cases of
dyspepsia result from functional disorders, without the presence of underlying organic
diseases, which is called functional dyspepsia ( FD).[3, 4] Although FD is not associated
with increased mortality, it is responsible for a deterioration in quality of life and

generates substantial economic expenses. [3, 5]

The diagnosis of FD is based on the clinical picture and the criteria for
establishing this diagnosis have been defined through consensus. The Rome IlI[6]
Consensus for gastrointestinal functional disorders defines FD as the presence of
symptoms that are presumed to originate from the gastroduodenal region in the absence
of justifying organic, systemic or metabolic disease. Recently, the Rome IV Consensus
has reevaluated the criteria for the definition of FD, and has practically unchanged the

criteria established by the Rome Il Consensus.[6]
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The pathophysiology of FD remains unknown, although several disorders are
involved. Changes in visceral sensitivity, gastric motor function, neurological and
psychological functions may participate in FD.[7] Serotonin or 5-hydroxytryptamine (5-
HT) REF and neuropeptide S receptor 1 (NPSR1) can modulate gastrointestinal motor

and sensory functions.[2, 4, 8-12]

Genetic factors may be involved in FD, although studies evaluating this
association have yielded controversial results.[5, 13-18] Genetic polymorphisms related
to gastrointestinal motility and sensitivity may be involved in the pathophysiological
mechanisms of digestive functional diseases. However, the role of genetic factors in the

symptoms of these diseases remains undefined.[2, 8, 9, 11, 13, 14, 17]

The aim of this study was to evaluate the potential role of allelic and genotypic

frequencies of HTR3E and NPSR1 polymorphisms in functional dyspepsia.

METHODS

Case-control study conducted at the Porto Alegre Hospital de Clinicas (HCPA) and the

Laboratory of Human Molecular Genetics at the Lutheran University of Brazil (ULBRA).

Population

The study population consisted of two groups: Group 1 (patients) with 197

patients with FD and Group 2 (controls) with 210 asymptomatic blood donors.
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The sample of patients with FD was obtained from the HEROES Trial
(Helicobacter Eradication Relief Of Dyspeptic Symptoms), a randomized, double-blind,
placebo-controlled clinical trial aimed at analyzing the benefits of H. pylori eradication in
FD patients (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT00404534). All patients participating in the
present study signed an informed consent form regarding the current project (GPPG /

HCPA: 07-590), authorizing the collection of blood samples for DNA extraction.

The patients included in this study were residents of the metropolitan region of
Porto Alegre diagnosed with FD, according to the criteria of the Rome Il Consensus, of

both sexes, over 18 years old, Helicobacter pylori positive.

Exclusion criteria  were: patients with clinical picture suggestive of
gastroesophageal reflux disease, who presented heartburn or regurgitation as the only
or main symptoms; exclusive symptoms of irritable bowel syndrome; previous history of
peptic ulcer disease; clinical manifestations of organic disease (“warning signs”):
anorexia, anemia, dysphagia, digestive bleeding, weight loss greater than 10% of body
weight and abnormal physical examination suggestive of organic disease; clinical picture
suggestive of symptomatic biliary lithiasis; previous high endoscopic investigation with
organic alterations; past upper gastrointestinal surgery; previous treatment for
Helicobacter pylori; presence of significant comorbidities (liver disease, heart disease,
kidney disease, and neuropathy); previous diagnosis of systemic diseases or use of
medications that are known to interfere with motility or sensitivity of the upper
gastrointestinal tract; pregnancy or women of child-bearing age who do not use safe

contraceptive methods; reduced intellectual level that makes it impossible to properly
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understand the objectives of the study, not accepting to participate in the study and / or

signing the Informed Consent Form.

Study Procedures in the Dyspeptic Patients Group

Patients eligible to participate in the study were referred for laboratory and
endoscopic exam collection. Endoscopies were performed at HCPA. The patients
underwent gastric biopsies for histological evaluation and H. pylori research. The
positivity of H. pylori was confirmed by the urease test and the pathological examination

of gastric biopsies (Hematoxylin-Eosin and Giemsa).

The presence and intensity of dyspeptic symptoms were assessed by the PADYQ
guestionnaire (Porto Alegre Dyspeptic Symptoms Questionnaire).[19] PADYQ is a
validated questionnaire that allows quantitative analysis of dyspeptic symptoms. It
consists of 11 questions that evaluate the frequency, duration and intensity of dyspeptic
symptoms in the previous 30 days. The score ranges from 0 (no symptoms) to 44

(severe symptoms). The questionnaire was applied by trained interviewers.

Molecular analyzes were performed on 197 patients with functional dyspepsia.

The control group consisted of healthy blood donors from the Blood Bank of the
Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Inclusion criteria were as follows: individuals of
both sexes, over 18 years old, who did not present digestive complaints, nor previous
gastrointestinal diseases or surgeries. PADYQ was applied to all participants and those
with total scores greater than 7 were excluded, since in PADYQ validation some

individuals not considered dyspeptic had low symptom scores (maximum score for
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normals is 7). All patients in the Control group signed a GPPG / HCPA-approved IC
(project 10-0473), authorizing their participation in the study. We evaluated 210

individuals in the control group.

Polymorphisms genotyping

DNA samples were extracted by the salting-out method as described by Labhiri
and Nurnberger. Polymorphisms genotyping was performed by using pre-designed real-
time PCR TagMan® Assays (Applied Biosystems Inc, Foster City, USA) on a
StepOnePlusTM Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems Inc, Foster City, USA).
PCR conditions consisted of an initial denaturation at 95°C for 10 min, following of 40

cycles at 95°C for 15 s, and 60°C for 1 min.

Study outcomes

In the case-control analysis, genotype frequencies of the polymorphisms studied
were compared between patients and controls in codominance and dominant/recessive
genetic models. Genotype frequencies were also compared among patients according
EPS and PDS subtypes. In the analysis of clinical expression of dyspeptic symptoms,
the mean of symptoms scores was compared among patients in accordance with the
genotypes of the polymorphisms, in the codominance and dominant/recessive genetic

models.
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Statistical analysis

The quantitative variables were described as mean (and standard deviation) or
median (and interquartile range). Absolute and relative frequencies were used for
categorical variables, as well as Chi-square test with Yates correction and Fisher exact
test. To evaluate survival, Kaplan-Meier method was applied and the curves were
compared using the log-rank test. The confounding factors were controlled by
multivariate Cox proportional hazards model when the variables presented p < 0.25 in
the univariate analysis. The effect measure used was the hazard ratio in conjunction
with a confidence interval of 95%. The significance level adopted was 5% (p < 0.05) and

the analyses were performed in the SPSS program version 21.0.

Ethics

This study is linked to the HEROES study approved at the GPPG of the Porto
Alegre Hospital de Clinicas (No. 05-422), for which all patients signed the Informed
Consent Form (ICF), in which patients authorized use of data in future research.

The project was developed according to Resolution 466/12 of the National Health
Council (CNS), which guides the ethical aspects of research on human beings in Brazil,
after approval by the Research Ethics Committee of the Hospital de Clinicas de Porto

Alegre.
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RESULTS

We evaluated 197 patients with functional dyspepsia and 210 asymptomatic
controls. As shown in Table 1, the mean age of the dyspeptic group was 47.8 + 11.9
years, 82.2% (162/197) were women and 84.8% were white. Asymptomatic individuals
in the control group had a mean age of 47.1 + 11.1 years, 83.3% (175/210) were women
and 75.7% were white. The mean PADYQ score in the dyspeptic group was 22.4 * 7.6,
whereas in the control group it was 0.8 + 1.9.

Regarding clinical characteristics, dyspeptic patients were subdivided according
to the FD subtype: 46.7% of them were classified as epigastric pain syndrome and
53.3% as postprandial discomfort syndrome. 47.7% reported having dyspeptic
symptoms for more than 5 years, 66.5% consumed coffee, 43.1% were past or active

smokers and 13.7% reported current or former alcohol consumption.

Genetic Polimorphisms: dyspeptic patients X control individuals

Genotipic and allelic frequencies for the studied polymorphisms in dyspeptic
patients and control individuals are resumed in table 2. In relation to allelic frequencies
of rs56109847 A/G polymorphism from gene HTRS3E, the alelle G presented a frequency
of 96.7% in dyspeptic patients and 96.9% in control individuals (p= 0.878). In relation to

rs6972158 G/A polymorphism from gene NPSR1, the alelle A presented a frequency of
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66.6% in dyspeptic patients and of 66.5% in control individuals (p=0.983). Significant
differences were not observed in genotipic frequencies of the polymorphisms from
genes HTR3E and NPSR1 between dyspeptic patients and control individuals. We also
do not observed significant differences in FD symptoms scores between different

genotypes of the polymorphisms analyzed.

Genetic polymorphisms X clinical expression of dysp eptic symptoms

Table 3 shows the genotypic and allelic frequencies of the polymorphisms studied in
dyspeptic patients, grouped according to the functional dyspepsia subtype presented.

Table 4 shows total and individual symptom scores (PADYQ) according to NPSR1
rs6972158 genotypes, while table 5 shows total and individual symptom scores

(PADYQ) according to HTR3E rs56109847 genotypes.



Table 1. Demographic and clinical features of functional dyspepsia patients and

controls.
Variable Patients Controlsn=210
n=197 (%) (%)
Age, mean = SD (years) 47.8+11.9 47.1+11.1
Gender
Female 162 (82.2) 175 (83.3)
Male 35 (17.8) 35 (16.7)
Race (white) 167 (84.8) 159 (75.7)
Dyspepsia subtypes
Epigastric syndrome pain 92 (46.7) N/A
Postprandial distress syndrome 105 (53.3) N/A
Duration of dyspepsia > 5 years 94 (47.7) N/A
Coffee drinker 131 (66.5) N/A
Smoking status
Never 112 (56.9) N/A
Current/Former 85 (43.1) N/A
Alcohol intake
Never 170 (86.3) N/A
Current/Former 37 (13.7) N/A

N/A Not applicable



Table 2. Genotype and allele frequencies of the polymorphisms studied in FD patients

and controls.

Patients Controls P
n=197 (%) n=209 (%)

NPSR1 rs6972158

Genotypes 0.857
GG 21 (10.7) 24 (11.5)
GA 83 (42.1) 92 (44.5)
AA 93 (47.2) 93 (44.0)

Alleles 0.983
G 125 (33.4) 140 (33.5)
A 249 (66.6) 278 (66.5)

HTR3E rs56109847

Genotypes 0.876
AG 13 (6.6) 13 (6.2)
GG 184 (93.4) 196 (93.8)

Alleles 0.878
A 13 (3.3) 13 (3.1)
G 381 (96.7) 405 (96.9)
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Table 3 - Genotype and allele frequencies of the polymorphisms studied in patients

according FD subtypes.

EPS DPS P
n=92 (%) n=105 (%)
NPSR1 rs6972158
Genotypes 0.209
GG 6 (6.5) 15 (14.3)
GA 40(43.5) 43 (41.0)
AA 46 (50.0) 47 (44.8)
Alleles 0.167
G 52 (28.3) 73 (34.8)
A 132 (71.7) 137 (65.2)
HTR3E rs56109847
Genotypes 0.593
AG 7 (7.6) 6 (5.7)
GG 85 (92.4) 99 (94.3)
Alleles 0.599
A 7 (3.8) 6 (2.9)
G 177 (96.2) 204 (97.1)

EPS: epigastric pain syndrome; PDS: postprandial syndrome.
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Table 4 - Total and individual symptom scores (PADYQ) according to NPSR1

rs6972158 genotypes.

PADYQ* score NPSR1 P
genotypes
AA AG GG
Upper abdominal pain 7.75+3.19 7.89 £ 3.16 7.20+4.18 0.932
Nausea 5.52+4.24 4.32 +4.00 490+4.33 0.195
Vomiting 0.48 +0.87 0.37+0.91 0.60+1.07 0.587
Abdominal bloating 9.02+2.61 8.70+2.84 8.40+275 0.759
Early satiety 2.15+1.45 1.73 +£1.66 1.91+1.57 0.350
Total score 24.92 +6.75 23.02+7.31 22.6 +9.04 0.389

Data are presented as the mean + standard deviation or number (percentage).

*PADYQ: Porto Alegre Dyspeptic Symptoms Questionnaire (Sander et al., 2004)
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Table 5 - Total and individual symptom scores (PADYQ) according to HTR3E

rs56109847 genotypes.

PADYQ* score HTR3E genotypes P
AG GG
Upper abdominal pain 7.38 + 3.52 7.81+3.22 0.602
Nausea 5.54 +£4.13 4.86+4.16  0.590
Vomiting 0.62+1.04 0.42 + 088 0.535
Abdominal bloating 9.15+ 2.97 8.79+274 0.355
Early satiety 1.62 +1.39 1.95+1.60 0.442
Total score 24.31 £ 841 23.84+7.09 0.876

Data are presented as the mean + standard deviation or number (percentage).

*PADYQ: Porto Alegre Dyspeptic Symptoms Questionnaire (Sander et al., 2004)

DISCUSSION

For the purpose of this study, data were obtained through homogeneous sample

analysis of patients with functional dyspepsia, which were compared with a properly

matched group of blood donors without digestive complaints. To evaluate the intensity of

symptoms, a valid dyspepsia questionnaire was used and genotyping was performed in
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100% of the sample. Our sample of patients and controls is similar to other studies on
these associations.

Serotonin is one of the most important molecules in the sensory, secretory, and
motor functions of the gastrointestinal tract, and polymorphisms in serotonergic system
genes have been studied as candidates for the development of functional dyspepsia.[8,
13, 17] A study has shown that polymorphisms in Serotonergic system genes have been
associated with increased risk of diarrheal form of Irritable Bowel Syndrome (IBS-D),
one of the most prevalent digestive functional diseases. ZHANG et al., 2016 found that
the functional variant of the serotonin 3E receptor gene (HTR3E) is associated with the
diarrheal form of irritable bowel syndrome in British women. However, the relationship of
polymorphism to both bowel HTR3E expression and the occurrence of functional
gastrointestinal disorders in other populations has yet to be further elucidated.[20]
LELYVELD et al.,, 2008, report that there is accumulated evidence of a genetic
predisposition to the development of a functional gastrointestinal disorder, and that the
identification of genetic factors may improve understanding of the underlying
pathophysiological mechanisms.[17] Our results, however, did not show any association
between FD with gene polymorphisms linked to the serotonergic system (HTR3E).
Associations with this polymorphism were also not observed when analyzing the overall
intensity of dyspeptic symptoms or dyspeptic symptoms analyzed separately. Therefore,
our results do not suggest an association of rs56109847 HTR3E with functional
dyspepsia.

Neuropeptide S receptor 1 (NPSR1) has expression in enteroendocrine cells and

the enteric nervous system, and also has the potential to modulate gastrointestinal
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motor and sensory functions. It has been observed in the literature that NPSR1
polymorphisms are associated with asthma and inflammatory bowel disease.[10, 12]
CAMILLERI et al. 2010 observed that NPS-NPSR1 signaling induced increased
expression of cholecystokinin, vasoactive intestinal peptide, YY peptide and
somatostatin; In addition, several NPSR1 SNPs have been shown to be associated with
individual motor or sensory functions.[9] The rs1379928 polymorphism, for example,
was associated with sensory assessments of pain, gas, and urgency at 36 mmHg
distension. NPSR1 variants, on the other hand, are associated with colonic transit in
functional disorders of the gastrointestinal tract; however, the role of the NPS system in
these disorders still needs further clarification.[10] ACEVEDO et al. 2017 identified a
SNP promoter (rs2530547) that significantly affects luciferase expression in gene
reporter assays and NPSR1 mRNA levels in human leukocytes.[10] In addition, these
researchers detected quantitative differences in NPS-induced transcriptional genome
profiles and CRE-dependent luciferase activities associated with three non-synonymous
NPSR1 SNPs (rs324981 [lle107Asn], rs34705969 [Cys197Phe], rs727162 [Arg241Ser)).
coding variant exhibiting a loss of function phenotype (197Phe), suggesting that different
cis combinations of these functional SNPs vary the risk of disease. Such findings may
help to decipher the complexity of the NPSR1 locus and its impact on various human
conditions; furthermore, they suggest that NPS antagonists already described may have
potential pharmacogenetic relevance.[10, 12] However, our results also showed no
association between PD with neuropeptide S receptor 1 gene (NPSR1) polymorphism.
Associations with this polymorphism were also not observed when analyzing the overall

intensity of dyspeptic symptoms or dyspeptic symptoms analyzed separately. Therefore,
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our results also do not suggest an association of rs6972158 NPSR1 polymorphism with

functional dyspepsia.

CONCLUSION

No significant differences were observed in genotype frequencies of HTR3E and
NPSR1 gene polymorphisms between dyspeptic patients and control subjects. Similarly,
no significant differences in FD symptom scores were observed between the different
genotypes of the polymorphisms analyzed. Thus, it was possible to conclude that the
studied polymorphisms of HTR3E and NPSR1 genes were not associated with
susceptibility to manifestation or presentation of symptoms of FD.

However, FD is known to be a complex and heterogeneous disorder, and FD is
not known to be caused by a single gene. Additional studies with larger sample size and
the evaluation of different polymorphisms are necessary to better identify the genetic
antecedents that influence susceptibility to FD.

Although concluding that the studied polymorphisms of the HTR3E and NPSR1
genes were not associated with FD, the present work contributes to increase the
scientific knowledge available in the literature about genetic factors related to FD and
may contribute to future research regarding the mechanisms involved in the
pathophysiology from FD. In addition, studies such as this, performed in search of the

plausible functional role of these genetic variants, may contribute in an important way to
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the pharmacological management of FD, and consequently to the improvement of the

patient's quality of life and clinical presentation.
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4 DISCUSSAO

Para a realizacdo do presente estudo, os dados foram obtidos com a analise de
amostra homogénea de pacientes com dispepsia funcional, que foram comparados com
grupo adequadamente pareado de doadores de sangue sem queixas digestivas. Para
avaliacdo da intensidade dos sintomas foi utilizado questionéario validado de dispepsia e
a genotipagem foi feita em 100% da amostra. A nossa amostra de pacientes e controles
€ similar a outros estudos sobre essas associagoes.

A serotonina € uma das moléculas mais importantes nas funcdes sensitivas,
secretérias e motoras do trato gastrointestinal, e polimorfismos em genes do sistema
serotonérgico tém sido estudados como candidatos no desenvolvimento da dispepsia
funcional.[10, 15, 16] Um estudo demonstrou que polimorfismos em genes do sistema
serotonérgico foram associados ao risco aumentado da forma diarréica da Sindrome do
Intestino Irritavel (SlI-D), uma das mais prevalentes doencas funcionais digestivas.
ZHANG et al.,, 2016 verificaram que a variante funcional do gene do receptor de
serotonina 3E (HTR3E) esta associada a forma diarréica da sindrome do intestino
irritAvel em mulheres britdnicas. No entanto, a relacdo do polimorfismo tanto para a
expressdo de HTR3E no intestino quanto para a ocorréncia de disturbios
gastrintestinais funcionais em outras populacdes ainda precisam ser melhor
elucidadas.[18]

Outros estudos na literatura também investigaram a potencial associacdo entre

polimorfismos genéticos ligados a serotonina e distarbios gastrointestinais.
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TOYOSHYMA et al., 2011 sugerem em seu estudo que um alelo da serotonina possa

estar associado com sindrome de desconforto pos-prandial. [18]

LELYVELD et al., 2008, relatam que h& evidéncias acumuladas de uma
predisposicdo genética para o desenvolvimento de um distarbio gastrointestinal
funcional, e que a identificacdo dos fatores genéticos pode melhorar a compreensao
dos mecanismos fisiopatolégicos subjacentes.[17] Nossos resultados, no entanto, ndo
demonstraram associacdo entre a DF com polimorfismos de genes ligados ao sistema
serotonérgico (HTR3E). Associacbes com esse polimorfismo também ndo foram
observadas quando analisada a intensidade global dos sintomas dispépticos ou 0s
sintomas dispépticos analisados separadamente. Sendo assim, 0S nossos resultados

nao sugerem associacao do rs56109847 HTR3E com a dispepsia funcional.

O receptor 1 do neuropeptideo S (NPSR1) tem expressdo em células
enteroenddcrinas e no sistema nervoso entérico, e também tem potencial para modular
fungcdes motoras e sensoriais gastrointestinais. Ja foi observado na literatura que os
polimorfismos do NPSR1 estdo associados a asma e a doenca inflamatoéria intestinal.
[25] CAMILLERI et al. 2009 observaram que a sinalizagdo NPS-NPSR1 induziu
aumento da expressao de colecistocinina, peptideo intestinal vasoativo, peptideo YY e
somatostatina; além disso, varios SNPs do NPSR1 se mostraram associados a fun¢cdes
motoras ou sensoriais individuais.[25] O polimorfismo rs1379928, por exemplo, foi
associado a avaliagdes sensoriais de dor, gas e urgéncia na distensdo de 36 mmHg. As
variantes do NPSR1, por outro lado, estdo associadas ao transito colénico em

desordens funcionais do trato gastrointestinal; no entanto, o papel do sistema NPS
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nessas desordens ainda necessita ser melhor esclarecido.[25] ACEVEDO et al. 2017
identificaram um promotor SNP (rs2530547 [-103]) que afeta significativamente a
expressdo de luciferase em ensaios reporter génico e niveis de mRNA NPSR1 em
leucécitos humanos.[23] Além disso, tais pesquisadores detectaram diferencas
guantitativas nos perfis transcricionais de genoma induzidos por NPS e atividades de
luciferase dependentes de CRE associadas a trés SNPs ndo sinénimos de NPSR1
(rs324981 [llel07Asn], rs34705969 [Cysl197Phe], rs727162 [Arg241Ser]), com uma
variante de codificagdo exibindo um fendtipo de perda de fungcédo (197Phe), sugerindo
gue diferentes combina¢des cis desses SNPs funcionais afetam de forma variavel o
risco de doenca. Tais achados podem auxiliar a decifrar a complexidade do locus
NPSR1 e seu impacto em varias condicdes humanas; além disso, sugerem que
antagonistas de NPS ja descritos podem apresentar relevancia farmacogenética
potencial.[23] Nossos resultados, no entanto, também ndo demonstraram associacao
entre a DF com polimorfismo de gene do receptor 1 do neuropeptideo S (NPSR1).
Associacdes com esse polimorfismo também ndo foram observadas quando analisada
a intensidade global dos sintomas dispépticos ou o0s sintomas dispépticos analisados
separadamente. Sendo assim, 0s nossos resultados também ndo sugerem associacao

do polimorfismo rs6972158 NPSR1 com a dispepsia funcional.
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5 CONCLUSAO

N&o foram observadas diferencas significativas nas frequéncias genotipicas dos
polimorfismos dos genes HTR3E e NPSR1 entre pacientes dispépticos e individuos
controles. De forma similar ndo foram observadas diferencas significativas nas
pontuacbes de sintomas de DF entre os diferentes gendtipos dos polimorfismos
analisados. Dessa forma, foi possivel concluir que os polimorfismos estudados dos
genes HTR3E e NPSR1 nao foram associados a suscetibilidade para manifestacdo nem
para a apresentacdo dos sintomas da DF.

Sabe-se no entanto que a DF € um transtorno complexo e heterogéneo, e sabe-
se que a DF néo é causada por um uUnico gene. Estudos adicionais com maior tamanho
amostral e a avaliacdo de diferentes polimorfismos se fazem necessarios para melhor
identificar os antecedentes genéticos que influenciam a suscetibilidade ao DF.

Apesar de concluir que os polimorfismos estudados dos genes HTR3E e NPSR1
ndo foram associados a DF, o presente trabalho contribui para aumentar o
conhecimento cientifico disponivel na literatura sobre os fatores genéticos relacionados
a DF e pode contribuir para pesquisas futuras a respeito dos mecanismos envolvidos na
fisiopatologia da DF. Além disso, estudos como esse, realizados em busca do papel
funcional plausivel destas variantes genéticas, podem contribuir de uma maneira
importante para o manejo farmacolégico da DF, e consequentemente para a melhora

da qualidade de vida e do quadro clinico apresentado pelo paciente.
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7 Anexo 1. Questionario de Sintomas Dispépticos

Porto Alegre Dyspeptic Symptoms Questionnaire (PADY Q)

Com relacdo aos ultimos 30 dias
DOR

Qual a intensidade da dor abdominal (superior) na m  aioria 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 per  iodo? ()
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 abdom inal nos ultimos 30 dias? ()
0. N&o se aplica
1. Raramente
2.1 a 2 dias/semana
3. Quase diariamente
4. Diariamente
ESCORE TOTAL DOR (maximo 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 duracéo aproximada da maioria dos episodios

0. Nao se aplica
1. Alguns minutos (menos que 30 minutos)
2. Menor que 2 horas

3. Maior que 2 horas

Com que frequéncia o Sr./Sra. apresentou nauseas no

0. N&o se aplica

1. Raramente

2.1 a 2 dias/semana
3. Quase diariamente
4. Diariamente

Com que frequéncia o Sr./Sra. apresentou vomitos no

0. Nao se aplica

1. Raramente

2.1 a 2 dias/semana
3. Quase diariamente

4. Diariamente

ESCORE TOTAL NAUSEAS/VOMITOS:

57

de nauseas? ()

s ultimos 30 dias? ()

s ultimos 30 dias? ()

(m aximo 16 pontos)

DISTENSAO/SACIEDADE

0. Ausente
1. Muito leve
2. Leve

3. Moderada

Qual a intensidade da sensacdo de distensdo (“estuf amento’/inchaco) nos

ltimos 30 dias? ()
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4. Forte

5. Muito forte
Qual a duracao destes episddios nestes periodos? ( )

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 esses epi  sodios de distensao/inchaco
no abdémen superior nos ultimos 30 dias? ()

0. N&o se aplica

1. Raramente

2.1 a 2 dias/semana

3. Quase diariamente

4. Diariamente
Com que frequéncia o Sr./Sra. apresentou sensacdo d e estar com 0 estdmago
cheio logo ap6s comecgar a comer, nos ultimos 30 dia  s? ()

0. Sem saciedade precoce

1. Raramente

2.1 a 2 dias/semana

3. Quase diariamente

4. Diariamente
ESCORE TOTAL DISTENSAO/SACIEDADE ( maximo 16 pontos)

PONTUACAO TOTAL DOS SINTOMAS DISPEPTICOS: (m aximo 44 pontos)



