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RESUMO



A esofagite eosinofilica (EOE) é uma doenca emergente mundialmente,
com patogénese ainda pouco compreendida. Trata-se de uma doenca imuno-
antigeno mediada, crbnica, caracterizada, clinicamente, por sintomas
relacionados a disfuncdo esofégica e, histologicamente, por uma predominante
inflamac&o mediada por eosindfilos. Existe consenso mundial que a presenca de
15 ou mais eosindfilos por campo de grande aumento na bidpsia esofégica
caracteriza histologicamente a doenca. Assim, para confirmagdo diagnéstica é
estritamente necesséria a realizacdo de endoscopia digestiva alta com biopsia
esofagica. O acompanhamento da evolu¢cdo da EoE tem se mantido com
multiplas endoscopias digestivas altas seguido por bidpsias. Os eosindfilos
desempenham papel central neste processo inflamatério, sendo atualmente, o
alvo de vérias pesquisas no desenvolvimento de novos métodos diagnosticos,
principalmente néo invasivos, para controle da EoE. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi verificar se os parametros quantitativos de ativacdo dos eosinofilos
podem auxiliar como método de triagem diagnética em pacientes portadores de
esofagite eosinofilica. Tratou-se de um estudo transversal, onde foram
selecionados 31 pacientes portadores de EOE e 10 pacientes controles, dos
guais foram retirados 10 ml de sangue periférico, apds consentimento informado.
O estado de ativacdo dos eosindfilos do sangue periférico foi avaliado por
parametros morfologicos apos aderéncia destas células a lamina. Os seguintes
parametros  morfolégicos foram  quantificados: eosindfilos  normais,
espraiamento, arredondamento, presenca de pseudopodes localizados e
generalizados, emissdo de granulos de pequena, moderada e grande
guantidade, presenca de vacuolos, presenca de granulos isolados, degeneracéo
celular e comunicacéo celular. Observamos que o numero de eosindfilos no
sangue periférico com caracteristicas normais foi significantemente menor nos
individuos portadores de esofagite eosinofilica do que nos individuos controle.
Este parametro foi capaz de discriminar todos os individuos portadores de EoE
estudados dos individuos do grupo controle ndo portadores da doenca, com
sensibilidade de 100% para detec¢édo da EoE nos individuos estudados. Todos
os paramentros morfoldgicos, exceto contato celular, presenca de granulos em
peguena gquantidade e emisséo de pseuddpodes generalizados, foram maiores
nos pacientes portadores de EoE, conseguindo discriminar a doenca. Entretanto,

ndo observamos correlacdo de gravidade clinica, endoscépica ou histologica
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pela utlizacdo dos parametros periféricos de ativacdo dos eosinofilos.
Mostramos, de forma inédita, que o teste de ativagcédo dos eosinofilos do sangue
periférico caracaterizados por parametros morfolégicos é capaz de triar
pacientes sintomaticos portadores de EOE para a realizacdo de endoscopia
digestiva alta e que este método € acurado, de facil realizacdo e podera ser um
teste Util para auxiliar na definicdo do diagnéstico nos pacientes portadores de
EoE.
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ABSTRACT



Eosinophilic esophagitis (EOE) is a worldwide emerging disease with
poorly understood pathogenesis. Itis a chronic immune/antigen mediated
disease, clinically characterized by symptoms related to esophageal
dysfunction and histologically by a predominant eosinophilic inflammation
in the esophagus. There is a global consensus that the presence of = 15
eosinophils per high power field, histologically characterize the disease.
Diagnosis and treatment response monitoring in EOE requires
endoscopical and histological examination of the esophagus. Eosinophils
play a central role in the inflammatory process, currently being the target
of several research to develop new diagnostic methods, especially non-
invasive, for control of EOE. Therefore, this work aimed to assess whether
morphological changes associated with activation of eosinophils in
peripheral blood could be a useful noninvasive test to screen for EOE. This
was a cross sectional study where 31 EoE patients and 10 controls were
evaluated. Peripheral blood was drawn to evaluate the activation state of
peripheral blood eosinophils, after informed consent. Eosionophils were
evaluated by morphological criteria after adhesion to the slide. The
following morphological parameters were evaluated: normal eosinophils,
spreading, rounding, presence of localized and generalized pseudopods,
release of small, moderate and large quantity of granules, cytoplasmatic
vacuoles, cluster of free eosinophils granules, cell degeneration and cell
communication. The number of eosinophils in the peripheral blood with
normal characteristics was significantly lower in individuals with
eosinophilic esophagitis than in control subjects. This parameter was able
to discriminate all individuals with EOE studied compared with the control
group, with 100% sensitivity for detection of EOE in the subjects studied.
All morphological parameter settings except cell comunication, release of
granules in small amount and presence of generalized pseudopods were
higher in patients with EOE, being able to discriminate the disease.
However, no correlation was found among the activation state of
peripheral blood eosinophils and clinical severity, endoscopic or
histological parameters. We show, in an unprecedent study, that
eosinophil morphological activation evalution might be a useful test to

screen for eosinophilic esophagitis and it may help to adequately make



the decision to indicate endoscopic examination to symptomatic patients,

avoiding unnecessary endoscopy.
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INTRODUCAO



DEFINICAO E ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

Descrita ha aproximadamente 20 anos, por Attwood e cols. (1993), a
esofagite eosinofilica (EOE) é uma doenca inflamatdria crénica, imuno/antigeno
mediada caracterizada por sintomas de disfuncdo esofagica e uma
predominante inflamacéao eosinofilica na mucosa do eséfago (Chehade e cols.,
2013; Dellon e cols., 2013). Damask (2015) acrescenta que, atualmente, a EOE
€ definida como uma condicao clinicopatoldgica caracterizada pela inflamacgéao
eosinofilica localizada no eséfago, sem envolvimento de outras partes do trato
gastrointestinal, associada a sintomas de disfuncdo esofagica e falha na
resposta terapéutica adequada com inibidor de bomba de protons (IBP).

O diagnéstico histologico realizado no material obtido por bidépsia do
esobfago é definido pela presenca de 15 ou mais eosinéfilos por campo de grande
aumento (40x). Para definicdo diagnostica sdo recomendadas a analise de 2 a 4
amostras do esofago tanto proximal quanto distal, independente da aparéncia de
normalidade ao exame endoscopico, sendo que em cerca de 25% dos casos a
mucosa do es6fago tem aparéncia normal (Dellon e cols., 2013 e Ferreira e cols.,
2008). Estudos apontam que a sensibilidade diagnéstica do exame
histopatolégico pode chegar a 100% quando 5 amostras de bidpsias esofagicas
séo coletadas (Chehade e cols., 2013). Sheiko e cols (2015), em um estudo de
coorte retrospectivo, no qual analisaram 1000 endoscopias digestivas alta com
biépsias de criancas do Hospital Infanti do Colorado, compararam a
sensibilidade diagnostica dos resultados dos exames das endoscopias
digestivas alta com os resultados da histopatologia das bidpsias realizadas
durante a EDA, e cujos laudos foram realizados por patologistas. Observaram
gue somente 5,6% das criancas tiveram diagnostico endoscépico de EOE, e
guando foi associada a analise histopatolégica da biopsia, o diagnéstico da
doenca aumentou para 7,8%. Trinta porcento das endoscopias eram normais,
mas apresentavam eosinoéfilos a analise microscopica, demonstrando que nao
h4 concordancia entre o0s achados endoscépicos e microscopicos,
principalmente na faixa etaria pediatrica.

A incidéncia e prevaléncia desta doenca vem aumentando

gradativamente. Noel (2004) reportou entre os anos de 2000 a 2003 um aumento
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de 1/10.000 para 4/10.000 pacientes portadores de EoE, nos Estados Unidos.
De todos os casos diagnosticados, 20% sao pacientes jovens com idade inferior
a 18 anos e mais de 70% s&o do sexo masculino (Noel, 2004; Damask 2015). A
doenca é mais frequente em pacientes atdpicos, portadores de alergia alimentar,
asma e rinite alérgica.

Quanto a prevaléncia, estudos epidemiolégicos indicam que EoE é tédo
prevalente quanto as demais doencas inflamatdrias intestinais, exceto doenca
celiaca, podendo afetar entre 40 a 55 individuos por 100.000 habitantes
(Chehade e cols., 2013). Entretanto, como a EoE s6 foi reconhecida e
caracterizada como uma entidade separada nos ultimos anos, muitos pacientes
ja foram erroneamente diagnosticados como portadores de doenca do refluxo
gastroesofagico (DRGE) (Ferreira e cols, 2008).

Na infancia, a incidéncia também se encontra aumentada. Noel (2003)
realizou o primeiro estudo de incidéncia/prevaléncia em criancas residentes em
Ohio, nos Estados Unidos. Seguiu a definicdo histopatologica utilizada
anteriormente; considerando mais do que 24 eosindfilos/campo, hiperplasia da
camada basal e auséncia de eosindfilos nos demais seguimentos intestinais. A
incidéncia aumentou de 9.1 casos/100.000 habitantes em 2000 para 12.8
caso0s/100.000 habitantes em 2003, e a prevaléncia aumentou de 9.9 casos para
43 casos em 100.000 criancas no mesmo periodo. Chehade e Sampson (2008)
acreditavam que a prevaléncia da doenca fosse muito maior do que a relatada
por varios autores, pois comumente alguns parametros sugestivos eram
negligenciados pelos médicos, que nao consideravam alguns relatos de
pacientes como: demorarem mais para realizar uma refeicdo que os demais
familiares, necessitarem de ingestdo abundante de liquidos durante as refeicdes
e a necessidade de cortar os alimentos em pedacos pequenos para deglutir,
principalmente carnes e paes. O que nao se pode estabelecer claramente é se
este aumento da incidéncia/prevaléncia deve-se ao fato das doencas alérgicas
estarem aumentando no mundo, como a rinite alérgica e a asma ou se a doenca
EoE e o seu diagndstico tornou-se melhor estabelecido e mais reconhecido pelos
médicos.

Outro ponto de igual interesse é a determinacdo da prevaléncia de
pacientes portadores de EOE que apresentam sintomas semelhantes & doenca

do refluxo gastroesofagico (DRGE), especialmente, na faixa etaria pediatrica.
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Liacouras e cols, em 1998, avaliaram 1809 criancas portadoras de DRGE e
destas 214 foram submetidas a endoscopia digestiva alta (EDA) com bidpsia
esofagica. Vinte criancas (9,3%) possuiam critérios endoscopicos e
microscépicos para EoE, e a grande maioria delas eram pobre respondedoras a
medicac¢fes antiacidas para tratamento da DRGE.

Dentre os pacientes, principalmente do sexo masculino, que apresentam
historia de impactacéo alimentar, a incidéncia de EOE variou entre 48% a 54%,
nos anos de 2004 a 2005 (Desai e cols., 2005). Além disso, a predisposicédo
genética para EoOE ja esta bem documentada. Em uma série de casos, entre as
381 criancas portadoras de EoE, 7% dos pais referiam historia de disfagia,
impactacdo alimentar ou mesmo evidéncias histolégicas de EoE (Liacouras e
cols., 2005). Esta susceptibilidade genética deve-se ao polimorfismo de um Unico
nucleotideo que codifica o gene da eotaxina-3, considerada proteina chave

promotora do recrutamento dos eosinéfilos para o esoéfago.

ETIOLOGIA

O papel dos alérgenos alimentares na esofagite eosinofilica

Ha inimeros estudos que apontam a EOE como um quadro de alergia
alimentar mista (IgE e ndo IgE mediada). Spergel e cols. (2002) demonstraram
este fenbmeno pela analise dos testes de puntura imediata (prick test)
combinada com os testes de contato de leitura tardia (patch test) em criancas
portadoras de EOE. Vinte e seis criancas foram instruidas a evitarem o0s
alimentos positivos em ambos os testes por 6 semanas e 69% delas tiveram
resolucdo completa do quadro clinico. Em 1995, Kelly e cols., estudaram dez
criancas portadoras de DRGE refratarias ao tratamento com antiacidos e
fundoaplicatura de Nissen, foram os primeiros a referirem que algum ou alguns
alimentos seriam a causa da presenca dos eosinofilos no es6fago. Realizaram
biépsias esofagicas nessas criancas e encontraram uma média de 41
eosindfilos/campo de grande aumento no exame histopatolégico. Apds 6
semanas de tratamento com dieta elementar (férmula de aminoacidos livres)
houve total reducdo dos sintomas e diminuicdo do niumero de eosindfilos na

mucosa do esdfago (média 0,5 eosinéfilos/campo de grande aumento) em 80%

4



destas criancas. Quando tais alimentos foram reintroduzidos, observou-se
retorno dos sintomas clinicos, apesar do prick test permanecer negativo.

Reacdes alérgicas a dois alimentos € a média que ocorre dentre as
reacoes alimentares nos pacientes portadores de EoE (variando de 1 a 6
alimentos) (Chehade e Sampson, 2008). Os alimentos mais implicados sao leite
de vaca, soja, trigo, ovo, amendoim e frutos do mar. Kagalwalla e cols. (2006),
empiricamente, removeram estes seis alimentos da dieta de 35 criangas
portadores de EoOE e apds 6 semanas encontrou acentuada melhora dos
sintomas clinicos e dos achados histopatoldgicos, apesar de 74% dos pacientes
nao terem apresentado resolucdo completa da doenca.

Quando hé& historia de reagbes imediatas, uma IgE especifica para
alérgeno alimentar esta presente em aproximadamente 15% nos pacientes
portadores de EoE. Quando ha multiplas sensibilizacdes a alimentos detectadas
pelo teste de puntura (prick test) ou pela presenca de Imunoglobulinas E
especificas, ha menor evidéncia de que os alérgenos sejam o gatilho para o
inicio dos sintomas da EoE (Liacouras e cols., 2011).

Os alimentos mais frequentemente reagentes positivos pela via da IgE,
detectados pelo prick test séo leite de vaca, ovo, amendoim, frutos do mar, carne,
peixe, tomate e trigo, segundo dados observados em populacéo de individuos
americanos (Chehade e Sampson, 2008). Na via ndo IgE mediada, com
participacdo dos linfocitos e analisada pelos testes de contato de
hipersensibilidade tardia, os alimentos que mais frequentemente apresentaram
positividade ao teste foram trigo, milho, carne, leite, soja, centeio, ovo, frango,
aveia e batata. Um dos grandes problemas desta via é a auséncia de
padronizacdo dos testes de contato para alimentos, os antigenos alimentares
usados e a interpretacao dos resultados. Esse teste de diagndstico alimentar na
EoE ainda precisa ser melhor caracterizado. Entretanto, o valor preditivo positivo
do prick test IgE mediado para alérgenos alimentares em criancas varia de 30%
a 90% (Spergel e cols., 2012).

Em pacientes adultos, as dietas elementares tornam-se dificeis de serem
realizadas pela baixa adesdo do paciente ao tratamento, bem como a analise
dos resultados da exclusdo de um ou mais alimentos, entdo o papel dos
alérgenos alimentares ainda continua bastante controverso.

Peterson e cols. (2013) estudaram 18 adultos portadores de EoOE e todos
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0s pacientes utilizaram dieta elementar somente com férmula de aminoacidos
livre e ap0s 2 a 4 semanas 0 numero de eosindfilos das bidpsias esofagicas
diminuiu de 54 para 10 células por campo de grande aumento. Quando se
compara os resultados de exclusédo dietética em criangas com adultos, os
resultados apresentam diferencas acentuadas. Em criangas 0 sucesso
terapéutico pode chegar a 70%, quando comparado com 30% em adultos
(Chehade e Sampson, 2008). Tem sido sugerido que essa diferenca deve-se ao
fato de que realizar dietas muito restritivas em adultos sao de dificil aderéncia
pelos pacientes.

O papel dos aeroalérgenos na esofagite eosinofilica

O papel dos aeroalérgenos no desencadeamento da EoE € assunto cada
vez mais discutido e estudado nos ultimos dois anos. Os primeiros estudos
avaliando o papel dos aerolérgenos foram feitos em murinos. A instilagao
intranasal de aeroalérgenos como Aspegillus, poeira domeéstica e barata foi
capaz de ocasionar eosinofilia esofagica (Rothemberg 2009, Blanchard e cols.,
2006).

Varios estudos demonstram a relacéo de algumas estacdes do ano com
o aumento da incidéncia de EoE, sendo mais comumente diagnosticada na
primavera e outono, devido ao processo de polinizac&do, que ocorre nos paises
localizados no hemisfério norte (Demask, 2015). Aceves (2014) descreve que
pacientes portadores de EoE e sensibilizados a aeroalérgenos, ao realizar uso
de imunoterapia antidcaro apresentam melhora clinica e histolégica da esofagite,
sendo este tratamento alvo atual de alguns pesquisadores no controle da EoE,
embora mais estudos sejam necessarios para total comprovacao da eficacia da

imunoterapia anti-acaro no tratamento da EOE.

O papel da doenca do refluxo gastroesofagico na esofagite eosinofilica

Os achados histopatoldgicos da EoE e da DRGE se sobrepdem, incluindo
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a eosinofilia esofdgica nas bidpsias. Em muitos pacientes, a distincdo dos
sintomas entre doenca do refluxo gastro-esofagico (DRGE) e EoE é de dificil
realizacdo e uma doenca pode estar contribuindo para a imunopatogénese da
outra. (Molina-Infante e cols.,2011 e Liacouras e Ruchelli, 2004)

MANIFESTACOES CLINICAS, ENDOSCOPICAS E HISTOPATOLOGICAS

Os sintomas clinicos sdo muito variados e dependem da idade do
paciente. Criancas com até 3 anos de idade apresentam sintomas inespecificos
como dificuldade para alimentacao (vomitos, regurgitacdo ou recusa alimentar)
gue resultam em dificuldade de ganho ponderal. Durante a infancia, vomitos,
dores abdominais ou retroesternais sédo relatadas (Dellon e cols., 2013).
Liacouras (2003) encontrou aproximadamente 10% de criangas com suspeita
diagnostica de DRGE néo responsivas a terapia com antiacido cuja definicéo
diagnostica posterior mostrou tratar-se de EOE.

Nos adolescentes e adultos jovens, refluxo gastroesofagico e impactacéo
do bolo alimentar sdo os sintomas mais frequentes. Vale ressaltar que o0s
sintomas relacionados ao refluxo gastroesofagico (DRGE), nos portadores de
EoE, ndo melhoram mesmo com terapia especifica e estudos recentes indicam
gue 10 a 50% dos homens com sintomas de refluxo gastroesofagico séo
portadores de EoOE (Straumann e cols., 2003).

Os achados endoscopicos tipicos da EoE sao anéis, estrias ou sulcos
esofagicos, pontilhados esbranquicados e estreitamento com reducéo do calibre
esofagico (Katzka, 2015). Entretanto, es6fago com aspecto normal ao exame
endoscopico ndo exclui o diagnostico de EoE e pode-se apresentar em até 30%
dos pacientes portadores da EoE (Goncalves e cols., 2005).

Nos achados microscopicos, além da presenca de 15 ou mais eosindfilos
por campo de grande aumento, observam-se: densa eosinofilia na mucosa
esofagica (Katzka, 2015; Damask, 2015); proliferacdo de células da camada
basal em resposta a provocac¢éao alergénica, 0 que ndo ocorre com a provocacao
acida oriunda do refluxo gastroesofagico (Atkins e cols., 2010); menor expressao
da ciclooxigenase 2 (COX-2) (Blanchard e cols., 2011); aumento de células
dendriticas (apresentadoras de antigeno) e mastdcitos (Atkins e cols; 2010)

fibrose da lamina prépria e formagédo de microabscessos eosinofilicos.



MANIFESTAC}()ES LABORATORIAIS

Eosinofilia periférica € um achado comum, em geral, 0os pacientes
apresentam mais do que 700 células/mm3. Niveis elevados de IgE total e contra
antigenos alimentares ou aeroalérgenos também estdo presentes nos pacientes

portadores de EoOE (Valent e cols, 2012; Simon e cols., 2007).

PATOLOGIA E IMUNOPATOGENESE

O esdfago normal

O esb6fago normal € um tubo muscular, altamente distensivel, que
se estende da faringe, ao nivel da vértebra C6, até a juncao gastroesofagica, ao
nivel das vértebras T11 ou T12. A parede esofagica é composta por mucosa,
submucosa, muscular propria e camada adventicia, refletindo a organizacao
geral do trato gastrointestinal. A mucosa esofagica € composta por 3 partes:
epitélio escamoso estratificado ndo queratinizado, lamina propria e muscular da
mucosa. A camada epitelial é composta por células escamosas maduras
sobrepostas as células basais que possuem grande potencial proliferativo. Estas
células ocupam de 10% a 15% da espessura da camada epitelial (Chehade e
Sampson, 2008). Na porcdo mais profunda da camada epitelial encontram-se
algumas células dendriticas, poucos linfocitos e raramente, alguns mastocitos,
outras células do sistema imune estdo ausentes, como 0s eosinofilos. A lamina
prépria € composta por tecido conectivo, estruturas vasculares e leucocitos. A
camada muscular consiste em bandas de musculo liso orientadas
longitudinalmente (Terris e Potet, 1995).

Abaixo da mucosa, estd a camada submucosa composta por tecido
conectivo frouxo, vasos sanguineos, uma rica rede de vasos linfaticos, alguns
leucadcitos, fibras nervosas, alguns foliculos linfoides e glandulas submucosas.

Estas glandulas se comunicam com o epitélio escamoso estratificado e secretam
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fluidos contendo mucina que lubrificam o tubo esofagico (Terris e Potet, 1995).

A combinacédo da peristalse esofégica, a presenca do esfincter esofagico
na juncdo esofagogastrica, barreira epitelial escamosa, os fluidos oriundos da
saliva e das glandulas submucosas e as células do sistema imune contribuem
para defesa do es6fago contra injurias (Chehade e Sampson, 2008). Ainda influi
no mecanismo de tolerancia imunoldgica a presenca da filagrina que mantem a
barreira esofagica integra, evitando a passagem de particulas protéicas que
poderiam causar um processo de sensibilizagdo (Rothenberg, 2009).

Imunopatogénese

A patogénese da EOE envolve fatores ambientais e genéticos,
particularmente reacdes de hipersensibilidade imediata (IgE) e tardia (ndo IgE)
a antigenos alimentares/ aeroalérgenos. Histologicamente, a EOE é
caracterizada por um infiltrado acentuado de eosindfilos, linfocitos T, células
dendriticas e mastocitos.

Estudos sugerem que a patogénese da EOE se inicia, em individuo
geneticamente susceptivel, no qual algum alérgeno alimentar ou aeroalérgeno
ativa o sistema imune ligando-se as células apresentadoras de antigenos,
induzindo uma resposta Ta2 com producédo de citocinas deste padrdo como IL-
5 e IL-13. Na circulacao periférica destes pacientes, encontra-se um aumento no
percentual de linfécitos CD4* expressando altos niveis de IL-5 quando

comparado com individuos nao atopicos (Blanchard e cols., 2011).

O papel dos linfocitos T, linfocitos B e a via Ta2 na esofagite eosinofilica
Os linfocitos T estdo em numero aumentado nos pacientes portadores de
EoE quando comparados aos pacientes controles, demonstrado por andlise de
imunohistoquimica com marcacéo para células CD3* (Lucendo e cols.; 2007).
Tanto linfocitos T auxiliares (CD4*) quanto linfocitos T citotéxicos (CD8™) estdo
presentes, com nitida predominancia dos linfécitos T CD8* (Chehade e cols.,
2013) e ocorre diminuicdo da concentracdo de ambos apoOs tratamento com

corticoide topico (Lucendo e cols., 2007).



A andlise de camundongos nocauteados para linfécitos T CD3* mostrou
o papel importante destas células na patogénese da EoE, uma vez que mesmo
com estimulos alergénicos, como instilacdo nasal de aeroalérgenos, estes
animais nao desenvolveram EoOE. A IL-5 também apresenta papel importante,
principalmente no processo de regulacao dos eosindfilos na parede esofégica e
linfécitos CD4* oriundos de pacientes portadores de EOE secretam niveis
elevados de IL-5 (Blanchard e cols, 2006).

Yamazaki e colaboradores (2006) estudaram as citocinas produzidas
pelas células mononucleares no sangue periférico em 15 adultos portadores de
EoE. Incubaram as referidas células, in vitro, com nove diferentes extratos de
alérgenos alimentares e aeroalérgenos e compararam com individuos sadios.
Observaram uma significante secrecao de citocinas do padrdo Ta2 como IL-5 e
IL-13 em resposta aos varios alérgenos.

Mishra e cols. (2001) instilaram antigenos de Aspergillus fumigatus, via
nasal, em modelos murinos cujo resultado foi infiltragcdo pulmonar e eosofagica
de eosinodfilos. No grupo em que foi usado Aspergillus fumigatus foram
encontrados duas vezes mais linfécitos B e cinco vezes mais linfocitos T CD4*
e CD8" quando comparados ao grupo de camundongos controle que recebeu
somente instilacdo nasal de solucéo salina.

Em humanos, o papel dos linfocitos na EOE ainda precisa ser melhor
esclarecido. Estd bem estabelecido que os linfécitos B secretam IgE que
contribuem para a quantidade de imunoglobulinas E especificas que sao
produzidas no epitélio do esdfago. Estas IgEs ligam-se aos mastocitos e
desencadeiam toda a cascata de liberacdo de mediadores quimicos
inflamatorios da via de reacdo de hipersensibilidade imediata relacionada a
alergia (Chehade e Sampson, 2009).

O gene que codifica a eotaxina-3 é 0 que apresenta maior expressao nos
pacientes com EoE. Amostras de biopsias esofagica incluidas em parafina
mostraram niveis elevados de RNA mensageiro para eotaxina-3 em pacientes
com EoE quando comparados com pacientes portadores de DRGE.

Existe uma forte associacao entre EoOE e doenca celiaca, esta similaridade
provém do fato de ambas possuirem 0s mesmos mecanismos patogénicos. A
doenca celiaca € um prototipo de doenca imuno-mediada por linfocitos T

desencadeada contra o antigeno oral gliadina. Apesar da doencga celiaca possuir
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um componente auto-imune ainda ndo descrito na EoE, ambas doencgas estédo
associadas com uma resposta imune celular contra epitélio, sendo esta resposta
reversivel com a eliminacao do antigeno da dieta (Rothemberg, 2009 e Talley e
cols.; 1992).

A analise do transcriptoma em individuos com EoE mostrou a expressao
de genes hiper ou hiporregulados no tecido esofagico desses pacientes, quando
comparado com tecido esofagico de individuos normais. Estes genes estao
associados a resposta imune e a doenca celiaca. Existe a superexpressao de
genes que codificam o MICA e MICB (ligantes que ativam NKG2D) e a
interleucina 15 (IL-15), todos associados a ativacdo de linfécitos intraepiteliais
(Papadopoulou e cols; 2014). Blanchard e cols. (2006) examinaram o RNA de
bidpsias esofagicas de 6 controles e treze pacientes pediatricos portadores de
EoE. Eles encontraram um transcriptoma no qual 230 genes estdo
hiporregulados e 344 genes hiperregulados, sendo mais drasticamente
aumentada a expressao do gene que codifica a eotaxina-3.

Outros genes que cuja expressao se encontra alterada pela analise do
transcriptoma em pacientes com EoE, e séo regulados pela IL-13, incluem a
periostina, induzida pela IL-13 e hiperexpressa na EOE e a filagrina que € contra
regulada pela IL-13 e estad diminuida nos tecidos dos pacientes com EOE.
Periostina € uma molécula da matriz extracelular que regula a adesao
eosinofilica e promove o recrutamento de eosindfilos via eotaxina. A filagrina €
uma proteina estrutural da pele e a perda da sua funcédo esta associada a
permeabilidade cutanea e susceptibilidade a dermatite atopica e nos pacientes
com EoE, tem influéncia na permeabilidade da barreira epitelial esofagica. Uma
aspecto importante a ser considerado é que a IL-13 contra regula a expressao
de filagrina nas células epiteliais, promovendo um mecanismo pelo qual
antigenos alimentares ativam a imunidade adaptativa Ta2, o que pode alterar a
funcdo de barreira esofagica, talvez propagando o processo inflamatorio local e
0 aumento da absorcao antigénica pelas células epiteliais e apresentadoras de
antigenos.

A IL-5 também apresenta papel importante, principalmente no processo
de regulagdo dos eosindfilos na parede esofégica e linfocitos CD4* oriundos de
pacientes portadores de EOE que secretam niveis elevados de IL-5 (Chehade e
Sampson, 2008).
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O papel das células dendriticas na esofagite eosinofilica

As células dendriticas esofagicas sdo chamadas de células de
Langerhans e situam-se nas camadas mais profundas da basal e suprabasal.
Sao potentes células apresentadoras de antigenos, pois expressam na sua
superficie o complexo principal de histocompatibilidade classe II (CPH II). A
funcdo destas células é capturar os antigenos alimentares/aeroalérgenos via
CPH 1l e apresenta-los aos linfécitos T auxiliares, que no caso da EoE
demonstram predominancia dos LTa2, dando inicio a producédo de citocinas
como IL-5, IL-13, que recrutam mais eosinoéfilos para o epitélio esofagico
(Chehade e Sampson, 2008).

O papel dos mastocitos na esofagite eosinofilica

Os mastocitos encontram-se em numero elevado no epitélio esofagico de
pacientes portadores de EOE. Em contraste com os eosinofilos, os mastocitos
estdo localizados nas camadas mais profundas do epitélio esofagico, juntamente
com os linfécitos e as células dendriticas e tém seu numero reduzidos quando
0s pacientes sao submetidos aos tratamentos propostos para EoE (Chehade e
Sampson, 2008).

Similar aos eosinofilos, os mastocitos também se encontram ativados no
epitélio do eséfago dos pacientes portadores de EoE. Elevados niveis de triptase
foram encontrados, por microscopia eletrénica, demonstrando a desgranulacao
destas células. E possivel que a comunicacdo entre mastocitos e eosinofilos
contribuam para o desenvolvimento dos achados histopatolégicos da EoOE, em
humanos. A presenca de tripstase oriunda dos mastocitos, estimula a secrecao
de IL-8, uma citocina que também participa do processo de migracdo eosinofilica

para o es6fago (Kirsch e cols.; 2007).

O papel dos eosinoéfilos na esofagite eosinofilica
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Os eosindfilos recebem atencé@o especial nesta doenga por serem as
células marcadoras da doenca. Estdo em numero significantemente aumentado
no epitélio dos portadores de EOE, quando comparados com pacientes
portadores de DRGE ou controles (Markowitz e cols.; 2003). O encontro de 15
ou mais eosindfilos por campo de grande aumento no epitélio esofagico
caracteriza o principal aspecto histolégico da doenca e estes eosindéfilos
diminuem de quantidade quando o paciente é submetido a dietas de restricbes
adequadas e/ou tratamento com corticoides (Kagalwalla e cols.,2006).

Na circulacdo sanguinea periférica, eosinofilia ocorre em somente 50%
dos pacientes portadores de EoE, segundo Teintelbaum e cols. (2002).

Os eosindfilos séo recrutados da circulagéo principalmente pela producao
local esofagica de IL-5 e eotaxina (Valent e cols, 2012;Bochner, 2000). Em ratos
deficientes para eotaxina, o recrutamento de eosindéfilos para o esodfago €
atenuado quando comparado com ratos selvagens. Ratos nocauteados para IL-
5, mesmo apos instilacdo oral de alérgenos, ndo apresentam eosinoéfilos no
esbfago, demonstrando que esta citocina é fundamental para presenca destas
células nos portadores de EoE (Chehade e Sampson, 2008). A IL-13, outra
citocina do padrdo Ta2, também se demonstrou tdo importante quanto a IL-5 no
recrutamento de eosinofilos nos pacientes portadores de EoE. Toda esta
producéo de citocinas padrdo Taz2 inicia com o sinal transdutor ativador STAT-6.

Estudos em modelos animais demonstraram que o desvio para a ativacao
da via T auxiliar 2 (Ta2) é crucial para o desenvolvimento da EoE, uma vez que
camundongos nocauteados para STAT-6 ndo desenvolvem a doenca, mesmo
com instilacdo via esofagica de IL-13. A IL-13 encontra-se em niveis elevados
no epitélio de pacientes com EoE e induz a producéo de quimioatraentes para
eosindfilos, como a eotaxina-3, por mecanismos transcripcionais nas células
epiteliais esofagicas (Rothenberg, 2009). Esta citocina tem um papel
fundamental na patogénese da EOE. As células epiteliais esofagicas
estimuladas, in vitro, com IL-13 produzem altos niveis de eotaxina-3 e estes
niveis parecem se correlacionar com a gravidade e progressdo da doenca
(Blanchard e cols., 2007).

Em humanos, os achados encontrados nos modelos experimentais,
também se assemelham. Pela andlise da expressdo génica em bidpsias

esofagicas obtidas de criangas portadoras de EoOE por microarray (genome-wide
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microarray expression analisis), o gene que codifica a eotaxina-3 apresentou
expressdo significantemente maior quando comparado com criangas sadias
(Blanchard e cols., 2006).

Tem sido sugerido que ndo € somente o nimero aumentado de eosinofilos
no epitélio dos pacientes portadores de EOE que desempenham o
desenvolvimento desta doenca. O papel dos granulos téxicos dos eosindfilos,
como granulos citoplasméticos, como a proteina béasica principal (PBP),
neurotoxinas derivadas do eosindfilos tem sido sugerido participar do processo
de lesdo (Virshow, 2014). Ja foi demonstrado, por imunohistoquimica, que em
bidpsias de criangas portadores de EoE, a PBP foi encontrada ao redor das
células eosinofilicas, demonstrando o processo de desgranulacdo destes
eosindfilos na parede esofagica. A intensidade da desgranulagcdo nao se
correlacionou com o numero de eosinoéfilos presentes no epitélio esofagico,
sugerindo que o numero absoluto de eosindfilos tem pouca relacdo com a
gravidade da doenca (Chehade e cols.; 2007). Este achado demonstra a
discordancia entre o numero de eosindfilos presentes no epitélio e o grau de
ativacdo dos mesmos..

O potencial de evolucdo para fibrose na lamina propria tem sido
relacionado com a capacidade de ativacao dos eosindfilos no tecido esofagico e
nao pela extensao do infiltrado, e este achado € um marcador histolégico para o
remodelamento esofagico e tem valor preditivo para desenvolvimento da disfagia
observada nos pacientes com EoE (Cheng e cols., 2012).

Na patogénese da EOE, apesar dos alérgenos serem os gatilhos para
iniciar o processo inflamatorio, os fatores que perpetuam esta inflamacao néo
estdo completamente elucidados. Tem sido demonstrado que os eosindfilos uma
vez ativados secretam produtos extracelulares, conhecidos como eosinophil
extracellular traps (EETs) que foram detectados em todas as amostras de 18
pacientes portadores de EoE, estudados por Simon e cols. (2015). Verificaram
gue com a liberacdo destes granulos ha producao de IL-5, INF-y ou moléculas
de adesdo seguidas pela ativacdo do fator complemento 5a (Cba),
lipopolissacarideos e linfopoetina timica (TSLP), como também ja observado em
outras atopias como asma e dermatite atopica. Neste caso, esta “rede de
proteinas” atuam por dar continuidade ao processo inflamatério no eséfago e

ainda causam danos epiteliais na barreira esofagica, como detectado neste
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estudo, pela menor expressédo de filagrina nos pacientes com EoE quando
comparado aos controles (p=0,006), assim microorganimos estdo aptos para
invadir o epitélio e promover/perpetuar a inflamacdo. Os mesmos autores
relatam que na EoE h& maior producéo de IL-25, IL-32 e IL-33, todas promotoras
da via Ta2. A IL-25 tem sido reportada por aumentar o tempo de sobrevivéncia
dos eosindfilos e estimular a producdo de moléculas de adeséo, quimiocinas e
IL-6 pelos eosindfilos. A IL-32, produzida pelas células epiteliais devida a
estimulacdo com citocinas pré-inflamatérias em sinergismo com receptores tipo
NOD ativados pelos receptores que reconhecem padrdes de patdgenos
(PAMP’s), por exemplo, predispde estes pacientes a infecgbes bacterianas que
prolongam ainda mais os danos inflamatérios do epitélio esofégico.

Os eosinofilos podem contribuir para a inflamacé&o por meio de geracéo
“‘de novo” e liberagdo de mediadores lipidicos (Dennis e Norris, 2015 e Gleich,
2000). Nossa hipdtese € que estes mediadores poderiam ser estimulados e
contribuirem para aumentar a resposta inflamatoria no es6fago de pacientes
portadores de EOE. A sintese de eicosandides é catalisada pela lipoxigenases e
cyclooxygenases (Wymann e Schneiter, 2008). No entanto, a expressédo de
cyclooxygenase-2 ( COX-2) e 5- lipoxigenase (5-LOX ) em eosinofilos na EoOE é

desconhecida .

O remodelamento na esofagite eosinofilica

O processo de remodelamento do esb6fago na EoE ainda ndo esta
completamente esclarecido, mas envolve a presenca de fibrose na lamina
prépria, sendo a grande responsavel pelos sintomas de disfagia e impactacao
alimentar nos pacientes portadores de EoE. Substancias pro-inflamatérias (IL-5,
IL-13, IL-4, eotaxina-3, periostina e TGF-B) produzidas pelas células epiteliais,
mastocitos e eosindfilos sdo as principais responsaveis por este processo.
(Cheng e cols.,2012 b)

Hé varios fatores envolvidos na proliferacédo de fibrobastos e na deposicao
de colageno. A PCP liberada pelos eosindfilos, devido ao processo de
desgranulagcéo dos mesmos, € um importante mediador inflamatorio no processo
de fibrose esofagica, nas fibroses retroperitoniais idiopéaticas, colangite

esclerosante e fibrose pulmonar (Aceves e cols., 2007). A producdo de TGF-3
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pelos basdfilos, mastdcitos e eosindfilos, € um agente, profibrotico que é
naturalmente encontrado no seu estado inativo. Este estado de laténcia termina
guando este agente se liga a proteases oriundas nos mastocitos, como a
guimase e triptase, estimulando os fibroblastos a produzirem grandes
guantidades de colageno no epitélio esofagico (Bochner e Gleich, 2010).

A fibrogénese faz parte do processo natural de correcdo dos danos
epiteliais, no qual ha transformacdo dos fibroblastos quiescentes em
miofibroblastos. Estes, por sua vez, tém papel bem definido na sintese,
deposicao, organizacdo e degradacdo das proteinas da matriz extracelular
incluindo colageno, fibronectina, periostina e matriz de metaloproteinases. Estes
miofibroblastos transformados expressam grandes quantias de vimentina e o-
actina. Este fenotipo da musculatura esofagica é um dos grandes responsaveis
pelos disturbios da contracdo e motilidade do esbfago, sendo a causa do
processo de impactacdo, experimentado pela grande maioria dos pacientes
portadores de EoE (Cheng e cols., 2012 a).

TRATAMENTO E ACOMPANHAMENTO DOS PACIENTES

O tratamento dos pacientes portadores de EoOE baseia-se da tentativa de
excluir um ou mais alimentos suspeitos, ou mesmo realizar uma dieta elementar
com férmulas de aminoéacidos livres, que € mais acessivel na faixa etaria
pediatrica, uso de IBP por longos periodos, corticoides inalatorios utilizados para
tratamento da asma (budesonida e fluticasona) que devem ser ingeridos em altas
doses pelos pacientes. Nos quadros mais graves, ha necessidade de utilizacédo
de corticoterapia oral e anticorpos monoclonais anti-IL-5. Para os pacientes com
guadro de intensa reducdo do calibre esofagico, a dilatacdo do esodfago,
procedimento com riscos de perfuracdo do 6rgédo, precisa ser indicada. Jung e
cols. (2011), analisaram retrospectivamente 293 procedimentos de dilatacdes
realizadas em 161 pacientes portadores de EoE e encontraram que a mucosa
estava extremamente friAvel em 27 pacientes (9%), ocorreram trés perfuracdes
esofagicas e um caso de hemorragia abundante. Independente de qual
tratamento o paciente serd exposto, a realizacdo de EDA de repeticdo com

multiplas bidpsias para acompanhamento dos pacientes portadores de EOE a
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cada nova etapa de tratamento (uso de corticéide, reintroducdo de algum
alimento na dieta, etc) torna-se arriscada e com elevado custo financeiro. O
tempo para remissdo e duragdo do tratamento ainda € controverso e questiona-
se muito, nos casos em que 0 paciente torna-se assintomatico, a manutencao
da(s) terapia(s) estabelecida(s), pois até o presente momento ndo ha descri¢cdes
da evolucao da EoE para esbfago de Barret ou mesmo malignidades (Katzka,
2015).

Na pratica clinica, além da melhora clinica, somente os parametros
endoscoépicos e a contagem de eosindéfilos nas bidpsias esofagicas tém sido
utilizados para avaliar a gravidade e evolugcéo da doenca (Papadoulau, 2014),
ouU seja, 0S pacientes necessitam ser submetidos com periodicidade a
endoscopias digestivas altas, o que dificulta o acompanhamento da EoOE, pois
estas sao técnicas invasivas, dispendiosas e apresentam grande dificuldade de
realizacdo em pacientes pediatricos.

Foi observado que alteracbes do estado de ativacdo dos eosinofilos
(espraiamento, emissdo de pseuddpodes, emissdo de granulos de moderada
guantidade e presenca de vacuolos), por uma técnica de facil realizacéo
utilizando eosinofilos do sangue periférico aderidos a lamina, relacionavam-se
com a gravidade da crise asmatica (Marques, 2003; Muniz-Junqueira e cols.,
2013). Botan (2010) em um estudo prospectivo, duplo-cego, randomizado e
controlado por placebo, mostrou correlacéo entre a gravidade clinica e resposta
terapéutica de pacientes asmaticos tratados com montelucaste e os parametros
de ativacdo dos eosinofilos do sangue periférico. Silva-Martins (2013) mostrou
gue esse teste € fidedigno para acompanhar a resposta ao tratamento com
corticoide de criancas asmaticas. Esta técnica é de simples realizacao, rapida e
de baixo custo.

Recentemente tem sido proposto que a deposicédo de granulos proteicos
da peroxidase derivada dos eosindfilos (EPO) esta mais relacionada com a
intensidade dos achados clinicos do que propriamente o nimero de eosindfilos,
indicando que a atividade eosinofilica, e, portanto, seu estado de ativacdo, esta
intimamente associada a sintomatologia e qualidade de vida destes pacientes
(Abonia e cols.; 2010).

Diversos autores (Aceves, 2014; Liacouras e cols., 2011 e Blanchard e

cols., 2011) tém buscado por marcadores bioldgicos do sangue periférico que

17



possam auxiliar na avaliacdo destes pacientes, principalmente na faixa etaria
pediatrica, uma vez que o monitoramento dos pacientes com EoE depende de
procedimentos caros e invasivos. Rodriguez-Sanchéz e cols. (2013), reforcam
gue por muitos anos, numerosos estudos tém valorizado o encontro de
marcadores de atividade para EoOE que possam auxiliar no acompanhamento
desta doenca sem necessidade de biopsias esofagicas. Damask (2015)
guestiona a possibilidade de futuros estudos para detectar métodos nédo
endoscoépicos para o monitoramento dos pacientes com EOE. Em uma revisao
na base cientifica Pubmed, (Simon e cols., 2015) dentre os marcadores
estudados encontra-se principalmente o numero de eosindéfilos no sangue
periférico, mas ndo ha nenhum artigo que analise os parametros de ativacao
destas células em pacientes portadores de EOE. Assim, testes utilizando sangue
periférico, capazes de triar pacientes com maior risco de EOE e/ou monitorar a
eficacia do tratamento estabelecido estdo sendo procurados pela comunidade
cientifica.

O teste que avalia os parametros de ativacao dos eosindfilos do sangue
periférico, ja demonstrou ser um bom marcador, principalmente nos periodos de
crise e intercrise da asma, para definir a gravidade da doenca, como também no
periodo intercrise, como um marcador da doenca. Se for possivel criarmos
padrdes para diferenciar pacientes sintomaticos doentes (portadores de EOE)
com nado doentes, teremos uma menor necessidade de realizacdo dos exames

endoscopicos com biopsias no acompanhamento desta doenca.
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JUSTIFICATIVA



Ja tem sido demonstrada a relevante participacdo dos eosinéfilos na EoE.
Os testes diagnosticos atualmente disponiveis sédo invasivos e de custo elevado.
O numero de eosinodfilos do sangue periférico nem sempre tem relagdo com a
gravidade da doencga, mas o estado de ativagdo destas células nas bidpsias
esofagicas tem demonstrado relacdo com a atividade da doenca.

Em paralelo, na asma, tem sido demonstrado que o nimero de eosinofilos
do sangue periférico ndo tem relacdo com a gravidade da doenca, mas a
caracterizacao do seu estado de ativacdo mostrou associagdo com a gravidade
da doenca. O teste que caracterizou o estado de ativacdo dos eosindfilos é
simples, nédo invasivo e de baixo custo (Marques, 2003; Botan, 2010; Silva-
Martins, 2013; Muniz-Junqueira e cols, 2013).

Se for possivel verificar que este teste tem também possibilidade de
contribuir para a definicdo diagndstica de pacientes com EoE, ele poderia ser
utilizado para triagem diagnostica dos pacientes portadores de EOE,
particularmente para selecdo de pacientes para indicagdo de endoscopia
digestiva, e se esse teste mostrar relagdo com a clinica e grau de evolucao da
esofagite eosinofilica ter-se-4& um meétodo facil e exequivel para um melhor
acompanhamento da evolucao clinica e terapéutica destes pacientes.

Portanto, nossa hipétese é que é possivel que a avaliacdo do estado de
ativacao dos eosinofilos possa contribuir para triagem dos pacientes portadores
de EoE que necessitem realizar endoscopia digestiva alta. Caso este teste seja
possivel, ter-se-a um método rapido, de baixo custo, ndo invasivo que facilitara
o0 acompanhamento dos pacientes portadores de EOE, principalmente na faixa

etaria pediatrica.
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OBJETIVOS



Objetivo Geral
Verificar se o0 estado de ativacdo dos eosindéfilos do sangue periférico
avaliado por parametros morfolégicos quantitativos contribui para definicao

diagnéstica dos pacientes portadores de esofagite eosinofilica.

Objetivos especificos

1. Avaliar os alérgenos mais frequentemente relacionados com a EoOE no
NOSSO meio.

2. Relacionar a gravidade clinica com o nivel de eosindéfilos do sangue
periférico e IgE total destes pacientes.

3. Avaliar se a influéncia sobre os parametros clinicos e endoscopicos esta
relacionada com o grau de ativacéo dos eosinofilos do sangue periférico.

4. Avaliar a expressao da ciclooxigenase e lipooxigenase nos eosinofilos do
sangue periférico dos pacientes portadores de EOE.

5. Avaliar se os parametros de ativacéo dos eosinéfilos do sangue periférico

tém capacidade de diferenciar pacientes portadores ou ndo de EOE.
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GRUPOS DE ESTUDO E METODOS



1. DELINEAMENTO DOS EXPERIMENTOS

Este é um estudo transversal no qual foram avaliados os estados de
ativacdes dos eosindfilos e sua correlacao clinica, endoscépica e microscopica
em 32 pacientes portadores de esofagite eosinofilica (EoE) e 10 individuos
controles sadios. O estado de ativacdo dos eosindfilos foi analisado por
parametros morfologicos ap6s aderéncia da célula a lamina. Os critérios clinicos
foram avaliados e classificados segundo sintomatologia dos pacientes, testes
alérgicos e laboratoriais no dia da coleta de sangue. Os critérios endoscopicos
foram obtidos das endoscopias digestivas alta (EDA) realizadas nestes
pacientes ap0s 8 semanas de tratamento com inibidores de bomba de proétons
(IBP) e os critérios microscopicos foram oriundos das laminas obtidas da bidpsia
no dia da EDA.

O diagrama do estudo encontra-se descritos na Figura 1.
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Sele¢éo dos voluntarios
Critérios de inclusao/exclusao

Confirmagdo da presenca de eosindfilos na mucosa
esofagica apds 8 semanas de IBP (n=32)

Definicéo
diagnostica de

Historia Clinica
Exame fisico

Termo de consentimento
Coleta de sangue

EoE

Prick test para acaros e
alimentos
Hemograma,
Determinacéo de IgE e IgA

Exclusdo de um
paciente por
apresentar
eosindfilos em
outras mucosas
do trato
gastrointestinal
além do esbfago

|

Avaliacdo do estado de
ativacao dos eosinéfilos

Portadores EoE (n=32)

(n=42)

Controles (n=10)

Figura 1: Diagrama geral do estudo. A seta indica a exclusdo um individuo portador de
EoE, mas que apresentou também infiltrados eosinofilicos no ileo e duodeno.
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2. GRUPOS DE ESTUDO E CARACTERIZACAO DOS INDIVIDUOS

As normas éticas para pesquisa cientifica em seres humanos,
estabelecidas pela Declaracéo de Helsinki atualizada (2013) e pelo Ministério da
Saude Brasileiro (MS, 1996) foram rigorosamente observadas durante todo o
desenvolvimento do presente trabalho. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de
Brasilia pela Plataforma Brasil (Anexo 1). O projeto encontra-se dentro do grupo
de risco minimo, tendo sido realizada a coleta de 10 ml de sangue de cada
individuo por puncao venosa periférica, com material estéril e descartavel, apos
o termo de consentimento livre e apds esclarecimento escrito (Anexos 2, 3 e 4)
ter sido assinado pelos pacientes para pacientes maiores de 18 anos, ou pais ou
responsaveis para pacientes menores de 18 anos. O termo de aceite para
participar do estudo foi assinado também pelos pacientes menores de 18 anos
(Anexo 5). Todos os procedimentos relacionados a bidpsia de esbéfago que
foram realizadas pelos pacientes foram feitas por indicacéo e como parte de sua
avaliacdo e tratamento clinico regular.

O desenho experimental do trabalho e sua conducdo deveram-se
exclusivamente aos autores que nao apresentam nenhum conflito de interesse.

Foram selecionados inicialmente 32 pacientes portadores de eosofagite
eosinofilica, de ambos o0s sexos, adultos e criancas oriundos da clinica
ALERGYA, sob responsabilidade técnica da Dra. Valéria Botan (CRM 15145),
situada SGAS 910 bloco E - Edificio Mix Park Sul, Brasilia - DF. Todos estes
pacientes foram encaminhados por gastroenterologistas e alergistas

procedentes da cidade de Brasilia.

Na avaliacdo clinica, todos os pacientes com EOE trouxeram exame
endoscopico com biopsia de esd6fago que comprovava o diagnéstico de EoE e ja
haviam sido submetidos ao tratamento por pelo menos 8 semanas com
inibidores de bomba de protons (IBP) e continuavam apresentando na biopsia a
presenca de igual ou maior que 15 eosinéfilos por campo de grande aumento
(Papadopoulou e cols., Management Guidelines ESPGHAN 2014). Este critério

foi fundamental para excluir a eosinofilia esofagica respondedora a IBP.

Durante consulta, foi preenchido o protocolo clinico de pesquisa (Anexo

6) e assinado termo de consentimento livre e esclarecido. ApGs a concordancia
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pelo paciente, foi retirada uma amostra de 10 ml sangue venoso para realizagio
de hemograma, dosagem total de IgE e IgA e avaliacdo do estado de ativacao
dos eosindfilos do sangue periférico. Todos os pacientes ja haviam realizado a
segunda EDA com biépsia compativel com EoE, em vigéncia de IBP.

Nos pacientes e controles selecionados realizou-se o teste de puntura
(prick test) de leitura imediata, fazendo-se inoculacdo dos alérgenos nos
antebracos direito e esquerdo, com leitura ap6s 15 minutos, utilizando-se
conjuntos de puntores plasticos para cada individuo e num mesmo paciente
puntores diferentes para cada alérgeno (Carvalho e cols., 2001). Todos o0s
extratos alergénicos tiveram a mesma procedéncia (FDA Allergenic®),
padronizados em Ube (unidade biolégica equivalente). Foram utilizados
dezesseis alérgenos diferentes sendo quatro aeroalérgenos e doze alérgenos
alimentares. Os alérgenos testados foram: Dermatophagoides pteronyssinus,
Dermatophagoides farinae, Blomia tropicalis, Fungos mix (Alternaria sp,
Cladosporum sp e Aspergillus sp), leite de vaca, alfalactoalbumina,
betalactoglobulina, caseina, ovo de galinha, trigo, soja, camardo, amendoim,
carne bovina, leite in natura e soja in natura. Em todos os pacientes foi realizado
controle positivo com cloridrato de histamina e controle negativo com solucao
salina. O resultado foi considerado como positivo quando apos a aplicacao do
alérgeno ocorria a apresentacdo de papula maior do que 3 mm em relacdo ao
controle negativo e reatividade presente no local de inoculacdo da histamina. A
leitura dos testes foi sempre realizada por Unico examinador para evitar viés de
afericdo. Todos os pacientes foram orientados a nao utilizar nenhum anti-

histaminico sete dias antes do teste.

O hemograma foi realizado por método automatizado e as dosagens de

IgE e IgA foi feita pelo método da nefelometria, e o resultado expresso em mg/dL.

2.1. Avaliacao clinica inicial dos individuos

Criancas, adolescentes e adultos portadores de EOE que preencheram os
critérios de diagnéstico, segundo Dellon e cols. (2013), foram avaliados pelo
Protocolo Clinico de Pesquisa (Anexo 6) que incluia: a) dados de identificagéo;
b) critérios de inclusdo; c) critérios de excluséo; d) formas clinicas associadas e
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seu respectivo tratamento: asma, rinite alérgica, conjuntivite alérgica e dermatite
atopica; e) fatores de risco para desenvolvimento de EoE; f) data de inicio dos
sintomas; g) data da primeira endoscopia digestiva alta (EDA) com presenca de
igual ou maior do que 15 eosindéfilos/campo em grande aumento; h) presenca de
sintomas clinicos referentes aos critérios clinicos para definicdo diagnostica de
EoE: vomitos, regurgitacdo, dor abdominal, dor epigéastrica, pirose, dor toracica,
engasgos durante a refeicdo, necessidade de ingestdo de liquidos durante
alimentacdo, disfagia, baixo ou perda de ganho ponderal, impactacao alimentar
e necessidade de idas ao pronto-socorro devido impactacao alimentar; i) critérios
endoscoépicos: edema da mucosa, palidez da mucosa, presenca de anéis
concéntricos , exsudato ou pontilhado esbranquicado, presenca de estrias
longitudinais, diminuicao do diametro esofagico e fragilidade da mucosa (aspecto
papel crepom); j) critérios microscépicos: numero de eosinoéfilos/campo de
grande aumento, microabscessos eosinofilicos, estratificacdo superficial dos
eosinofilos, hiperplasia das células basais, fibrose dalamina propria e a presenga
de outras células como linfécitos, mondcitos, basdfilos, etc; |) tipo de tratamento
realizado pelo paciente no momento da consulta: dieta elementar, dieta de
exclusdo de algum alimento, uso de IBP, corticoide topico (fluticasona ou
budesonida), corticoide oral, montelucaste ou nenhum tratamento.

Apbs o preenchimento deste protocolo, era realizado o exame fisico com
énfase nos sinais clinicos digestivos.

Com fins de propiciar a analise de correlacéo estatistica entre a gravidade
da doenca com os parametros de ativacado dos eosinofilos, foi definida uma
pontuacdo para gravidade, onde se atribui valores aos diversos parametros
clinicos apresentados pelos pacientes, segundo a frequéncia dos sintomas e
baseado nas diretrizes clinicas para o diagndstico e manejo da EoE e Eosinofilia
(Dellon e cols; 2013 ) (Tabela 01). Segundo essa padronizacdo, a pontuacao
minima € 0 e a maxima 49 pontos. Foi considerado para nosso estudo que 0s
pacientes eram portadores de sintomas leves quando escore variou entre 0 a 12

pontos, sintomas moderados entre 13 a 19 e graves entre 20 - 49 pontos.
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Tabela 01: Escore clinico para determinacdo do grau de sintomas
apresentados pelos pacientes portadores de EoE.

SINTOMAS PONTUACAO
0 1 2 3 4

Nenhum | Ocasional Mensal Semanal Diarios
VOomitos 0 1 2 3 4
Regurgitacéo 0 1 2 3 4
Dor abdominal 0 1 2 3 4
Dor epigastrica 0 1 2 3 4
Pirose - queimacao 0 1 2 3 4
Dor toracica 0 1 2 3 4
Disfagia 0 1 2 3 4
Engasgos durante 0 1 2 3 4
refeicao
Necessidade de 0 1 2 3 4
ingestéo de liquido
para alimentar-se
Disfagia Nenhuma | Solidos Pastoso | Liquido Saliva

0
1 2 3 4

Baixo ganho ponderal | Ausente | Presente
Ou perda ponderal 1

0
Impactacéo do Ausente | Presente
alimento 4

0
Ida ao PS para EDA | Ausente | Presente
devido impactacao 4
alimentar 0

PS= Servico de pronto atendimento médico. EDA= endoscopia digestiva alta

Adaptado de Dellon e cols. (2013) e Papadopoulou e cols. (2014).

2.2 Critérios endoscopicos

Para classificacdo dos critérios endoscopicos também foi criado um escore

baseado na gravidade dos achados da endoscopia digestiva alta (Dellon e cols.;

2013 e Papadopoulou e cols.; 2014). Foram avaliados os seguintes sinais:

presenca de edema (diminuicdo das marcas vasculares ou palidez da mucosa,;

presenca de anéis vasculares, processo denominado de traqueizacéo esofagica

gue pode variar de um quadro leve até a auséncia da passagem do aparelho

endoscopico; exsudato pontilhado esbranquicado (leve < 10% da area esofagica

e grave (>10% da area esofagica); presenca de estrias verticais; constriccdo com
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diminuicdo do calibre esofagico e fragilidade da mucosa, processo conhecido
como “aspecto de papel crepom”. Foram considerados para esse trabalho,
guadros leves aqueles cuja pontuacéo foi 1, 0os quais apresentavam somente
edema da mucosa; moderados, de 2 a 3 pontos, nos quais se encontravam
estrias verticais e pontilhados esbranquicados; e grave, quando acima de 3
pontos, e foram considerados achados endoscépicos graves a presenca de mais
do que 10% de exsudato esbranquicado, sulcos profundos, anéis concéntricos e
diminuicdo do calibre da mucosa (Tabela 02).
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Tabela 02: Escore dos critérios endoscépicos visualizados durante a EDA
dos pacientes portadores de EoE.

Edema Anéis Exsudato Estrias Constricao Papel
(diminuicdo | concéntricos Pontilhado verticais (Diminuigdo do | crepom
das marcas (traqueizacdo) | esbranquigcado didmetro) Fragilidade
vasculares ou mucosa
palidez
mucosa
Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
0 0 0 0 0 0
Presente Leve Leve (> 10% Presente Presente Presente
da area
esofagica)
1 1 1 1 1
1
Moderada (ndo | Grave (<10%
impede da area
passagem do esofagica)
endocopio)
2
2
Grave

(auséncia da
passagem do
endoscopio
3

Endoscopia normal ( )

Pontuacao total:

Adaptado de Dellon e cols. (2013) e Papadopoulou e cols. (2014).
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2.3. Critérios microscopicos das bidpsias esofagicas

Foram considerados para o estudo dados microscopicos dos achados da
biépsia diagndstica os seguintes critérios: numero de eosinéfilos por campo de
grande aumento; formacdo de microabscessos eosinofilicos, estratificacdo
superficial de eosindfilos, hiperplasia das células basais, fibrose da lamina
propria com deposicéo de coldgeno e presenca de outras células inflamatorias
como mondcitos, basdfilos, linfocitos e neutrdfilos.

Uma das limitacbes de nosso trabalho, foi o fato de que as analises
histopatolégicas da bidpsia de esbfago ter sido realizada por patologistas
diferentes, pois quando incluimos os pacientes no estudo, as biopsias ja tinham

sido realizadas.

2.4 Critérios de Inclusado dos pacientes portadores de EoE

Foram considerados os seguintes critérios para inclusdo dos pacientes no
estudo: a) Criancas, adolescentes ou adultos portadores de esofagite
eosinofilica (EOE), com biopsia compativel apresentando 15 ou mais
eosindfilos/campo de grande aumento, encaminhados de servicos de
Gastroenterologia e/ou Alergia da cidade de Brasilia; b) Persisténcia de 15 ou
mais eosindfilos/campo de grande aumento, durante a segunda EDA com
bidpsia, em uso de 8 semanas de IBP; ¢) Concordéancia dos pais, responsaveis
ou do proéprio paciente nos casos de maior idade (18 anos) em participar da

pesquisa, apos leitura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

2.5 Critérios de Exclusao dos pacientes portadores de EoE

Os critérios de exclusdo do estudo incluiram doencas que poderiam
causar eosinofilia esofagica como: Neoplasias; Sindrome de Down ou outras
sindromes genéticas; Doencas de depdsitos ou Erros inatos do metabolismo;
Doencas da Tiredide; Doenca Celiaca; Doencas auto-imunes (ARJ, LES,
Dermatomiosite, Vasculites.); Acalasia; Pénfigo; Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida Hipo/Agamaglobulinemia; Doenc¢a de Crohn; Uso de terapéutica com
droga imunossupressora; Reacédo de hipersensibilidade a drogas, parasitoses

intestinais e ndo concordancia do paciente, dos pais ou responsaveis em
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participar da pesquisa.

2.6. Critérios de Inclusdo dos individuos controles

Para termos de comparacdo do estado de ativacao dos eosinéfilos com
os valores normais foram estudados dez individuos que ndo apresentavam
doenca alérgica. Estas foram selecionadas nos ambulatérios de
Gastroenterologia e Alergia Geral do Distrito Federal e encaminhados para a
coleta de 10 ml de sangue no laboratério de Imunologia Celular da Faculdade de
Medicina da Universidade de Brasilia. Antes da coleta, era explicada a finalidade
da pesquisa e preenchido o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para
controles sadios. As mesmas contra-indicacbes para o dia da coleta dos
pacientes portadores de EoE foram utilizadas para o grupo controle.

Os critérios para inclusdo dos controles sadios foram: a) Criancas,
adolescentes ou adultos que realizaram endoscopia digestiva alta devido a
sintomas gastrointerstinais, entretanto que nao apresentavam biopsia
compativel com 15 ou mais eosinofilos/campo de grande aumento; b) Criancas,
adolescentes ou adultos sem historia de asma ou rinite persistente, dermatites
atopicas ou conjuntivites alérgicas; c¢) Concordancia dos pais, responsaveis ou
do proprio paciente nos casos de maior idade (18 anos) em participar da

pesquisa, apos leitura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

2.7. Contra-indicacOes gerais para coleta de sangue

Apbs a andlise clinica e preenchimento do Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido, os pacientes e controles eram encaminhadas para a coleta de
sangue. As contra-indicacdes gerais para o dia da coleta foram as seguintes: a)
processo infeccioso agudo febril, b) vigéncia de crise asmatica/alérgica, c) uso
de corticéide oral nos ultimos quinze dias, d) uso de hemoderivados nos ultimos

trinta dias, e) vacinacéo nos ultimos quinze dias.
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3. AVALIACAO DO ESTADO DE ATIVACAO DOS EOSINOFILOS NOS
PACIENTES PORTADORES DE ESOFAGITE EOSINOFILICA E CONTROLES
SADIOS.

Foram estudados dois grupos de criangas, adolescentes e adultos com
idade entre 2 a 52 anos no Ambulatério de Alergia e Imunologia da Clinica
ALERGYA. Destes, foi coletado sangue para avaliacdo dos parametros de
ativacao dos eosindfilos, que se realizou no Laboratério de Imunologia Celular
da Area de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia.

Os grupos estudados foram assim distribuidos:

Grupo 1 (n=32): Criancas, adolescentes e adultos portadores de esofagite
eosinofilica n&o responsivos ao tratamento com inibidores de bomba de protons,
oriundos de ambulatorios de gastroenterologia e/ou alergia do Distrito Federal,

Grupo 2 (n=10): Criancas, adolescentes e adultos que haviam realizado
endoscopia digestiva alta, devido sintomas digestivos leves sem evidéncia de
eosindfilos na mucosa esofagica, oriundos de ambulatérios de gastroenterologia
e/ou alergia do Distrito Federal. O perfil destes pacientes encontra-se no Anexo
7 e dos pacientes controles no Anexo 8.

Em todas as amostras foram caracterizados os aspectos morfoldgicos dos
eosindfilos obtidos pela aderéncia a lamina de microscopia.

Foram coletado de 10 ml de sangue venoso periférico de todos individuos
estudados, dos quais 40ul foram distribuidos em escavagdes previamente
delimitadas em areas de 7mm de diametro marcadas com epéxi em laminas de
microscopia, para avaliacao da ativacdo dos eosinofilos.

As preparacdes foram incubadas em camara Umida a 37°C, por 45
minutos, para permitir a aderéncia dos fagécitos a lamina. Em seguida, as células
nao aderentes (eritrécitos, plaguetas e linfécitos) foram retiradas por lavagem
com solucéo salina tamponada com fosfato, pH 7,2, a 37°C. A monocamada de
células aderentes (neutrofilos, mondcitos e eosindfilos) foi fixada com metanol
por 2 minutos e corada com Giemsa a 10% em tampao para coloracdo pH 6,8,
pois neste pH os eosindfilos ficam mais bem caracterizados, com granulos de
coloracéo alaranjada (Marques, 2003).

O estado de ativagdo dos eosindfilos foi avaliado por parametros
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morfolégicos em 200 eosindfilos por preparacdo. A analise foi feita ao
microscopio Optico, com aumento de 1000X, em imersdo, quantificando-se os
seguintes parametros: eosindfilo normal, espraiamento, arredondamento,
emissao de granulos (pequena, moderada e acentuada quantidade), presenca
de vacuolos, presenca de pseuddpodes (localizados e generalizados), presenca
de granulos isolados, aspectos de degeneracdo celular e contato entre

eosindfilos e outras células (Botan, 2010; Muniz-Junqueira e cols., 2013)

4. ANALISE DA EXPRESSAO DE CICLOXIGENASE-2 E 5-LIPOXIGENASE
NOS EOSINOFILOS DO SANGUE PERIFERICO DOS PACIENTES
PORTADORES DE ESOFAGITE EOSINOFILICA

Para analisar a expressdo de cicloxigenase-2 e 5-lipoxigenase,
eosindfilos do sangue periférico de dois pacientes portadores de EOE e um
controle foram avaliados em duplicata por microscopia de imunofluorescéncia.
As células foram obtidas a partir do creme leucocitario, apos centrifugacao do
sangue total coletado em heparina. A viabilidade foi avaliada com nigrosina a
0,5% e foi sempre superior a 98%. ApOs quantificacdo em hemocitdmetro para
uma proporc¢éo de 10° células/200uL de meio RPMI 1640 (Sigma, St. Louis, MO,
EUA), pH 7,2, a 4°C, estéril, suplementado com HEPES 20mM (Sigma), 2,5mg/d|I
de gentamicina. As células foram colocadas em placas de cultura de 24 pocos
(TPP, Trasadingen, Suica, Europa) sobre laminulas de vidro redondas de 13 mm
para possibilitar a aderéncia dos leucécitos. Os leucdcitos foram incubados
durante 2 horas em camara Umida, a 37°C, em 5% de COZ? Em seguida, as
células ndo aderentes foram retiradas por lavagem com solucdo salina
tamponada com fosfato, pH 7,2 a 37°C (STF) e as células aderidas foram fixadas
com paraformaldeido a 4%.

Para realizar a marcacdo do COX-2 e do LOX-5, o paraformaldeido foi
retirado por lavagem com STF e depois as membranas dos leucdcitos foram
permeabilizadas com Triton X-100 (Sigma) a 0,2% em STF durante 30 minutos.
O bloqueio dos sitios inespecificos foi realizado com soro albumina bovina a 2%
em STF durante 20 min. As células foram entdo incubadas durante 24 h a

temperatura ambiente, com anticorpos policlonais IgG de coelho anti-COX-2
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(SC-1746, Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz, CA, EUA) ou
com anticorpos policlonais 1gG de coelho anti-LOX-5 (SC-8885, Santa Cruz
Biotechnology Inc.). Apés um novo passo de lavagem, as células foram tratadas
com anticorpo secundario anti-coelho conjugado com Alexa 488 (Southern
Biotech) durante 1h, a temperatura ambiente. As células foram entao tratadas
com DAPI diluido 1/5000 em STF durante 5 min e as laminulas foram montadas
sobre uma lamina com meio de montagem antifading (Prolong Ouro, Invitrogen
Eugene, OR, EUA). Como controle das ligacdes ndo especificas do anticorpo
secundario, foi incluido nas marcacdes duas laminulas de cada individuo
contendo células incubadas somente com o anticorpo secundario.

As imagens fluorescentes foram capturadas em um microscopio Zeiss
LSM 800 e processadas com o programa Zen 2 versdo 2.0 (Carl Zeiss
Microscopia GmbH, Jena, Alemanha). Para quantificar a expressédo de COX-2 e
5-LOX nos eosinofilos foi utilizado o programa Imaged 1.47q

(http://rsb.info.nih.gov/ij) utiizando o método de andlise adaptado de

Noursadeghi e cols (2014). Para tal, vinte campos contendo eosindfilos foram
selecionados em cada duplicata de cada individuo estudado e também nas
lamiinas controle. Em cada imagem, a intensidade de fluorescéncia média
(IFM) de COX-2 e 5-LOX foi obtida a partir da analise dos citoplasma dos
eosindfilos. Para se obter a expressao de COX-2 e 5-LOX final, o valor médio da
IFM dos controles foi subtraida do valor médio da IFM das Iaminas testes.

Os resultados foram expressos como intensidade de fluorescéncia média (IFM)

por vinte células.

5.ANALISE ESTATISTICA

As analises e os graficos foram feitos empregando-se o programa Prism®
5 para Windows (GraphPad, USA, 2007) e SigmaStat 3.11/SigmaPlot 9.01 para
Windows.

Previamente aos experimentos foi feito o teste para determinacdo do
tamanho da amostra para obter resultados estatisticos confiaveis utilizando o

programa estatistico SigmaStat 3.11/SigmaPlot 9.01 para Windows, sendo

36


http://rsb.info.nih.gov/ij

determinado que seria suficiente um n de 30 individuos, considerando como
parametros uma diferenca entre as médias de 20, o desvio padrdo da amostra
de 20, o poder do teste 0,8-0,9 e o valor do p<0,05 .

Para a aplicacdo dos testes estatisticos verificou-se previamente a
normalidade ou ndo das varidveis das amostras. A normalidade das variaveis foi
analisada empregando-se o teste de Kolmogorov-Smirnov. Para comparacéo
entre duas variaveis com distribuicdo normal foi utilizado o teste t pareado ou o
de Mann-Whitney. Os testes estatisticos empregados para a comparagao entre
mais do que 2 grupos foram o ANOVA ou Kruskal-Wallis, seguido pelos métodos
de Student-Newman-Keuls ou Dunn para as mdultiplas comparacdes entre os
grupos, respectivamente, segundo a normalidade das amostras.

Para comparacdo entre proporcdes foram utilizados os teste do qui-
guadrado ou de Fisher.

Para avaliar as correlacdes entre os dados foram utilizados o teste de
correlacdo de Pearson para amostras com distribuicdo normal e o teste de
correlacdo de Spearman para amostras com distribuicdo nao normal.

A sensibilidade foi classicamente calculada pelo niamero de positivos
verdadeiros dividio pelo numero de positivos verdadeiros somado ao niumero de
falsos negativos multiplicado por 100.

Sensibilidade = (nUmero de positivos verdadeiros / nUmero de positivos
verdadeiros + numero de falsos negativos) x 100.

Especificidade = (nUmero de negativos verdadeiros / nimero de negativos
verdadeiros + numero de falsos positivos) x 100.

Valor preditivo positivo = (nUmero de positivos verdadeiros / numero de
positivos verdadeiros + niumero de falsos positivos) x 100.

Valor preditivo negativo = (nUmero de negativos verdadeiros / nimero de
negativos verdadeiros + nimero de falsos negativos) x 100

As diferencas entre as variaveis comparadas foram consideradas
estatisticamente significantes quando a probabilidade bi-caudal da sua
ocorréncia devida ao acaso (erro tipo 1) foi menor que 5% (p<0,05). Os dados

foram expressos, graficamente, como mediana, quartis e extremos.
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1. PARAMETROS CLINICOS E LABORATORIAIS DOS PACIENTES
PORTADORES DE ESOFAGITE EOSINOFILICA E CONTROLES

Os grupos controles e portadores de EoE foram caracterizados segundo
0s parametros clinicos e laboratoriais abaixo descritos.

Foram incluidas na pesquisa 31 pacientes portadores de EoE, sendo
criancas, adolescentes e adultos, com idade que variaram de 2 a 52 anos, com
médiatDP de 20 anos e 3 meses+13,5. Quinze pacientes (46,8%) eram crian¢as
e adolescentes na faixa etaria de 2 a 15 anos de idade e 16 pacientes (53,2%)
apresentavam idade entre 21 e 52 anos. Observamos predominio do género
masculino entre os pacientes portadores de EoE, sendo que 23 pacientes (72%)

eram do sexo masculino (Figura 03).

B Masculino ™ Feminino

Figura 03: Distribuicdo dos pacientes com EoE (n=31) segundo o género.

No grupo controle foram incluidos 10 pacientes portadores de sintomas
digestivos leves, que foram submetidos a endoscopia por indicacdo de seu
médico acompanhante e que ndo apresentavam eosinéfilos no exame
histopatolégico do esb6fago, os quais ndo preenchiam os critérios para
diagnostico de EoE. A idade dos individuos do grupo controle variou de 7 a 42
anos com médiazDP de 28 anos e 8 meses * 9,5. Setenta por cento (7/10) dos
controles eram do sexo masculino. Nao houve diferenca estatistica entre os
grupos de individuos com EoE e controle em relagéo a idade (p= 0,07; teste t) e

ao género (p=1,00; Teste Exato de Fisher).
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Entre os parametros hematoldgicos dos pacientes portadores de EoE e
do grupo controle, observou-se que valor médio da hemoglobina para o grupo
controle foi 14,86 + 0,27 g/dl e para os portadores de EoE, o valor médio foi de
15,01 £ 1,47 g/dl (p= 0,75; teste t). Nenhum paciente apresentava anemia no
momento da coleta sanguinea para andlise dos dados.

Pela analise dos leucécitos, observou-se que os valores encontravam-se
dentro dos parametros de normalidade para o grupo controle, variando de 7000
céls/mm?3 a 10500 céls/mm?3, com média+DP de 85904881 céls/mm?3. No grupo
de pacientes portadores de EoE, os leucécitos variaram de 5100 céls/mm?® a
21500 céls/mm?3 com média+DP de 8658+3439céls/mm?, sendo que néo houve
diferenca estatistica entre os grupos (p=0,16; teste de Mann Whitney). Entre os
pacientes com EoE, o nimero total de leucdcitos estava acima de 12.000/mm?
em apenas trés individuos.

A mediana do numero de eosinoéfilos no sangue periférico encontrava-se
elevada nos pacientes portadores de EoE (400 eosindfilos/mm?), encontrando-
se dentro dos parametros de normalidade para o grupo controle, sendo a
mediana para esse grupo de 65 eosindfilos/mm? (p<0,0001; Mann Whitney).
(Figura 04). Embora os pacientes com EoOE tenham apresentado valores
significantemente maiores do que os individuos normais, em 4 individuos (13%),
esses valores encontravam-se dentro da normalidade para a faixa etaria, sendo

gue destes, trés pacientes mantinham uso de IBP.
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Figura 04: Numero de eosinéfilos no sangue periférico de pacientes com EoE
(n=31) e controles (n=10). Os dados individuais estdo representados e a
mediana identificada (p<0,0001, teste de Mann-Whitney).

A mediana dos niveis séricos de imunoglobulina A (IgA) para os pacientes
com EoE (132mg/dl) foi significantemente menor do que a mediana dos
individuos controles (245mg/dl) (p=0,0043; Mann Whitney). Trés pacientes do
sexo masculino portadores de EoE apresentavam deficiéncia parcial de IgA,
segundo niveis séricos de imunoglobulina A para populacao brasileira (Fujimura,
1991). Um adulto de 31 anos apresentou IgA de 26,9mg/dl (faixa de normalidade
entre 84mg/dl e 354mg/dl). Na faixa pediatrica os valores variam com a idade.
Uma crianca de 9 anos apresentou IgA de 44mg/dl ( normal para faixa etaria de
70 a 311 mg/dl) e outra crian¢a de 10 anos apresentou IgA de 46,9 (normal para
faixa etaria € 113 a 248mg/dl) (Figura 05).
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Figura 05: Concentracao sérica de imunoglobulinas A (IgA) em pacientes
com EoOE. Os dados estdo representados como mediana, quartis e valores
extremos. Os valores outliers estdo apontados (p<0,004, teste de Mann-
Whitney).

N&o houve diferenca estatistica na concentracdo sérica da IgE quando

comparamos 0s grupos controle e EoE (p=0,37; Mann Whitney). Sendo que a
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mediana do grupo controle foi de 67,75 mg/dl e dos portadores de EoE foi de
81mg/dl. O valor de referéncia para normalidade na determinacao de IgE sérico
pelo teste realizado variou conforme a idade, segundo referéncias do aparelho e
técnica utilizada. No grupo controle, dois pacientes adultos (20%) apresentavam
IgE com valores acima de 140mg/dl e nos portadores de EoE, 17/31 (54,8%)
apresentaram valores acima do padréo normal (p=0,05, Qui quadrado).

Observamos que a correlagdo, embora fraca, foi estatisticamente
significante entre a concentracdo sérica de IgE e o numero de eosindfilos no
sangue periférico para os individuos portadores de EoE (p=0,04; r°=0,36, teste
de correlagdo de Spearman). N&o houve correlacéo entre esses parametros
para os individuos do grupo controle (p=0,26, teste de correlacdo de Spearman)
(Figura 06).
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Figura 06: Correlacdo entre a concentracao sérica de IgE e o nimero de
eosinofilos no sangue periférico de individuos com EoE. (p=0,04; r5=0,36, teste
de correlacdo de Spearman).

1.1ASSOCIACOES COM OUTRAS ATOPIAS

Do total dos 31 pacientes analisados, treze (42%) ndo apresentavam
nenhuma outra atopia e dezoito (58%) possuiam outras atopias associadas,

sendo a rinite alérgica e a asma as associa¢gfes mais frequentes (Figura 07).
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Nove pacientes eram portadores de asma ou tinham histérico de crises na
infancia (28%) e 56% dos pacientes tinham algum sintoma de rinite alérgica. Vale
ressaltar que nenhum paciente asmatico realizava tratamento profilatico, nem
havia ingerido corticoides orais quatro semanas antes do estudo e néo
apresentava asma isolada, estando sempre associada com rinite alérgica. Dois
pacientes portadores de rinite alérgica faziam uso de corticoide tépico nasal e
dois pacientes estavam em imunoterapia antidcaro h4 poucas semanas (fase
inducao inicial). Dez porcento dos pacientes (n=3/31) apresentavam conjuntivite

alérgica e 6% (n=2/31) tinham sintomas de dermatite atépica.

conjuntivite

dermatite _ 10%
6% :

Figura 07: Frequéncia da associacao da EOE com outras doencas
alérgicas nos pacientes portadores de esofagite eosinofilica.

1.2FATORES DE RISCO E TEMPO DE DEMORA ATE O DIAGNOSTICO
ENDOSCOPICO

Dentre os fatores de risco nos pacientes portadores de EOE, oitenta por
cento dos pacientes (n=25) apresentavam historico familiar para alguma atopia
entre parentes proximos (pais e irmaos) e doze pacientes (38%) faziam uso
recorrente de inibidores de bomba de prétons (IBP), sem prescricdo médica
devido dores epigastricas ou abdominais.

O tempo médio entre o inicio dos sintomas e a realizacdo da endoscopia
digestiva alta (EDA) com biépsia positiva para o diagnostico de EoE variou de 1
més até 20 anos, com mediana de 3 anos e 6 meses. Dentre os adolescentes e

adultos, cinco ja apresentavam sintomas desde infancia, sendo que em trés
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pacientes (10%) foram realizados tratamentos psquiatricos e/ou investigacdes
cardiolégicas extensas na busca de isquemia miocérdica. Uma crianga do sexo
feminino apresentava sintomas e pHmetria positiva para doenca do refluxo
gastroesofagico, desde 6 meses de vida, e o diagnéstico de EoE foi feito aos 2
anos de idade apoés realizacdo da EDA. Somente em um paciente adulto, o
diagnéstico foi feito ocasionalmente, em consequéncia de uma endoscopia
digestiva que foi realizada preventivamente devido ao pai ter falecido de cancer

gastrico, embora o individuo estivesse assintomatico.

1.3 ESCORE CLINICO DOS PACIENTES PORTADORES DE EOE E
CONTROLES

Nas tabelas 03 e 04 estédo descritos, em valores absolutos e percentuais,
0s sintomas apresentados pelos adultos e criancas portadoras de EOE,
respectivamente. Vale ressaltar que no grupo controle, somente dois pacientes
relataram dores abdominais ocasionais, sem apresentar nenhum outro sintoma

clinico associado, ndo preenchendo nenhuma pontuacéo no escore.
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Tabela 03: Sintomas apresentados pelos pacientes adultos portadores de EoE
antes do diagnéstico pela realizacdo da EDA (n= 16).

Sintomas

Ocasional

Mensal

Semanal

Diéarios

Total

VOémitos

n=2 (12,5%)

n=2 (12,5%)

Regurgitacao

n=1 (6,25%)

n=2 (12,5%)

n=3 (18,75%)

Dor
abdominal

n=3 (18,75%)

n=2 (12,5%)

n=4(25%)

n=3 (18,75%)

n=12 (75%)

Dor
epigastrica

n=4(25%)

n=4(25%)

n=4(25%)

n=12 (75%)

Pirose -
gueimacgao

n=1 (6,25%)

n=6 (37,5%)

n=6 (37,5%)

n=13 (81,25%)

Dor toréacica

n=2 (12,5%)

n=1 (6,25%)

n=3 (18,75%)

n=3 (18,75%)

n=9 (56,25%)

Engasgos
durante
Refeicéo

n=1 (6,25%)

n=1 (6,25%)

n=3 (18,75%)

n=4(25%)

Necessidade
de ingestao
de liquido
para
conseguir
alimentar-se

n=1 (6,25%)

n=6 (37,5%)

n=7 (43,75%)

Disfagia

Solidos
n=8 (50%)

Pastoso
n=1 (6,25%)

Liquido
n=1 (6,25%)

Saliva

n=9 (56,25%)

Baixo ganho
ponderal
Ou perda
ponderal

n=3 (18,75%)

n=3 (18,75%)

Impactacao
alimentar

n=8 (50%)

n=8 (50%)

Ida ao PS
para EDA
devido
impactacao
Alimentar

n=5 (31,25%)

n=5 (31,25%)

Entre os pacientes adultos (n=16), os sintomas mais prevalentes foram

pirose (81,25%), dores abdominais (50%), dor epigastrica (50%), dor toracica

(56,25%), disfagia para solidos (50%) e impactacdo alimentar (50%). E

importante ressaltar que cinco pacientes (31,25%) necessitaram ir a um servi¢co

de emergéncia para realizar EDA devido quadro de impactacdo de algum

alimento. Trés pacientes devido a um pedago de carne, um paciente engasgou

com sushi e uma paciente com banana.
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Tabela 04: Sintomas apresentados pelas criancas e adolescentes portadores de
EoE (n=15) antes do diagnéstico pela realizacdo da EDA.

Sintomas

Ocasional

Mensal

Semanal

Diéarios

Total

VOémitos

n=3 (20%)

n=2 (13,3%)

n=1(6,6%)

n=8 (53,3%)

n=14 (93,3%)

Regurgitacao

n=3 (20%)

n=1(6,6%)

n=9 (60%)

n=12 (80%)

Dor
abdominal

n=3 (20%)

n=1(6,6%)

n=2 (13,3%)

n=3 (20%)

n=9 (60%)

Dor
epigastrica

n=3 (20%)

n=4 (26,6%)

n=7 (46,6%)

Pirose -
gueimacgao

n=3 (20%)

n=1(6,6%)

n=3 (20%)

n=1(6,6%)

n=8 (53,3%)

Dor toréacica

n=1(6,6%)

n=2 (13,3%)

n=3 (20%)

Engasgos
durante
Refeicéo

n=2 (13,3%)

n=1(6,6%)

n=2 (13,3%)

n=2 (13,3%)

n=7 (22,5%)

Necessidade
de ingesta
durante
alimentacao

n=4(26,6%)

n=4(26,6%)

Disfagia

Solidos
n=9 (60%)

Pastoso
n=1(6,6%)

Liquido

Saliva

n=10 (66,6%)

Baixo ganho
ponderal
ou perda
ponderal

n=8 (53,3%)

n=8 (53,3%)

Impactacao
alimentar

n=3 (20%)

n=3 (20%)

Ida ao PS
para EDA
devido
impactacao
Alimentar

n=1(6,6%)

n=1(6,6%)

Os sintomas mais predominantes na infancia e adolescéncia, foram
vomitos (93,3%), regurgitacdo (80%), dor abdominal (60%) e dificuldade de

ganho ponderal em mais de 50% das criancas e adolescentes. Este ultimo

sintoma clinico, foi apenas relatado pelos responsaveis dos pacientes, pois

nenhuma crianca apresentava indice de massa corporal (IMC) baixo para faixa

etaria analisada. Além disso, 60% das criancas e adolescentes ja apresentavam

gueixa de disfagia para alimentos soélidos.

Pela

comparagao

dos

sintomas

apresentados entre

45




criancas/adolescentes e adultos portadores de EOE observou-se predominancia
nas criangas de vOmitos (p<0,0001; Teste Exato de Fisher), regurgitacdo
(p=0,001; Teste Exato de Fisher) e dificuldade ou baixo ganho ponderal
(p=0,004; Teste Qui-Quadrado) quando comparado aos pacientes adultos. A
referéncia de dor toracica foi mais frequente nos pacientes adultos (p=0,001;
Teste Exato de Fisher) (Tabela 05).

Tabela 05: Andlise estatistica dos sintomas apresentados por
criancas/adolescentes e adultos durante avalia¢éo clinica.

Sintomas Criancas/Adolescentes Adultos p Teste
(n=15) (n=16)
Vomitos 14 (93,3%) 2 (12,5%) p<0,0001
Regurgitacéo 12 (80%) 3 (18,75%) p=0,001
Dor abdominal 9 (60%) 12 (75%) p= 0,45
Dor 7 (46,6%) 12 (75%) p=0,14
epigastrica
Pirose 8 (53,3%) 13 (81,25%) p= 0,13
_ Teste Exato
Dor toracica 3 (20%) 9 (56,25%) p=0,001
de Fisher
Engasgos 7(46,6%) 4 (25%) p=0,27
durante
refeicdo
Necessidade 4 (26,6%) 7 (43,75%) p=0,45
de ingestade
liquido
durante
alimentacé&o
Disfagia 10 (66,6%) 9 (56,25%) p= 0,71
Baixo ganho 8 (53,3%) 3 (18,75%) p=0,04
ponderal
ou perda
ponderal Teste Qui-
Impacta(;éo 3 (20%) 8 (50%) p= 0,08 Quadrado
alimentar
Ida ao PS para 1 (6,66%) 5 (31,25%) p= 0,08
EDA devido
impactacao
alimentar

Houve diminuicAo no escore clinico dos sintomas dos pacientes
portadores de EOE apds o tratamento com IBP (p=0,002; teste t pareado) (Figura

08). Nos pacientes portadores de EOE, o escore clinico variou de 4 a 26 pontos
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com mediana de 11 pontos. Apds tratamento com IBP o escore clinico variou de
zero a 23 pontos, com mediana de 7 pontos. Todos os pacientes foram
submetidos ao tratamento com IBP para excluir a possibilidade de eosinofilia
esofagica respondedora a IBP. Observou-se que em 21 pacientes (67,7%) houve
reducdo do escore de sintomas clinicos apos o tratamento com IBP (p=0,002;

teste t pareado).

v 301

]

O

£ T

) —

@ 20

S

2

c

‘»

8 10-

©

L

o —

O

T . !
Controles Antes Depois

Figura 08: Comparacao entre os controles e 0s pacientes portadores de
EoE antes e apOs tratamento com IBP (p<0,0001; Teste de Kruskal- Wallis,
seguido pelo Teste de Mdltiplas Comparacdes de Dunns). Na analise dos
pacientes somente antes e apés o tratamento com IBP, houve diminuicdo dos
sintomas, estatisticamente significante (p=0,002; teste t pareado).

N&o houve correlacéo entre o escore clinico dos sintomas apresentados
pelos pacientes portadores de EOE antes da realizacdo da EDA e o niveis séricos
de IgE total e IgA, (p= 0,92; r°=0,01 e p=0,73; r°=0,07, respectivamente).
Também ndo houve correlacdo entre o escore clinico dos pacientes ja
submetidos ao tratamento com IBP e os niveis séricos de IgE total e IgA (p=0,80;
rs=-0,04 e p=076; r°=-0,06, respectivamente).

Também ndo houve diferenca entre o escore clinico dos pacientes
portadores de EoE associado as demais atopias: grupos EOE comparados com
pacientes asmaticos e com rinite (EOE+A+R) e nem com 0s pacientes portadores
de EoE com somente rinite associada (EoE+R). Somente a diferenca entre os
controles e os pacientes portadores de EOE e os paciente com EoE mais asma

e rinite associada foi significante estatisticamente (p<0,0001; Kruskal- Wallis
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seguido pelo teste de multiplas comparagdes de Dunns) (Figura 09). Nao foram
analisados os dados referentes aos pacientes que apresentavam conjuntivite e
dermatite atépica associadas devido a baixa frequéncia de pacientes portadores
destas atopias.
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Figura 09: Comparagcdo do grupo controle com o0s pacientes somente
portadores de EoOE (p<0,0001; Mann- Whitney) e entre os pacientes portadores
de EoE com rinite (EOE+R) e EOE com asma e rinite (EOE+A+R). A diferenca
estatistica somente foi significante entre o grupo controle comparado com os
pacientes EOE+A+R (p<0,0001 Kruskal- Wallis seguido pelo teste de multiplas
comparacdes de Dunn).

Na analise do escore clinico inicial que os pacientes portadores de EoE
apresentavam e a relacdo com histéria familiar de atopia, ndo se observou
diferenca entre pacientes com sintomas leves (escore até 12) e sintomas
moderados ou graves (escore de 13 a 43 pontos) (p=0,65; Teste Exato de
Fisher).

Utilizou-se 0o mesmo escore para sintomas leves ou
moderados/graves, observou-se que o uso frequente de IBP, sem indicacao
médica, nao foi fator de risco para EoE (p=0,45; Teste Exato de Fisher) (Figura
10).
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Figura 10: Comparacao do escore dos sintomas clinicos apresentados pelos
pacientes portadores de EoE, divididos em sintomas leves (escore até 12 pontos)
e sintomas moderados a grave (escore 13 a 43 pontos), com a presenca do fator
de risco de historia familiar de atopia (p=0,65; Teste Exato de Fisher) e 0 uso
frequente de IBP (p=0,45; Teste Exato de Fisher).

ANALISE DO TESTE DE PUNTURA COM LEITURA IMEDIATA (PRICK TEST)
DOS CONTROLES E INDIVIDUOS PORTADORES DE EOE

Foram realizados 41 testes de puntura com leitura imediata (prick test
PT) para os alérgenos previamente citados na metodologia. Destes, 10
individuos eram controles e somente um paciente apresentou teste positivo para
acaros da poeira domeéstica (Derm pt = 9mm; Derm far=7mm e Blomia=5mm)
embora ndo apresentasse clinica para alergias respiratorias. Dentre os 31
pacientes portadores de EoE, doze pacientes (39%) ndo reagiram para nenhum
alérgeno testado, seja aeroalérgenos ou alérgenos alimentares e 61% (n=19/31)
reagiram a pelo menos um dos dezesseis alérgenos testados.

Dentre os dezenove pacientes reatores, 84% (n=16/19) reagiram a pelo
menos um dos trés acaros da poeira domeéstica testado e nenhum reagiu aos
fungos. Quinze pacientes reagiram a algum alimento, sendo o amendoim
(n=5/18%), leite de vaca (n=2/7%) e ovo (n=2/7%) os alimentos mais comuns
gue causaram papulas de tamanho superior a 3 mm (Figura 11). Dos 16
pacientes que reagiram a algum aeroalérgeno, treze (81%) possuiam alguma
historia de asma ou rinite alérgica também associada. A tabela com os resultados
dos tamanhos das papulas expressos em mm de todos pacientes portadores de

EoE encontra-se no Anexo 09.
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Figura 11: Valores em percentuais dos alérgenos que apresentaram papula
maior do que 3 mm nos pacientes portadores de EOE.

PARAMETROS ENDOSCOPICOS DOS PACIENTES PORTADORES DE
ESOFAGITE EOSINOFILICA E CONTROLES.

Os escores endoscoépicos variaram de zero pontos (EDA normal) a 8
pontos, com mediana de 3 pontos. Conforme descrito na metodologia,
separamos 0s parametros endoscoépicos dos pacientes em normal, leve,
moderado e grave para analise. Nenhum paciente controle, que realizou EDA
apresentou alteracdes compativeis com achados de EoE ou mesmo de esofagite
erosiva (EE). Dezesseis porcento (5/31) dos pacientes com EOE apresentavam
endoscopia normal; quinze pacientes (48%; 15/31) apresentavam alteracfes
moderadas e onze pacientes (36%; 11/31) apresentavam alteracdes graves,
inclusive com dificuldade de passagem do endoscoépio devido fragilidade da
mucosa e/ou estreitamento do esbfago. Dos pacientes que apresentavam
alteracdes no exame endoscopico do esbdfago apds o tratamento com IBP
(26/31), em nenhum deles os achados endoscépicos foram classificados como
leves, pois 100% (26/26) dos pacientes apresentavam estrias verticais nas

endoscopias controles apos uso de IBP por 8 semanas (Figura 12).
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Figura 12: Escore dos achados endoscépicos em pacientes portadores de
esofagite eosinofilica (EoE) a época do diagnéstico.

N&o houve correlacdo entre os escores clinicos antes e ap0s 0 uso de
IBP por 8 semanas e 0s escores endoscopicos, respectivamente (p= 0,07; r°= -
0,32 e p=0,88; rs=-0,03; teste de correlacdo de Spearman).

N&o houve correlacdo entre o escore endoscopico apresentado pelos
pacientes portadores de EOE e 0s niveis séricos de IgA, niveis séricos de IgE e
numero absoluto de eosindfilos periféricos (p=0,45; r* 0,14/ p=0,48; r° 0,13 e p=
0,30; r? 0,18, respectivamente.

Portanto, pelos nossos dados, ndo foi possivel mostrar correlacdo entre

0s parametros clinicos, endoscoépicos e os valores séricos de IgE e IgA.

PARAMETROS MICROSCOPICOS DAS BIOSPIAS ESOFAGICAS DOS
PACIENTES PORTADORES DE EoE

Nos achados microscoépicos resultantes das biopsias esofagicas dos
pacientes portadores de EoOE foram avaliados o nimero de eosindfilos por campo
de grande aumento (400X) a presenca de outras células inflamatorias, formacao
de microabscessos, estratificacdo superficial dos eosindfilos, hiperplasia das
células basais e presenca de fibrose na lamina prépia.

O numero de eosindfilos por campo variou de 15 células (valor limite
para diagnostico) a 250 células, com mediana de 55 eosindfilos/campo. Cem

porcento dos pacientes (31/31) apresentaram hiperplasia das células basais.
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Sete pacientes (7/31; 22,5%) apresentavam fibrose da lamina propria, porém em
42% (13/31) dos individuos negativos para esse parametro, ndo pode ser
excluido que a biopsia foi muito superficial, impossibilitando a analise desse
parametro.

Estratificacdo superficial dos eosinofilos estavam presentes em 83%
dos portadores de EoE (26/31) e a presenca de microabscessos eosinofilicos em
42% dos casos (13/31). A presenca de outras células inflamatorias foi
encontrada em 29% dos casos (9/31), sendo basofilos (5/31), neutrofilos (3/31)
e mondcitos (3/31). Dois pacientes apresentaram basoéfilos e mondcitos na
mesma bidpsia (Figura 13).

Presenca de outras células
Fibrose da lamina propria
Hiperplasia de células basais

Estratificagdo superficial de eosindfilos

0 5 10 15 20 25 30 35
Pacientes portadores EoE

ND ®m N3o HSim

Figura 13: Achados microscépicos encontrados nas bidpsias de pacientes
portadores de EoE apds 8 semanas de uso de IBP. Nota-se que 100% dos
pacientes apresentavam hiperplasia das células basais. A interpretacdo dos
dados de fibrose da lamina prépria deve-se feita com cautela, pois pode ser
devida apenas ao fato de néo existir essa regido em todos os cortes histoldgicos
realizados. ND = ndo descrito.
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TRATAMENTO REALIZADO PELOS PACIENTES PORTADORES DE
ESOFAGITE EOSINOFILICA

Dos 31 pacientes portadores de EoE, dezenove (61%) nao realizavam
nenhum tratamento durante a coleta dos exames. Dos pacientes estudados, 12
(39%) estavam em uso de alguma terapia durante essa avaliacdo, sendo que
nenhum fazia uso de corticéide oral ou tépico e/ou dieta elementar. Todos 0s
doze pacientes (100%) faziam alguma dieta de restricdo com retirada empirica
de um ou mais dos seguintes alimentos: leite de vaca (8/12), soja (3/12), peixe
(3/12), ovo de galinha (3/12), castanhas (2/12) e trigo (2/12). Onze pacientes do
grupo tratado (n=12/91,6%) mantinham uso de inibidor de bomba de prétons
(IBP) e um paciente fazia uso de antileucotrieno (montelucaste) (Figura 13).

B Sim mN3o

Figura 13: Distribuicdo dos pacientes portadores de EoE quanto a

realizacdo de algum tratamento no dia da avaliacao clinica e laboratorial.

Para verificar se o uso de IBP poderia modificar os escores clinicos, foram
avaliados os 11 pacientes que continuaram o tratamento com IBP apos as 8
semanas necessarias para segunda EDA com bidpsia para definicdo
diagnostica. O mesmo foi feito para os pacientes que descontinuaram a
utilizacdo do IBP, apés 8 semanas de tratamento. No grupo que continuou
tratamento houve diminuicdo do escore clinico (p=0,03; teste t pareado),
entretanto 0 mesmo ocorreu para os pacientes que descontinuaram o uso de IBP

no dia da coleta (p=0,001; teste de Wilcoxon) (Figura 14).
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Figura 14: Comparagédo do escore de sintomas clinicos entre os individuos que
continuaram ou descontinuaram o uso IBP apds a segunda EDA com bidpsia até
a data da avaliacao clinica. Grafico a esquerda: Escore clinico de sintomas de
pacientes que continuaram uso de IBP (11/31) (p=0,03; teste t pareado). Grafico
a direita: Escore clinico de sintomas dos pacientes que descontinuaram o uso de
IBP (20/31) (p=0,001; Teste de Wilcoxon)

Na mesma analise, para avaliar se o tratamento atual com IBP poderia
influenciar o escore dos critérios endoscopicos, foram comparados os dois
grupos e nao se observou diferenca estatistica entre eles (p=0,45; Mann-
Whitney). Ao analisar o numero de eosinofilos presentes nas bidpsias dos
pacientes que estavam em uso de IBP até o presente momento da coleta
sanguinea com o0s que apenas haviam utlizado IBP por 8 semanas e
interrompido tratamento para nova EDA com bidpsia, observou-se que a
mediana no namero de eosindfilos por campo de grande aumento nos que
estavam em uso de IBP foi de 35 eosinéfilos/campo, enquanto os que estavam
sem tratamento com IBP foi de 63 eosindfilos/campo, entretanto essa diferenca
entre os dois grupos néo foi estatisticamente significante (p=0,10; Teste de

Mann Whitney).
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2. AVALIACAO DOS PARAMETROS MORFOLOGICOS DO ESTADO DE
ATIVACAO DOS EOSINOFILOS

2.1. Analise comparativa do estado de ativagdo dos eosinofilos entre os
grupos controles e portadores de esofagite eosinofilica.

Pelos paradmetros analisados observamos que o0s eosinofilos dos
pacientes com esofagite eosinofilica encontravam-se significantemente mais
ativados do que os eosindfilos dos individuos normais.

A mediana do percentual de eosinéfilos normais apresentados pelos
pacientes portadores de EOE (15%) foi significantemente menor quando
comparado ao grupo controle (60%) (p<0,001; teste de Mann Whitney) (Figura
15).

Pela anélise do percentual de eosinofilos normais podemos observar que
o0 menor percentual de eosinoéfilos normais entre os individuos controles foi de
40%, enquanto o maior percentual de eosinofilos com aspecto normal entre os
pacientes com EoE foi de 32%. Considerando como ponto de corte 36% de
eosindfilos normais, observamos que a partir desse valor podemos diferenciar
os individuos com EoOE dos controles ndo portadores da doenca. Ademais,
considerando como ponto de corte 36% de eosinodfilos normais e o diagndstico
da EoE conforme atualmente definido (Damask, 2015 e Dellon e cols.; 2014)
como padrdo ouro para o diagnostico da doenca, a sensibilidade do parametro
porcentagem de eosinofilos normais mostra uma sensibilidade de 100% e uma
especificidade de 100% para definicdo diagnostica da doenca. O Valor Preditivo
Postivo foi de 100% e o Valor Preditivo Negativo foi de 0%.

Menor numero de eosindfilos em degeneracdo foi observado nos
pacientes com EOE, sendo que a mediana do grupo controle foi de 13% e a dos
portadores do EoOE foi de 0% (p=0,0004; teste de Mann Whitney).

Para os seguintes parametros observamos aumento significante das
medianas dos parametros de ativacao dos eosinofilos nos pacientes portadores
de EoOE em relacdo ao grupo controle: eosindéfilos arredondados (8% x 3%,
p=0,0003; teste de Mann-Whitney), presenca de vacuolos no interior dos

eosindfilos (11% x 4%, p=0,001; teste de Mann-Whitney), espraiamento dos
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eosinodfilos (24% x 5,5%, p<0,0001; teste de Mann-Whitney), emissdo de
granulos em moderada quantidade (7% x 0%, p=0,0001; teste de Mann-
Whitney), emisséo de granulos em grande quantidade (4% x 0%, p= 0,004, teste
de Mann-Whitney), emissao de pseudopodes localizados (10% x 0%, p <0,0001;
teste de Mann-Whitney) e presenca de granulos isolados (4% x 0%, p=0,004;
teste de Mann-Whitney). Embora, as diferencas foram estatisticamente
significantes entre os grupos, ndo foi possivel tracar um ponto de corte para
esses parametros isoladamente capaz de distinguir totalmente os pacientes com
EOE e os controles.

N&o houve diferenca estatistica entre o grupo controle e os portadores de
EoE nos parametros emissao de granulos de pequena quantidade (p=0,05; teste
t), presenca de pseudopodes generalizados (p=0,65; teste de Mann- Whitney) e
contato do eosindéfilo com outras células (p=0,21; teste de Mann- Whitney)
(Figura 15).

56



=
o
S

p<0,0001 _
2 80 . <
g . =]
E . 3
S o0 —ee— 5
g N <
2 I
5 404 . 5
£ . S
@
o 204 S%e0se®’,0 I3
iiitld o
.
0 r :
Controle EoE Controle EoE
301
9 p=0,0003 -
% '. .
° ° 3 = 0,001
5 204 . 2 30 ’ o
S 3 ®
2 0 & .
® ®e b cone
2 . < 20 02000
— Sgsee®
S 104 ———— ©
g veses g . 3
£ ® ®eccce 2 10 o o
(1] L] P
s o8 g o
0 * * o] T T
Controle EoE Controle EoE
501
R p<0,001 p=0,05
o
E 404 . g 25
g E
2 301 § 20 .
3 T .
@
2 201 . g® .
2 e g 10 RO
2 10- 5 —
. ®ete g5 s
0 * T E [ * *
Controle EoE G Controle EoE
]
- =0,004
£ p=0,0001 2 P
= & 204
S 204 . 2 .
=3 £ e
3 o 3 151 .
g 157 . z .
g . s :
£ 101 & 101 H
£ . S .
—esee
5 . Seees®® £ . *
o 51 . o L} . .
8 . <] 3 s
= oo =1 oo
& o v » & o v :
o Controle EoE 0] Controle EoE
» 307 » 109
o p<0,001 . _g p=0,65
3 . g
N ) N 8- .
= ©
S 201 %o 5
o . S 64
0 . (O]
[0} ) o
° PYYY o 44 .
é_ 104 YY) ?L - .
I .
-g . I'.' _g 2 °
[} L] (1] >
K . ., 2 .
0 * * a0 M
Controle EoE Controle EoE
225 20
B p=0,0007 . p=0,21
o 20 .
E § 15 b
o =]
S 15 K] *°
c
(E oo E 10 o0 ':
o 10 s IS .
g s = °
© ° S 5 e
S 5 ——— (&)
& . eoe
§ 03 30 ° P44
&0 w—— e 0 + +
Controle EoE Controle EoE

Figura 15: Porcentagem de eosindfilos ativados com alteracfes morfoldgicas
em pacientes com EoE (n=31) e controles (n=10). Eosindfilos normais (p<0,001;
Mann-Whitney); degeneracao celular (p=0,0004; Mann-Whitney); eosinofilos
arredondados (p=0,0003; Mann-Whitney), emissédo de granulos em moderada
guantidade (p=0,001; Mann-Whitney), emissdao de granulos em grande
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quantidade (p=0,04; Mann-Whitney), presenca de granulos eosinofilicos isolados
(p=0,0007; Mann-Whitney) e emisséo de pseuddpodes localizados (p <0,001;
Mann-Whitney).

Na tabela 06 encontram-se descritos os dados comparativos entre 0s
grupos controle e portadores de EoE, para todos os parametros de ativagao

dos eosinofilos.

Tabela 06: Comparacao dos parametros de ativacado dos eosinofilos
com respectivas medianas e p valor. Teste de Mann- Whitney.

Parametro de Mediana dos eosino6filos p
ativacdo dos (expressos em %)
eosinofilos
Controle EoE
Normal 60% 15% p<00,1
Arredondado 3% 8% p=0,0003
Presenca de 4% 11% p=0,001
vacuolos
Espraiamento 5,5% 24% p< 0,001
Emisséo de granulos 4% 8% p=0,05
em pequena
quantidade
Emisséo de granulos 0% 7% p=0,0001
em moderada
quantidade
Emisséo de granulos 0% 4% p=0,004
em grande
quantidade
Pseudépodes 0% 10% p< 0,0001
localizados
Pseudépodes 0% 0% p=0,65
generalizados
Presenca de 0% 4% p=0,0007
granulos isolados
Degeneragéo celular 13% 0% p=0,0004
Contato celular 0% 4% p=0,21
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2.2. Correlacéo do escore de gravidade clinica dos pacientes portadores de
esofagite com os parametros morfolégicos do estado de ativacdo dos

eosinofilos.

Realizou-se analise da correlacdo dos parametros de gravidade dos
pacientes portadores de EOE com os parametros morfoldgicos de ativagdo dos
eosindfilos (normal, espraiamento, eosindéfilos arredondados, emissao de
granulos em pequena, moderada ou acentuada quantidade, presenca de
vacuolos, presenca de pseuddpodes localizados ou generalizados, presenca de
granulos isolados, degeneracgao celular e comunicagéo celular).

Foram analisados 31 individuos portadores de EOE e observou-se
correlacdo direta, estatisticamente significante, entre a presenca de eosinofilos
espraiados e escore de gravidade clinica destes pacientes (p=0,01; r? 0,42;
Teste de Correlacao de Pearson) (Figural6).

A presenca de eosinofilos normais (p=0,15; r? = -0,26; Teste de
Correlacédo de Pearson), eosinofilos arredondados (p= 0,11; r5=0,28; Teste de
Correlacdo de Sperman), presenca de vacuolos (p= 0,70; rP=0,07; Teste de
Correlacdo de Pearson), emissao de granulos em pequena quantidade (p=0,05;
rP= 0,34; Teste de Correlacédo de Pearson), emissao de granulos em moderada
guantidade (p=0,92; r°=-0,01; Teste de Correlacdo de Sperman), emissao de
granulos em grande quantidade (p=0,75; rs = 0,05; Teste de Correlacdo de
Sperman), emissao de pseudodpodes localizados (p=0,32; rP=0,18; Teste de
Correlacdo de Pearson), emissdo de pseudopodes generalizados (p=0,51; rs=-
0,12; Teste de Correlacdo de Sperman), degeneracao celular (p=0,92; rs -0,01;
Teste de Correlacdo de Sperman) e contato entre as células (p=0,55; r°=0,10;
Teste de Correlacdo de Pearson) ndo demostraram significancia estatistica com

o escore clinico dos pacientes portadores de EoE
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Figura 16: Correlacdo entre o escore de gravidade clinica e parametros de
ativacao dos eosindfilos espraiados. A porcentagem de eosinofilos espraiados é
diretamente proporcional a gravidade clinica (p=0,01 e rP=0,42, pelo Teste de
Correlagéo de Pearson).

2.3. Avaliacdo dos parametros de ativacdo dos eosinofilos segundo o

escore de gravidade clinica dos pacientes com EoE.

Para avaliar se algum dos parametros morfolégicos de ativacdo dos
eosindfilos possuia relacdo com a gravidade clinica dos pacientes portadores de
EoE foram comparados o grupo controle e os pacientes portadores de EOE com
guadro clinico leve (escore de 0 a 12 pontos), moderado (escore de 13 a 19
pontos) ou grave (escore acima de 19 pontos). Nenhum dos parametros
analisados foi capaz de discriminar a gravidade clinica. Na tabela 07 encontram-
se descritos os parametros segundo a gravidade, o teste estatistico realizado e
o valor do p. O p valor significante expressa a diferenca entre os pacientes

controles e os portadores de EoE, somente (Figura 17).
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Tabela 07: Comparacéo dos parametros de ativacéo dos eosindfilos com
escore clinico de gravidade (leve, moderada ou grave) e p valor.

Pardmetro de Medianas dos valor dos eosinofilos P valor
ativacéo dos (expressa em %)
eosinofilos
Controle Leve Moderado Grave
Normal* 60 15,5 14,5 19 p=0,004
Arredondado** 3 6,5 13 12 p=0,0003
Presenca de vacuolos* 6,5 17,5 20,5 18 p=0,001
Espraiamento** 5,5 17,5 30 24 p=0,002
Emisséo de granulos 4 6,5 9,5 8 p=0,65
em pequena
quantidade*
Emisséo de granulos 0 7.5 5,5 7,0 p=0,015

em moderada
quantidade**

Emisséo de granulos 0 5 2,5 5 p=0,02
em grande
quantidade**
Pseudopodes 0 7.5 15,5 10 p=0,0002
localizados**
Pseudépodes 0 0 0 0 p=0,65
generalizados**
Presenca de granulos 0 5 4 5 p=0,0007
isolados**
Degeneracéo celular** 15 1 0 0 p=0,0004
Contato celular* 0 3,5 4 4 p=0,21

* ANOVA seguido pelo teste de miiltiplas comparacées de Student-Newman-Keul
** Kruskall- Wallis seguido pelo teste de multiplas comparacdes de Dunn.
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Figura 17: Comparacdo dos parametros morfolégicos de ativacdo dos
eosinofilos do sangue periférico entre o grupo controle, pacientes com EoE com
escore clinico leve, moderado e grave. Nao houve diferenca significante entre os
escores de gravidade clinica (leve, moderada e grave).

2.4. Correlacdo do escore de gravidade clinica dos pacientes portadores de
esofagite eosinofilica com os parametros morfolégicos do estado de
ativacdo dos eosinofilos.

Realizou-se analise da correlacdo dos parametros de gravidade dos
pacientes portadores de EOE com os parametros morfolégicos de ativacdo dos
eosindfilos (normal, espraiamento, eosindfilos arredondados, emissdo de
granulos em pequena, moderada ou acentuada quantidade, presenca de
vacuolos, presenca de pseuddpodes localizados ou generalizados, presenca de
granulos isolados, degeneracéao celular e comunicacao celular).

Foram feitos os testes de correlacdo entre os parametros de ativacdo dos
eosindfilos e o escore de gravidade clinica dos pacientes. Observou-se
correlacdo direta, estatisticamente significante, entre a presenca de eosinofilos
espraiados e o escore de gravidade clinica destes pacientes (p=0,01; rP 0,42;
teste de Correlacédo de Pearson) (Figura 16).

A presenca de eosindfilos normais (p=0,15; r? = -0,26; teste de Correlagéo
de Pearson), eosinofilos arredondados (p= 0,11; r°=0,28; teste de correlacdo de
Spearman), presenca de vacuolos (p= 0,70; rP=0,07; teste de correlacdo de
Pearson), emissdo de granulos em pequena quantidade (p=0,05; rP= 0,34; teste
de Correlacdo de Pearson), emissdo de granulos em moderada quantidade
(p=0,92; r°=-0,01; teste de Correlacdo de Spearman), emissao de granulos em
grande quantidade (p=0,75; rs = 0,05; teste de Correlacdo de Spearman),
emissdo de pseudodpodes localizados (p=0,32; r°=0,18; teste de Correlacdo de
Pearson), emissdo de pseuddépodes generalizados (p=0,51; r5=-0,12; teste de
Correlacdo de Spearman), degeneracdo celular (p=0,92; rs -0,01; teste de
Correlacdo de Spearman) e contato entre as células (p=0,55; rP=0,10; teste de
Correlacdo de Pearson) ndo mostraram correlacdo estatistica com o escore

clinico dos pacientes portadores de EoE segundo a gravidade.
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2.5 Correlacdo entre o escore endoscopico dos pacientes portadores de
esofagite eosinofilica e os para@metros morfolégicos do estado de ativagao
dos eosinofilos.

Somente para os parametros eosindfilos arrendondados (p=0,04; rs=-
0,35) e espraimento (p=0,01 rP= -0,41) mostraram correlacao significante com o
escore da endoscopia (Figural8).

Os parametros eosinofilos normais (p=0,85; rP=0,03), presenca de
vacuolos (p=0,08; rP=0,31), emissao de granulos de pequena quantidade
(p=0,38; rP=0,16), emissédo de granulos de moderada quantidade (p= 0,96; r® -
0,007), emiséao de granulos de grande quantidade (p=0,95; rs 0,009), presenca
de pseudopodes localizados (p=0,82; r? = -0,04), presenca de pseuddpodes
generalizados (p=0,64; rs= 0,08), emissao de granulos isolados (p=0,50; rP=-
0,12), degeneracao celular (p=0,38; r°=0,16) e contato celular (p=0,71; r°=0,06)
nao apresentaram correlacdo com o escore endoscopico apresentado pelos

pacientes portadores de EoE.
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Eosinéfilos arredondados

Eosinéfilos espraiados

Escore endoscdpico

Figura 18: Correlacdo entre o percentual de eosinofilos arredondados e
espraiados e 0 escore endoscopico. No grafico superior: O percentual de
eosindfilos arredondados foi inversamente proporcional ao escore endoscopico
dos pacientes portadores de EoOE (p=0,04; teste de correlacdo de Spearman = -
0,35). No grafico inferior: Houve correlacdo inversa entre o0s eosinoéfilos
espraiados e o escore endoscopico dos pacientes com EoE (p=0,01; teste de
correlacdo de Pearson = -0,41).

2.6 Avaliacdo dos parametros de ativacdo dos eosinéfilos segundo escore

de gravidade endoscépica dos pacientes portadores de EoE e controles

A gravidade dos achados endoscopicos, segundo escore de gravidade
endoscopica, conforme descrito na metodologia, foi avaliada para cada
parametro morfolégico de ativagdo dos eosindfilos, para verificar se o0s

parametros morfolégicos apresenta relacdo ou ndo com a gravidade observada
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ao exame endoscopico.

Ressalta-se que nenhum paciente apresentou alteragéo leve nos achados
endoscoépicos (escore de 1 ponto — somente a presenca de edema ou palidez da
mucosa). As andlises a seguir referem-se ao grupo controle, pacientes com EoE
com EDA normal (n=5), pacientes com EoE com EDA com escore moderado
(n=16) e pacientes com EDA com EDA com escore grave (n=10).

Para o parametro porcentagem de eosinéfilos arredondados, observou-se
gue o valor de 6% foi um ponto de corte entre os controles e os individuos com
EoE, mas apenas para aqueles apresentando as alteracbes endoscoépicas leves.
As diferencas foram significantes apenas entre os individuos dos grupos:
controle x EDA normal e controle X EDA com escore moderado (p= 0,0008;
Kruskal Wallis seguido pelo teste de mdltiplas comparagées de Dunn). As
medianas para 0s grupos controle, pacientes com EoE e EDA normal, EOE com
escore endoscoOpico moderado e escore grave foram, respectivamente, 3%,
11%, 10% e 6%.

N&o foi observada diferenca estatistica entre os individuos sadios e 0s
portadores de EOE com EDA normal ou moderada no parametro de ativagcao com
liberacdo de granulos em pequena quantidade (p=0,03; (ANOVA seguido pelo
teste de multiplas comparacfes de Student-Newman-Keuls). Na emissdo de
granulos em moderada quantidade, apesar dos testes apresentarem
significancia estatistica (p=0,0006; Kruskal Wallis seguido pelo teste de multiplas
comparacdes de Dunn) nao foi possivel discriminar gravidade endoscopica entre
os portadores de EOE.

Na emissédo de granulos eosinofilicos em grande quantidade, os pacientes
portadores de escore endoscoOpico grave apresentaram diferenca
estatisticamente significante somente com o grupo controle (p=0,02; Kruskal
Wallis seguido pelo teste de multiplas compara¢des de Dunn). Nado houve
diferenca entre os demais grupos. A mediana dos pacientes com escore
endoscopico grave foi de 6,5%, moderado 2,5%, com EDA normal 6% e nos
sadios de 0%.

Nos seguintes parametros morfologicos: presenca de granulos isolados
na lamina (p=0,004; Kruskal Wallis seguido pelo teste de multiplas comparagdes

de Dunn, degeneracgao celular (p= 0,002; Kruskal Wallis seguido pelo teste de
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multiplas comparac¢des de Dunn), apresentaram diferenca somente quando
comparados com grupo controle e EDA de pacientes portadores de EoE. A
presenca de pseudopodes localizados (p=0,47; Kruskal Wallis seguido pelo teste
de multiplas comparacdes de Dunn) e contato do eosinéfilo com outras células
(p=0,56; Kruskal Wallis seguido pelo teste de multiplas comparagdes de Dunn),
ndo apresentaram significancia estatistica. Sendo assim, estes paramentros ndo
avaliaram gravidade endoscopica entre os portadores de EoE. Na Tabela 08 e

a Figura 19 encontram-se os dados e valores estatisticos dessas analises.

67



Tabela 08: Escore endoscépico com os parametros de ativagdo dos

eosinoéfilos com respectivas medianas, teste estatistico e p valor (n=31) .

Parametro de Mediana dos parametros de ativacao Teste P valor
ativacéo dos (expressos em % de eosinofilos) estatistico
eosindfilos
Controle EDA EDA EDA
normal | moderada | grave
Normal 60 17 15,5 17,5 ANOVA p=0,007
Arredondado 3 11 10 6 Kruskal | p=0,0008
Wallis
Presenca de 6,5 18 12 20 ANOVA p=0,006
vacuolos
Espraiamento 5,5 22 25,5 17 ANOVA =
0,0002
Emissao de 5 55 8,5 12,5 ANOVA p=0,03
granulos em
pequena
guantidade
Emisséo de 0 7 55 6,5 Kruskal | p=0,0006
granulos em Wallis
moderada
guantidade
Emisséo de 0 6 2,5 6,5 Kruskal p=0,02
granulos em Wallis
grande
guantidade
Pseuddpodes 0 11 10 10 Kruskal =
localizados Wallis 0,0006
Pseuddpodes 0 0 0 0 Kruskal p=0,47
generalizados Wallis
Presenca de 0 10 3 6 Kruskal p=0,004
granulos Wallis
isolados
Degeneracao 13 0 0 15 Kruskal | p=0,0004
celular Wallis
Contato celular 0 4 3,5 3,5 Kruskal p=0,56
Wallis
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Figura 19: Escore endoscopico (normal, moderado ou grave) em comparacao
com os diferentes parametros de ativagdo dos eosinofilos.

2.7 Correlagdo do numero de eosinofilos encontrados nas bidpsias
esofagicas com os parametros de ativacdo dos eosinofilos do sangue
periférico.

A andlise da correlacdo do numero maximo total de eosindfilos
encontrados nas bidpsias esofagicas comparada com os diferentes parametros
de ativacdo dos eosindfilos ndo mostrou correlagdo estatistica com nenhum

parametro morfologico (Tabela 09).

Tabela 09: Correlagdo entre o numero de eosinofilos encontrados nas bidpsias
esofagicas e os parametros de ativacdo dos eosinofilos do sangue periférico.

Teste de correlagdo de Spearman (n=31).

Paréametro de P Teste de
ativacdo dos correlacéo de
eosinofilos Spearman rS
Normal p= 0,54 -0,11
Arredondado p= 0,24 -0,21
Presenca de vacuolos p= 0,60 -0,09
Espraiamento p= 0,31 -018
Emisséo de granulos p= 0,55 -0,11
em pequena
quantidade
Emisséo de granulos p= 0,13 0,27
em moderada
quantidade
Emisséo de granulos p= 0,83 0,03
em grande quantidade
Pseudépodes p= 0,45 0,13
localizados
Pseudopodes p= 0,92 0,01
generalizados
Presenca de granulos p= 0,52 0,11
isolados
Degeneragéo celular p= 0,59 0,09
Contato celular p= 0,34 0,17
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2.8 Anédlise dos parametros morfolégicos de ativacdo dos eosinéfilos entre
pacientes sensibilizados e ndo sensibilizados para os alérgenos testados.

Dos 31 pacientes analisados, doze (38,7%) nao apresentavam reacgao
(formacao de papula maior que 3mm em relacao ao controle negativo) a nenhum
dos dezesseis alérgenos testados. Destes, nove (75%) ndo possuiam nenhuma
outra atopia associada. Dezenove pacientes (61,3%) apresentaram papula
positiva a pelo menos um alérgeno testado (aeroalérgeno ou alimentar), sendo
gue o historico pessoal para atopia foi positivo em dezessete pacientes (89,5%),
com significAncia estatistica entre os sensibilizados e néo sensibilizados
(p=0,0005, Teste Exato de Fisher) (Tabela 10). Na analise do género, observa-
se menor frequencia do sexo feminino dentre os pacientes sensibilizados (3/19
— 15,7%), quando comparado no grupo de pacientes nao sensibilizados (5/12 —
41,6%). A idade nao influenciou nesta analise, pois praticamente 50% de ambos

grupos (sensibilizados ou ndo) eram criancas ou adolescentes.

TabelalO: Relacéo entre pacientes sensibilizados (prick teste positivo) e ndo
sensibilizados (prick teste negativo) com historico pessoal de atopias (n=31).

Prick test Prick test P Valor
positivo para negativo para
pelo menos um todos alérgenos
alérgeno
Sem outras 2 9
atopias p= 0,0005
associadas
Com outras 17 3 Teste Exato
atopias de Fisher
associadas
Total 19 12

Na tentativa de avaliar se os parametros morfolégicos de ativacdo dos
eosindfilos apresentavam padrdes diferentes entre os pacientes sensibilizados e
nao sensibilizados, realizou-se a analise de cada parametros para estes grupos.
A avaliacdo de mudltiplos grupos, incluindo controle, portadores EoE né&o
sensibilizados e portadores de EoE sensibilizados ndo encontrou diferencas
significantes entre os grupos de portadores de EoE, ou seja, ndo demonstrou
nenhum padrdo mais prevalente em um grupo que em outro (Tabela 11).

Quando se analisou, somente os pacientes controles com os portadores de EoE
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nao sensibilizados e controles com portadores de EoE nao sensibilizados,
observou-se que os mesmos paramentros morfoldégicos apresentavam ou nao
significancia estatistica, sendo a presenca de pseuddpodes generalizados,
emissdo de granulos em pequena quantidade e contato celular, os trés

parametros que nao apresentaram diferenca com o grupo controle (Figura 20).

Tabela 11: Comparacdo dos paramentros morfolégicos de ativacdo entre
pacientes controles, portadores de EOE sensibilizados e portadores de EoOE nao
sensibilizados. Valores de eosinéfilos expressos em medianas (%) (n=41).

Pardmetro de Mediana dos valores de eosinéfilos em Teste P
ativacdo dos percentual estatistico
eosinofilos
Controle EoE nédo EoE
sensibilizado sensibilizado
Normal 60 17 15 ANOVA p<0,0001
Arredondado 3 10 8 Kruskal p=0,0008
Wallis
Presenca de 6,5 15 19 ANOVA p=0,0018
vacuolos
Espraiamento 55 24,5 18 ANOVA p= 0,0001
Emisséo de 4 8 9 ANOVA p=0,15
granulos em
pequena
quantidade
Emisséo de 0 5,5 8 Kruskal p<0,0001
granulos em Wallis
moderada
quantidade
Emisséo de 0 2,5 6 Kruskal p=0,01
granulos em Wallis
grande
quantidade
Pseuddpodes 0 9 10 Kruskal p<0,0001
localizados Wallis
Pseuddpodes 0 0 0 Kruskal p=0,56
generalizados Wallis
Presenca de 0 45 4 Kruskal p=0,002
granulos isolados Wallis
Degeneracéo 13 0 0 Kruskal p=0,0001
celular Wallis
Contato celular 0 2 4 Kruskal p=0,16
Wallis
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Figura 20: Comparacéo dos parametros de ativacdo dos eosinéfilos do sangue
periférico entre os pacientes controles, sensibilizados a pelo menos um alérgeno
e nado sensibilizados. O teste s6 demonstrou diferencas quando comparados 0s
pacientes controles com os sensibilizados e n&o sensibilizados. Os parametros
de ativacao dos eosindfilos ndo foram capazes de diferenciar a sensibilizacdo ou
nao dos pacientes portadores de EoE

2.9. Avaliacdo da estimulacédo das vias da cicloxigenase-2 (COX-2) e 5-
lipoxigenase nos eosinofilos do sangue periférico de pacientes portadores
de EoE

Houve um significante aumento da expressdo de COX-2 nos eosinofilos
dos pacientes portadores de EOE quando comparado ao controle. Pela
guantificacdo da fluorescéncia utilizando o software ImageJ observou-se uma
intensa fluorecéncia nos eosinofilos dos pacientes com EoE, expressando maior
concentragcdo de COX-2 (p<0,001) (Figura 21) . Em relacdo a expresséo de 5-
LOX nos pacientes portadores de EoE e controle, a andlise pelo ImageJ néo
mostrou diferenca estatistica na média de intensidade da imunofluorescéncia
(4,3 versus 6,2; p=0,74) (Figura 22).
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Figura 21: Imagem representativa da via da COX-2, em eosindfilos do sangue
periférico, hiperestimulada nos pacientes portadores de EOE quando
comparados com grupo controle, marcados por Alexa 488 (p<0,001; Mann-
Whitney).
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Figura 22: Imagens representativas da expressédo de 5-LOX em eosinofilos do
sangue periférico em pacientes portadores de EoE e controle, por microscopia
de imunofluorescéncia. Nao houve diferenga entre os grupos.
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A esofagite eosinofilica (EOE) é uma doen¢ca emergente mundialmente,
com patogénese ainda pouco compreendida (Abonia e cols, 2010). Trata-se de
uma doenca, imuno-antigeno mediada, cronica, caracterizada clinicamente, por
sintomas relacionados a disfuncdo esofégica e, histologicamente, por uma
predominante inflamac&o mediada por eosindfilos. Existe consenso mundial que
a presenca de 15 ou mais eosindfilos por campo de grande aumento nas bidpsias
esofagica caracteriza histologicamente a doenca (Papadopoulou e cols, 2014).
Assim, para confirmacao diagndstica é estritamente necessaria a realizacao de
endoscopia digestiva alta com biopsia esofagica. O acompanhamento da
evolucao da EoE tem se mantido com mdultiplas endoscopias digestivas altas
seguido por bidpsias, visto que niveis totais de eosindfilos do sangue periférico,
eotaxina-3, neurotoxina derivada dos eosinofilos e IL-5 apesar de estarem
elevados nestes pacientes, expressam baixa especificidade e sensibilidade para
serem uteis no acompanhamento destes doentes (Blanchard e cols., 2011). Até
0 presente momento, nenhum marcador periférico foi encontrado para
acompanhamento dos portadores de EoE (Chehade e cols., 2013).

A doenca, geralmente inicia-se na infancia/adolescéncia e persiste até a
idade adulta. Em geral, pacientes com EoOE necessitam realizar pelo menos trés
endoscopias digestivas anuais para controle da doenca e avaliacdo dos
tratamentos estabelecidos. Trata-se de uma metodologia invasiva e complexa,
principalmente para faixa etaria pediatrica.

Os eosinofilos desempenham papel central neste processo inflamatario,
sendo, atualmente, alvo de varios estudos para o desenvolvimento de novos
métodos diagndsticos e terapias para controle da EoE.

Neste estudo inédito, avaliamos a capacidade dos parametros
morfoldgicos de atiivacdo dos eosinofilos do sangue periférico em auxiliar na
triagem dos pacientes sintomaticos quanto a realizacdo de EDA, principalmente
em criancas, cujo procedimento € de mais dificil execucéo.

Os dados clinicos e laboratoriais dos pacientes portadores de EoOE e
grupo controle como faixa etaria, género, valor médio da hemoglobina e dos
leucdcitos totais no sangue periférico ndo apresentaram diferenca entre os
grupos estudados. A nitida predominancia do sexo masculino no nosso estudo
(72% dos pacientes) corresponde aos achados da literatura mundial, que mostra

um percentual entre 72 a 75% dos pacientes sendo do referido género (Simon e
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cols., 2015; Papadopoulou e cols.,2014; Chehade e Sampson, 2008; Straumann
e cols., 2003;).

Com relacéo a faixa etaria, Straumann e cols., em 2003, observaram que
a idade média dos pacientes era entre 20 a 40 anos. Sgouros e cols., em 2006,
observaram que o diagndstico ocorria entre a terceira e quarta década da vida.
No nosso estudo, a idade média foi de 20 anos e 3 meses, entretanto, muitos
destes pacientes ja apresentavam sintomas e sinais clinicos caracteristicos
desde a infancia, inclusive com EDA sugestiva de EoE, mas por ser esta uma
doenca emergente, houve um acentuado atraso no diagndstico dos pacientes
estudados. O tempo médio entre o inicio dos sintomas e a realizacdo da
endoscopia digestiva alta (EDA) com bidpsia positiva para o diagnéstico de EoE
variou de 1 més até 20 anos, com meédia de 3 anos. Os mesmos autores,
realizaram um estudo de seguimento de 30 pacientes adultos por um periodo de
11 anos e meio e observaram que o tempo meédio entre o inicio dos sintomas até
a elucidacao diagnostica foi de 5 anos. Dez porcento dos nossos pacientes foram
submetidos a tratamentos psiquiatricos ou investigacdes cardiol0gicas extensas
na busca de isquemia miocéardica até terem o diagnostico de EoE. Achem, em
2013, observou um elevado numero de pacientes que apresentava dores
toracicas que simulavam dores cardiacas e para comprovar hipétese que a EoE
poderia causar dor toracica de origem néo cardioldgica, estudou 171 pacientes,
por um periodo de dois anos, com dor toracica, nos quais a exclusdo de doencas
coronarianas foram excluidas. Estes pacientes foram submetidos a EDA com
bidpsia eosfagica e encontrou-se 12% destes como sendo portadores de EoE,
com bidpsias com 15 ou mais eosindéfilos por campo de grande aumento e
predominancia no sexo masculino (71% vs 34% p=0,001). Concluiram assim
gue, todo paciente, principalmente do sexo masculino, com dor toracica de
origem nédo cardiolégica deveria realizar biopsia esofagica durante a EDA,
mesmo que a aparéncia do esbéfago observada pelo EDA fossenormal.

Em relacdo ao numero dos eosinofilos no sangue periférico nos pacientes
portadores de EoE ha um evidente aumento e a grande maioria cursa com
eosinofilia periférica (Marlais e cols, 2011; Straumann e cols., 2003),
provavelmente pelos elevados niveis de IL-5, que estimulam a medula 6ssea
destes pacientes a produzir tais células. No nosso estudo, os achados de

eosinofilia periférica também foram significantemente elevados nos pacientes
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portadores de EoE quando comparados ao grupo controle e também quando
comparados com Teintelbaum e cols. (2002) que referiram 50% dos pacientes
com eosinofilia periférica, enquanto no nosso estudo este percentual chegou a
87% dos pacientes estudados.

Apesar de varios estudos (Rodriguéz-Sanchéz e cols., 2013; Marlais e
cols., 2011) demonstrarem a correlacao entre o nimero de eosinéfilos do sangue
periféricoe eosinofilos encontrados na bidpsia, bem como estes Ultimos serem
correlacionados com os niveis de IgE total, no nosso trabalho, ndo encontramos
correlagdo clinica entre os valores dos eosindéfilos do sangue periférico e IgE total
com o numero de eosindfilos presentes na bidspia esofagica, mostrando que
somente valores totais dos eosinoéfilos do sangue periférico ndo sédo suficientes
para predizer os achados microscopicos das biopsias. Sheiko e cols. (2015),
relatam ser necessaria a descoberta de novas metodologias que facilitem o
acompanhamento clinico dos pacientes portadores de EoOE. Baxi e cols. (2006),
também como nosso estudo, ndo encontraram correlagao entre os niveis de IgE
do sangue periférico e o0 niumerode eosindfilos nas bidpsias esofagicas.

Na analise dos niveis de IgE, foram observados somente 51,6% dos
pacientes com IgE elevada no sangue periférico e ndo houve diferengca com o
grupo controle. Uma das possibilidades para explicar o fato de os niveis de IgE
nos pacientes com EoE serem semelhante aos controles é a possibilidade de
gue a producdo de IgE possa ser especifica e ocorrer no proprio tecido
esofagico. Vicario e cols. (2010) detectaram RNA mensageiro (RNAm) para IgE
usando RT-PCR nas bidpsias de pacientes portadores de EoE. Nao obstante,
esta producdo local de IgE no epitélio esofagico ndo é suficiente para causar
significante aumento dos seus niveis séricos. Observa-se, também, que a
mudanca de isétipo para IgE nos linfécitos B pode ocorrer independentemente
da interacdo com CD40L (Litinskiy e cols., 2002). A responsabilidade deste
evento deve-se ao fator molecular ativador de linfocito B (BAFF) que € produzido
por uma variedade de células incluindo células dendriticas e epiteliais, que
podem atuar como segundo sinal para linfocito B, na auséncia do CD40L (Kato
e cols., 2009). Vale ressaltar, assim como relatam Rodriguez-Sanches e cols.
(2013), que os niveis de IgE elevados ndo sdo marcadores que possam auxiliar
no acompanhamento destes pacientes, visto que em até 70% dos casos, ha

outras atopias concomitantes, como asma, que também elevam os niveis de IgE
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sérica total.

Observamos que os pacientes portadores de EOE apresentaram niveis
séricos de IgA menores, estatisticamente significante, quando comparado ao
grupo controle. Em trés pacientes, sendo um adulto e duas criangas, ficou
caracterizada uma deficiéncia parcial de IgA. Nossos dados sdo semelhantes
aos previamente obsevados de que nos pacientes portadores de EoE, bem
como nas demais alergias alimentares, € frequente niveis séricas de IgA
menores, uma vez que esta imunoglobulina € um dos responsaveis pelo
mecanismo de barreira mucosa, que existe no trato gastrointestinal (Arron e
cols., 2015). Uma barreira epitelial deficiente de IgA, ndo s6 promove invasfes
bacterianas, como aumenta o risco de capturacdo de antigenos alimentares e
posterior sensibilizacdo aos mesmos (Per Brandtzaeg, 2010).

Varios estudos apontam uma causa alérgica para EoE, incluindo a alta
incidéncia de outras atopias nos pacientes, a caracterizacdo de uma resposta
inflamatoria Ta2 no es6fago e a capacidade de induzir quadro semelhante em
modelos animais, pela provocacdo com alérgenos especificos (Straumann e
cols., 2012; Konikoff e cols., 2006).

E interessante notar que as caracteristicas clinicas, histologicas e
imunopatogénicas como o padrdo de citocinas presentes, bem como as
alteracoes estruturais da mucosa dos pacientes portadores de EoE, muito se
assemelham aos achados da asma (Straumann e cols., 2003) e alguns autores
chegam a propor que a esofagite eosinofilica seja considerada como “asma no
es6fago”. Este dado, alia-se ao contexto alérgico que os portadores de EoE
apresentam. Quinze a dezoito porcento dos pacientes com EOE apresentam
outras atopias como asma, rinite alérgica e dermatite atopica (Damask, 2015).
Em nosso estudo, observamos valores elevados de associacdo com outras
atopias, comparados com dados de Damask, pois 58% dos nossos pacientes
portadores de EOE apresentavam algum processo atépico associado, sendo que
destes 28% eram portadores de asma ou tinham histérico de crises na infancia
e 56% apresentavam rinite alérgica associada. Nossos dados sdo semelhantes
aos de Chehade e Sampson (2008), pois estes autores relataram que entre 50%
a 70% das criancas e adultos portadores de EoE apresentaram doencas atopicas
concomitantes. Spergel e cols., em 2012, relataram que dois tercos dos

pacientes com EOE possuiam outras atopias, sendo 37% portadores de asma e

80



39% dos pacientes com quadro de rinite alérgica. Estes achados correspondem
a trés vezes mais que os encontrados na populacao geral. Dez a vinte porcento
das criangas portadoras de EOE apresentam IgE especifica para algum
determinado alimento com historia de urticaria e angioedema comparada com 1
a 5% das criancas ndo atopicas (Damask, 2015).

Relacéo entre EOE e algum alérgeno alimentar ja tem sido estabelecida
por uma série de estudos clinicos que comprovam o alimento sendo o gatilho
desta doenca. Entretanto, a padronizacao para indentificar estes alimentos por
meio de testes alérgicos ainda permanece com uma tarefa ardua (Chehade e
cols. 2013). Em um estudo americano (Spergel e cols.; 2002) os alimentos mais
prevalentes nos testes cutaneos de leitura imediata foram, em ordem
descrecente, leite de vaca, ovo, amendoim e frutos do mar. No nosso estudo, 0s
alimentos mais prevalentes, que apresentaram prick test positivo, que é uma
reacdo IgE mediada, foram amendoim, leite de vaca e ovo. Apesar da ordem de
prevaléncia ser diferente da populacdo americana, nosso estudo apontou
também os mesmos alérgenos alimentares descritos mundialmente nas reacdes
IgE mediadas. Uma diferenca relatada por Straumann e cols. (2012) é que na
infancia o encontro de alérgenos alimentares € mais comum e uma grande
maioria dos pacientes pediatricos respondem ao tratamento com dieta de
exclusao, tendo reincidéncia da EoE apos reintroducéo do referido alimento. Nos
adultos, o padrdo de sensibilizacdo a aeroalérgenos € mais observado.
Entretanto este padrdo pode néo ser representante exclusivo da EoE e sim do
processo conhecido como marcha atopica, que exibem pacientes portadores de
doencas alérgicas (Wuahn e Mutius, 2001). No nosso estudo, hdo observamos
esta prevaléncia maior de criancas sensibilizadas somente a alérgenos
alimentares. Das trés criancas que apresentaram reacdes IgE mediadas
positivas para alimentos, duas estavam também sensibilizada aos
aeroalérgenos.

O quadro clinico apresentado pelas criancas e adolescentes do nosso
estudo, assemelha-se muito com publicacfes de literatura mundial. Vémitos
(93% das criancas), regurgitacdo (80% das criancas) e dores abdominais (60%
das criangas) foram os achados mais frequentes no nosso trabalho. Todos estes
sintomas se confundem com um quadro de DRGE e dez criangcas/adolescentes

(67%) apresentavam falha terapéutica no tratamento anti-refluxo. Ainda na parte

81



pediatrica, encontramos um elevado indice de disfagia (66%), provavelmente por
incluirmos adolescentes até 18 anos nesta casuistica, que ja exibem
caracteristicas clinicas semelhantes aos sintomas de adultos. Nos achados da
literatura, o exame da lamina propria de criancas portadores de EoE que
apresentavam fibrose foi em torno de 57%, sendo que o percentual de disfagia
na faixa pediatrica foi em torno de 42% (Chehade e cols., 2007). Straumann e
cols. (2012) comparou as similaridades e diferengas entre adultos e criancas
portadoras de EoE e verificaram que do ponto de vista clinico, dores abdominais,
regurgitacéo, dificuldades na alimentacao e recusa alimentar eram os sintomas
mais prevalentes na infancia. Enquanto em adolescentes e adultos, a disfagia,
dor retroesternal e impactacao alimentar foram os achados mais comuns.

Nos adultos, a disfagia com impactacdo do bolo alimentar, seja na forma
intermitente ou crbénica esta presente entre 25 a 100% dos pacientes (Dellon,
2012). Nossos dados mostram que 50% dos adultos (n=16) ja haviam
apresentado pelo menos um episodio de impactacdo alimentar, sendo que
31,25% (n=5) necessitaram ir a um servico para realizar EDA de emergéncia
devido ao quadro. Estes dados sdo semelhantes aos observados por Liacouras
e cols. (2011) que relataram uma media de 33 a 54% de pacientes adultos com
necessidade de desimpactacéo do bolo alimentar por EDA de emergéncia.

Disfagia foi presente em 56,25% (n=9) e sintomas como pirose (81%) e
dor abdominal ou epigéastrica em 75% dos casos. Sgouros e cols. (2006 a)
avaliaram 24 estudos com um total de 325 pacientes e encontram como
sintomatologias predominantes em adultos a disfagia (93%), impactacao
alimentar (62%) e dor toracica simulando sintomas cardiacos em 23,6% dos
pacientes estudados.

N&o encontramos correlacdo clinica entre o nimero de eosinofilos no
sangue periférico e IgE sérica total com o niumero de eosinofilos presentes na
bidéspia esofagica, indicando que somente valores totais dos eosinoéfilos do
sangue periférico ndo sdo suficientes para predizer os achados microscépicos
das bidpsias. Straumann e cols. (2012), questionam a necessidade de uma
padronizacdo na contagem dos eosinofilos das bidpsias, pois este pode ser um
fator de viés entre andlises de correlacdo. Uma das limitacdes de nosso trabalho,
foi o fato de que as analises histopatologicas da bidpsia de esbdfago ter sido

realizada por patologistas diferentes, pois quando incluimos os pacientes no
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estudo, as bidpsias ja tinham sido realizadas e dos dados de que dispomos, a
descricao relacionada com a fibrose ndo estava presente em todos os laudos.
Nossos dados estdo de acordo com as observagdes de Cheng e cols. (2012 b)
que relataram em um estudo que analisou 1692 biépsias esofagicas para avaliar
a profundidade destas amostras, que somente em 11% foi encontrado material
subepitelial da lamina prépria, o que atrapalha em muito a descri¢cao de fibrose.
Assim, a maiora das bidpsias realizadas rotineiramente fornecem poucas
informagdes sobre o processo de remodelamento.

Um grupo de pacientes que exibem sintomas a achados histolégicos
semelhantes a EoOE, ndo apresentam evidéncia de DRGE pela endoscopia ou
pHmetria e respondem com melhora histologica e sintomatica ao tratamento com
IBP, e tém sido denominados serem portadores de “Eosinofilia Esofagica
Respondedora a IBP”. Entre as hipoteses anteriores sobre o mecanismo de acéo
do IBP para esses pacientes era que o efeito importante desses IBPs era a
reducdo da producdo de acido gastrico. Entretanto tem sido sugerido que 0s
IBPs devem ter uma efeito muito mais importante do que a simples reducéo acida
gastrica. Estudos demonstram que os IBPs tém potencial antiinflamatorio, efeito
antioxidante e inibitério sobre as funcdes dos neutrofilos e desta forma diminuem
0 processo inflamatorio local. Também reduzem a producéo de citocinas pelas
células epiteliais e endoteliais, bem como a producédo de moléculas de adesao
produzidas pelos neutroéfilos e células epiteliais. Ainda diminuem a producao de
IL-13 e IL-4, estimulada pela eotaxina-3 nas células epitelias esofagicas
(Chehade e Sampson, 2013; Kedika e cols., 2009). Além disso, o uso de
omeprazol (IBP) foi capaz de suprimir, in vitro, a expressdo de RNAmM de
citocinas padrdo Ta2 e a secrecdo de eotaxina-3 das células epiteliais de
pacientes portadores de EOE. Ambos grupos de autores questionam se a terapia
com IBP, proposta no tratamento inicial para diferenciacdo dos pacientes com
EoE ou somente com eosinofilia esofagica respondedora a IBP ou DRGE, é
capaz de diferenciar tais doencas. Wolf e Dellon (2014) também relatam a
grande controvérsia na classificacdo de pacientes somente com EoE, DRGE ou
Eosinofilia Esofagica Respondedora a IBP, devido as a¢cées imunoduladoras dos
IBP e questionam também se a eosinofilia esofagica é uma entidade separada
da DRGE ou da EOE.

No nosso estudo, ndo observamos este intenso potencial antiinflamatério
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dos IBP’s. Embora, em alguns pacientes, tenha havido reducéo do escore clinico
apos tratamento com IBP por oito semanas, hdo encontramos correlacdo com
melhora endoscopica ou histologica nesses pacientes. Também nao houve
correlacdo entre o escore clinico dos sintomas apresentados pelos pacientes
portadores de EOE antes da realizacao da EDA e o niveis séricos de IgE total e
IgA. Alguns pacientes mantiveram o uso de IBP, mesmo apds as 8 semanas, e
este fator parece néo ter influenciado o escore clinico na nossa amostra nem 0s
exames laboratoriais em nossos pacientes, pois o fato de ter continuado com a
medicacdo ndo mostrou significancia estatistica apds e durante o tratamento.
Estes dados também foram observados por Molina-Infante e cols. (2011) que
estudaram 712 bidpsias esofagicas de pacientes portadores de sintomas
compativeis com EoE e avaliaram, ap0s 2 meses, o efeito do uso de rabaprazol
(IBP) nos critérios clinicos e na infiltracdo de eosinoéfilos na mucosa eosofagica.
Observaram que, apesar de 75% dos pacientes relatarem remissdo dos
sintomas clinicos, pacientes que possuiam mais que 35 eosinoéfilos por campo
de grande aumento, ndo tiveram alteracbes nos infiltrados eosinofilicos
esofagicos.

Pela analise comparativa do estado de ativacao dos eosinofilos entre os
grupos controles e portadores de esofagite eosinofilica, encontramos um
percentual significantemente menor de eosindéfilos ndo ativados (normais) nos
pacientes portadores de EoE quando comparado ao grupo controle. Ha varios
estudos (Lexmond e cols., 2013; Crosby e cols., 2012) que enfatizam a
necessidade de se determinar o estado de ativacdo dos eosindfilos nas biopsias
esofagicas e correlaciona-los com os achados endoscopicos e microscopicos.
Crosby e cols. (2012) reforca os achados de EoOE em um paciente portador de
Sindrome de Hiper IgE com mutacfes no STAT-3 que desviam todo processo
imunoldgico para via Ta2. Lexmond e cols (2013) encontraram niveis elevados
de RNAm do leucotrieno C4 sintase, e mostraram que os eosinéfilos das biopsias
de pacientes portadores de EOE encontram-se em estado de constante
desgranulacéo e ativacdo, o que contribui para a manutencédo do dano epitelial
e com o processo de remodelamento esofagico. Varias proteinas de superficie
dos eosindfilos, que estdo hiper ou hiporregulados, podem indicar seu estado de
ativacao, como as moléculas CD69, integrinas 31 e 32, ativacao do receptor Fc

(FcyRIl), integrinas e estas tém sido alvo de biomarcadores em doencas com

84



fisiopatogénese semelhante a da EoE, como na asma (Johansson, 2014).

Ha varios trabalhos nas literatura que somente enfatizam o nimero total
dos eosindfilos no sangue periférico, entretanto, o nimero total de eosindfilos
nao se correlaciona com o niumero de eosindéfilos presentes no epitélio esofagico,
sendo que o numero absoluto de eosinéfilos mostrou pouca relagdo com a
gravidade da doenca (Chehade e cols.; 2007). Nao conseguimos encontrar
nenhum estudo analisando os parametros de ativacao dos eosinéfilos do sangue
periférico, para comparacdo com nossos dados em pacientes portadores de
EoE.

Nossos dados mostraram que um percentual de 36% de eosindfilos do
sangue periférico mostrando caracteristicas normais (ndo ativados) foi um ponto
de corte, na nossa amostra, separando os individuos portadores da EoE dos
individuos controles normais, com 100% se sensibilidade. Esses dados sugerem
gue esse teste pode ser um excelente exame de triagem para indicacdo de
endoscopia nos pacientes sintomaticos, principalmente em criangas, devido a
dificuldade da realizacao de endoscopia digestiva alta nesta faixa etaria.

Também observamos que o percentual de eosinéfilos mostrando
degeneracéao eosinofilica foi menor nos pacientes portadores de EoE, sugerindo
uma maior meia-vida dos eosinéfilos nestes pacientes, possivelmente devido a
influéncia de citocinas liberadas pelo préprio epitélio esofagico como IL-5, IL-23,
leucotrienos e eotaxina-3 (Spencer e cols., 2014; Virchow, 2014) que prolongam
a meia-vida dos eosinofilos pela inativacdo de moléculas como Fas e FasL que
desencadeiam a apoptose (ErJefalt e Persson, 2000). Além disso, a andlise de
citocinas do padrdo Ta2, como IL-5 e IL-13 produzidos pelas células
mononucleares de pacientes portadores de EOE, muitas vezes, torna-se
prejudicada pela existéncia de outras atopias associadas nesses pacientes, que
também podem elevar tais citocinas (Chehade e cols., 2013).

No nosso estudo, avaliamos se haveria diferencas quanto a emissao de
granulos eosinofilicos, classificando-os como emisséo de granulos em pequena,
moderada ou grande quantidade, o que nos da uma idéia de ativacéo gradativa
dos eosindfilos, e/ou a presenca de agregados de granulos isolados depositados
nas laminas, longe dos eosindfilos (granulos isolados). Esse Ultimo parametro
sugere que a célula estava ativada, ja tinha sido estimulada para liberar os seus

granulos e ja havia se movimentado na lamina em resposta a outros estimulos.
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O que sugere que esses eosindfilos estavam muito ativados. Botan, em 2010,
conseguiu diferenciar esta gradacdo de granulos eosinofilicos em criancas
portadoras de asma no periodo intercritico, onde a presenca de granulos
isolados e a emissdo de granulos em grande quantidade traduziam um paciente
com asma persistente grave néo controlada. Seguindo a mesma linha de
investigacao, tentamos utilizar esta gradacao para os pacientes portadores de
EoE. Entretanto, ndo houve correlagdo entre a liberagdo de granulos
eosinofilicos e os escores de gravidade clinica ou endoscépica nos pacientes
com EoE deste estudo. Tal fato pode ser explicado pelo tipo de estudo de corte
transversal, um estudo de acompnhamento destes pacientes, talvez forneceria
dados mais relavantes e correlacionados com gravidade clinica e endoscépica.

Os eosinodfilos possuem mais de trés duzias de citocinas e granulos
estocados no seu interior, ja pré-sintetizados e armazenados em granulos
intracelulares, liberados, rapidamente frente a estimulos, como o da eotaxina-3
(Spencer e cols., 2014, Kita, 2011). Os eosinofilos podem liberar granulos por
processo de desgranulacéo regulada em piecemeal (aos poucos), por exocitose
classica, na qual os granulos se fundem com a membrana plasmatica para liberar
0 seu conteudo, e por citélise, na qual a membrana plasmatica se rompe e 0s
granulos séao liberados para o meio extracelular (ErJefalt e Persson, 2000;
Shamri e cols., 2011; Spencer e cols., 2014). Os granulos liberados pelos
eosindfilos, engajam uma secre¢do in situ utilizando diversas vias além da
simples exocitose. Na desgranulacdo em piecemeal, as citocinas derivadas dos
granulos séao seletivamente mobilizadas e secretadas em pequenas porcdes
contendo citocinas pré-inflamatérias (Spencer e cols., 2014). Entretanto,
independente do processo de liberacdo de granulos e citocinas pré produzidas
nos eosindfilos, o resultado serd um processo inflamatério intenso e é possivel
gue esta desgranulacéo ocorra de forma continua na EoE.

Saffari e colaboradores (2014), em estudos por microscopia eletrénica de
tecido obtido por biopsia de esofago, mostraram que na EoOE, 93% dos
eosindfilos expressam duas ou mais caracteristicas de desgranulagéo, sendo a
citolise e a desgranulacéo tipo piecemeal os padrbes mais comuns. O dano
tecidual e o processo de regeneracdo acabam culminando, também com a
fibrose verificada nas amostras histologicas de muitos pacientes portadores

desta doenca. E possivel que, pelo fato deste processo de liberacéo de granulos
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pelos eosindfilos ser continuo no tecido esoféagico, ndo encontramos no sangue
periférico dos pacientes portadores de EOE grandes quantidades de eosinofilos
em estagios de emissdo de granulos e nem conseguimos diferencia-los quanto
a gravidade da doenca. E possivel que os eosindfilos mais ativados no momento
da coleta do sangue dos pacientes por nds estudados, ja estavam in situ no
tecido esofagico e ndo circulando do sangue periférico. Outra possivel
explicacdo, é o fato de que a EOE é uma doenca crénica, em que os eosinofilos
estao sendo constantemente ativados, devendo portanto mostrar um menor grau
de ativacdo do que 0 que ocorre com 0s pacientes em crise grave e aguda de
asma, na qual ocorre intensa ativacado desses eosinéfilos, como observado por
Muniz-Junqgueira e cols (2013). Johansson (2014) classificou os eosindfilos do
sangue periférico em diferentes potenciais de estado de ativagéo, incluindo nao
ativados, pré-ativados ou totalmente ativados, segundo a expressao de
proteinas de superficie. Concluiu que em doencas inflamatérias alérgicas os
eosindfilos pré-ativados ou totalmente ativados podem ser deficientes pelo fato
de que estas células devem ter extravasado pelo endotélio para os tecidos
envolvidos na patologia alérgica, o que estd de acordo com a nossa
interpretacéao.

Vale ressaltar que nove pacientes do nosso trabalho eram portadores de
asma, e que no momento da coleta estavam com a asma controlada e nao
faziam uso de qualquer medicamento profilatico que pudesse anular os efeitos
da desgranulacéo vista nos pacientes somente portadores de asma, no estudo
de Botan (2010). Outra possibilidade para explicar os baixos percentuais de
eosindfilos desgranulando na circulacéo periférica nos pacientes portadores de
EoE é que uma grande parte desta desgranulacdo deve ter ocorrido por
eliminacdo em pequenas porcdes, em piecemeal, e que ndo puderam ser
visualizadas por microscopia 6ptica, como analisados em nosso trabalho, pois
sdo particulas pequenas e que sao visualizadas principalmente por microscopia
eletrbnica (Saffari e cols., 2014). Embora, como mostrado por Safari e cols., em
2014, mais do que 80% dos eosindfilos no tecido esofageano estavam
mostrando citdlise.

A presenca de eosindfilos espraiados foi o Unico pard@metro que mostrou
relacdo diretamente proporcional a gravidade clinica dos pacientes portadores

de EoOE. E na avaliacdo do escore endoscoépico, os parametros de eosinofilos
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arredondados e espraiados foram inversamente proporcionais a gravidade da
lesdo observada pela endoscopia. Vale ressaltar que o parametro espraiamento
reflete o eosindfilo em processo de alongamento (quimiotaxia, diapedese),
entretanto com todos os seus granulos ainda no interior da célula, bem como o
eosindfilo arredondado, que ainda contém seus granulos no interior dos
eosinofilos. Esse fato sugere que, na circulacdo periférica, os eosindéfilos ainda
se encontram em grau de potencial ativacdo e néo refletindo o processo de
desgranulacédo, que deve ocorrer quando essas células entram no tecido
esofageano.

A presenca de eosindfilos arredondados, apesar de ser somente
significante entre pacientes portadores de EoE e controles, mostrou valores
guase duas vezes maiores nos portadores da forma leve da EoE, quando
comparados com pacientes com sintomatologia grave. Uma possivel explicacéo
para este achado é que nos pacientes mais graves, esses eosinofilos ja podem
ter desgranulado in situ no parénquima esofageano.

Os seguintes parametros de ativacdo dos eosindfilos, apresentando
formas arredondadas, presenca de vacuolos no interior dos eosindfilos,
espraiamento, emissao de granulos em moderada quantidade, emisséo granulos
em grande quantidade, pseuddpodes localizados e a presenca de granulos
isolados foram mais elevados nos pacientes portadores de EoOE quando
comparados aos controles, podendo pela andlise desses parametros diferenciar
0s pacientes portadores de EoE dos individuos normais, entretanto, esse teste
nao foi capaz de identificar a gravidade clinica, endoscopica e histoldgica dos
pacientes portadores de EoE, provavelmente pelo fato de esta ser uma doenca
de evolucdo continua, com processo inflamatorio persistente, diferente do que
nosso grupo observou em episédio agudo de asma. Botan e cols. (2010)
realizaram um estudo duplo-cego, randomizado e controlado por placebo com
83 criancas asmaticas no periodo intercrise tratadas com montelucaste e
conseguiram correlacionar os parametros clinicos de gravidade e resposta
terapéutica com os parametros de ativacao dos eosindfilos como: espraiamento,
presenca de granulos isolados, presenca de granulos em grande quantidade,
emissao de pseuddpodes localizados e emisséo de pseuddpodes generalizados,
sendo este Ultimo o parametro mais fidedigno de gravidade entre os pacientes

asmaticos, pois foi encontrado em praticamente todos os individuos asmaticos.
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Muniz-Junqueira e cols. (2013) estudaram criancas portadores de asma no seu
periodo critico e também conseguiram classificar a gravidade da crise utilizando
0s parametros de ativacao eosinofilica, inclusive encontrando nimeros maiores
de parametros de ativagao que Botan e cols. (2010), provavelmente pelo fato da
analise ter sido realizada em criancas com crise aguda de asma e
consequentemente maior possibilidade de liberagcdo de citocinas e outras
substancias pré-inflamatérias. Silva-Martins (2013) estudou os parametros de
ativacao dos eosinofilos em criangcas asmaticas em uso de corticéide inalatorio
e observou, também, menor porcentagem de eosindfilos ndo ativados antes do
tratamento nas criangas com asma, independentemente da gravidade da
doenca, comparada as criangas controle normais, sendo que o tratamento com
corticoide inalatorio por seis meses aumentou significantemente a porcentagem
de eosindfilos normais néo ativados nas criangas com asma persistente leve e
persistente moderada. Também encontrou maior porcentagem de eosinéfilos
com espraiamento, liberacdo de granulos em pequena, moderada e grande
guantidade e contato celular antes do tratamento nas criancas com asma leve e
moderada quando comparadas com as criangas controle normais. O tratamento
com corticoide inalatério por seis meses diminuiu significantemente a
porcentagem de eosinofilos ativados. Virshow (2014), comparou as alteracdes
gue ocorrem na asma com EOE e observaram que apesar de ambas doencas
serem crbnicas, imunomediadas caracterizadas por mudancas na mucosa e
submucosa com infiltrados de eosindfilos onde a liberacdo de granulos como
proteina basica principal, neurotoxina derivada de eosinofilos e proteina
catibnica basica causarem espessamento da lamina prépria e da camada basal,
melhoram com uso de corticoterapia ou restricdo ao alérgeno causador da
doenca (caso seja possivel identifica-lo), existe algumas diferencas,
principalmente no processo de evolucdo para fibrose entre estas duas doencas.
Na EoE, diferentemente da asma, a presenca de mastécitos com secrecao de
TGF-B (agente pro-fibrotico), contribui para uma inflamacdo continua e
associada a presenca de eosindfilos contribuem para producao de colageno tipo
1 e ativacdo de fibroblastos que culmina com o processo de fibrose, visto nos
pacientes portadores de EoE (Bochner e Gleich, 2010).

Além disso, é provavel que a maior expressédo da via da ciclooxigenase

nos eosinofilos de pacientes com EOE pode ser fator de aumento da resposta
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inflamatodria dependente de prostaglandina. Esta molécula é desencadeada pela
viada COX - 2. A Prostaglandina E2 promove a resposta Ta2 , como € observado
em pacientes portadores de EoOE. Além disso, a inibicdo da viada 5 - LOX com
montelucaste, um antagonista seletivo do receptor para o leucotrieno D4, foi
ineficaz para manter a remisséo induzida por esterdides em adultos portadores
de EoE. No entanto, Lewis e cols (2009) mostraram regulacdo negativa da
expressdo da COX-2 nas bidpsias de esofagicas de pacientes com EoE, quando
comparados aos pacientes com doenca do refluxo gastroesofagico (DRGE) e de
individuos controle. Esta discrepancia pode refletir a cinética da resposta imune
na esofagite eosinofilica.

Assim, nosso estudo mostrou pela primeira vez que 0s parametros
morfologicos de ativacado dos eosindfilos do sangue periférico, apesar de nao
diferenciarem a gravidade clinica, endoscopica e histologica dos pacientes
portadores de esofagite eosinofilica, foram capazes de diferenciar pacientes
controles sadios daqueles portadores de EoE com sensibilidade de 100%. Isso
sugere que esse teste pode ter importante aplicacéo clinica como um teste de
triagem para decisao de indicacdo ou ndo do exame endoscOpico nos pacientes
sintomaticos, principalmente criancas, devido a dificuldade de realizacdo de
endoscopia digestiva alta nesta faixa etaria e propiciando a realizacdo de um
exame muito menos invasivo, de facil realizacdo, de baixo custo e que necessita
apenas a coleta de um pouco de sangue de veia periférica.

Novos estudos necessitam ser realizados com acompanhmento dos
pacientes para determinar se nosso teste de ativacao periférica dos eosinofilos
pelos parametros morfolégicos sédo capazes de auxiliarem no acompanhamento

dos pacientes portadores de EOE.

90



CONCLUSOES



Considerando os seguintes resultados obtidos com este trabalho, concluimos
que:

1. Os parametros clinicos dos pacientes estudados com EoOE foram
semelhantes ao descrito na literatura referente ao sexo, exames
laboratoriais, producdo de IgA e IgE, expressdo clinica, exame
endoscoépico, exame histopatologico da bidpsia do esbéfago e
correlacdo da EoE com outras atopias. Mais de 80% dos pacientes,
apresentavam sensibilizacéo aos acaros da poeira doméstica e dentre
os alimentos mais comuns, encontramos amendoim, leite de vaca e

(0)V/o R

2. N&o houve correlacdo entre o niumero de eosindfilos presentes no
sangue periférico, como também da concentracao de IgE total sérica
com o numero de eosindfilos presentes na bidpsia esofagica,
mostrando que a analise de somente o numero total dos eosindfilos
do sangue periférico ndo foi capaz de definir a doenca nem predizer
os achados microscopicos das bidpsias de es6fago nos pacientes com
EoE.

3. O numero de eosinodfilos no sangue periférico com caracteristicas
normais foi significantemente menor nos individuos portadores de
esofagite eosinofilica do que nos individuos controle. Este parametro
foi capaz de discriminar todos os individuos portadores de EoE
estudados dos individuos do grupo controle ndo portadores da
doenca. Mostrando portanto uma sensibilidade de 100% para
deteccdo da EOE nos individuos estudados, considerando para

definicdo diagndstica os parametros atualmente definidos pela
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Considerando o numero total de eosinéfilos com caracteristicas
morfolégicas normais ou presenca de algum parametro de ativacao foi
possivel caracterizar o valor de 36% de eosinéfilos normais como
ponto de corte que separou 100% dos individuos portadores de EoE
dos individuos controles do nosso estudo.

Os parametros caracteristicos de ativacdo dos eosinéfilos: aspecto
arredondado, presenca de vacuolos no no citoplasma dos eosinofilos,
espraiamento, emissao de granulos em moderada quantidade,
emissdo de granulos em grande quantidade, presenca de
pseudopodes localizados e a presenca de granulos isolados foram
significantemente mais elevados nos pacientes portadores de EoE

guando comparados ao grupo controle.

Apenas para o parametro porcentagem de eosinoéfilos espraiados
houve correlacdo inversamente proporcional a gravidade clinica nos
pacientes portadores de EoE. Nao houve correlagdo com a gravidade
clinica para os demais parametros de ativacdo dos eosinofilos

analisados.

Nenhum dos parametros morfoldgicos de ativacao dos eosindfilos foi
capaz de discriminar a gravidade observada pelo exame endoscopico

entre os pacientes portadores de EoE.

O numero de eosindfilos por campo, quantificado com aumento de
400X, observados nos exames histopatologicos da nas bidpsias
esofagicas ndo mostrou correlacdo estatistica com nenhum dos
parametros morfologicos analisados nos eosindfilos obtidos do
sangue periférico. Nenhum dos parametros de ativacdo dos
eosindfilos foi capaz de diferenciar pacientes que estavam

sensibilizados a algum alérgeno dos individuos nao sensibilizados.
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9. Houve uma maior expressdo de ciclooxigenase-2 em pacientes
portadores de EoE quando comparados ao controle, entretanto nao

encontramos diferencas quanto a expressao de 5-lipoxigenase.

10. Nossos dados mostraram que os parametros morfolégicos de ativacéao
dos eosindfilos do sangue periférico, apesar de néo diferenciarem a
gravidade clinica, endoscopica e histoldgica dos pacientes portadores
de esofagite eosinofilica, foram capazes de diferenciar pacientes
controles sadios daqueles portadores de EoE com sensibilidade de
100%. Isso sugere que esse teste pode ter importante aplicacéo
clinica como um teste de triagem para deciséo de indica¢ao ou nao do
exame endoscoOpico nos pacientes sintomaticos, principalmente
criancas, devido a dificuldade de realizacdo de endoscopia digestiva
alta nesta faixa etaria e propiciando a realizacdo de um exame muito
menos invasivo, de facil realizacdo, de baixo custo e que necessita

apenas a coleta de um pouco de sangue da veia periférica.

Portanto, neste trabalho demonstramos que avaliacdo dos parametros
morfolégicos do estado de ativacdo dos eosindfilos foram capazes de
caracterizar os pacientes portadores de EoE. O método utilizado para avaliar a
ativacao dos eosindfilos mostrou-se acurado, de facil execucao, baixo custo e
utiliza pequeno volume de sangue, podendo facilmente ser realizado na pratica
clinica, principalmente em criancas. O numero total de eosindfilos apresentando
parametros morfolégicos de ativacdo pode ser um marcador do processo
inflamatorio observado na EOE e detectado por esse teste analisando eosinofilos
do sangue periférico. A sua utilizacdo podera ser uma ferramenta atil no arsenal

de exames néo invasivos para os individuos portadores de EoE.
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ANEXO 1

Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de Brasilia pela Plataforma Brasil
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FACULDADE DE MEDICINA DA Plataforma
UNIVERSIDADE DE BRASILIA - g%"wﬂ
UNB

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Valor preditivo dos parametros de ativagéo dos eosindfilos em pacientes
portadores de esofagite eosinofilica. Pesquisador: Valéria Botan Gongalves Area Tematica:

Versédo: 1

CAAE: 36933514.0.0000.5558

Instituicdo Proponente:Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia - UNB
Patrocinador Principal: FUNDACAO UNIVERSIDADE DE BRASILIA

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer:
852.987 Data da
Relatoria: 28/10/2014

Apresentacdo do Projeto:
Bem apresentado e com argumentacdes solidas

Objetivo da Pesquisa:
Verificar se os pardmetros quantitativos de ativacéo dos eosinéfilos apresentam valor preditivo
para avaliacdo clinica e progndstico em pacientes portadores de esofagite eosinofilica.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios: ndo hé riscos

significativos. O risco envolvido na coleta de sangue é minimo.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa fundamentada em sélida base e com possibilidades de criar um teste barato e facil
para acompanhamento e prognéstico dos pacientes afetados

Consideragcdes sobre os Termos de apresentacao

obrigatéria: bem elaborados

Recomendagdes:
explicitar os parametros endoscopicos para facilitar a compreensao do projeto

Endereco: Universidade de Brasilia, Campus Universitario Darcy Ribeiro - Faculdade de Medicina

Bairro: AsaNorte CEP: 70.910-900
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3107-1918 E-mail: fmd@unb.br
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FACULDADE DE MEDICINA DA Plataforma
UNIVERSIDADE DE BRASILIA - g%fw'
UNB

Continuacgao do Parecer: 852.987
Conclus@es ou Pendéncias e Lista de

Inadequacdes: sem pendéncias

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

N&o

Consideracgdes Finais a critério do CEP:

O projeto "Valor preditivo dos parametros de ativacao dos eosinéfilos em pacientes portadores

de esofagite eosinofilica”, apos apresentacao do parecer do relator, foi aprovado sem
pendéncias.

BRASILIA, 31 de Outubro de 2014

Assinado por:

Floréncio Figueiredo Cavalcanti Neto
(Coordenador)

Endereco: Universidade de Brasilia, Campus Universitario Darcy Ribeiro - Faculdade de Medicina

Bairro: AsaNorte CEP: 70.910-900
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3107-1918 E-mail: fmd@unb.br
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ANEXO 2

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Paciente portador de Esofagite Eosinofilica — Maior de Idade
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Termo de consentimento livre e esclarecido
(Paciente com esofagite eosinofilica)

Projeto de Pesquisa: Valor preditivo dos parametros de ativacdo dos eosinéfilos em pacientes portadores
de esofagite eosinofilica

Universidade de Brasilia — Laboratoério de Imunologia Celular — Faculdade de Medicina

RESPONSAVEIS: Dra. Valéria Botan e Profa. Dra. Maria Imaculada Muniz Barboza Junqueira.

declaro ter lido ou ouvido o presente documento, e compreendido o seu significado, que informa o
seguinte:

O(A) Sr(a) esta sendo convidado(a) a participar no projeto de pesquisa “Valor preditivo dos
parametros de ativagdo dos eosinéfilos em pacientes portadores de esofagite eosinofilica”. Esclarecemos
que este projeto vai verificar o funcionamento de algumas células do seu organismo para podermos
entender melhor a sua doenca. Este estudo podera trazer beneficios para os pacientes, uma vez que o
esclarecimento deste funcionamento permitira uma melhor avaliagdo, seguimento e possibilidade
terapéutica para os pacientes.

Concordo que seja retirado de 1 a 10 mL de sangue de uma veia do meu brago. Fui
esclarecido(a) que o material utilizado para retirada do meu sangue sera estéril e descartavel. Fui
esclarecido(a) que os possiveis medicamentos utilizados sdo os mesmos que eu utilizaria no atendimento
normal da minha doenca, independentemente desta pesquisa.

Uma possivel complicacdo que pode ocorrer é o desconforto da coleta de sangue e uma pequena
vermelhidao no local onde for coletado o sangue.

Concordo que a Dra. Valéria Botan utilize uma pequena parte do material da bidpsia do meu
esdfago, que se encontra no , para realizacdo de alguns exames para
esta pesquisa. Fui esclarecido(a) que o bloco de parafina contendo o material coletado da bidpsia sera
devolvido ao referido laboratério sem nenhum dano pela Dra Valéria.

Posteriormente, se eu desejar, poderei ser informado (a) sobre o resultado dos exames que serdo
feitos no meu sangue.

Fui esclarecido que o meu nome nao sera divulgado. As informacdes obtidas sdo confidenciais e
serdo publicadas anonimamente. Os nomes dos participantes serdo mantidos em absoluto sigilo, ndo
acarretando, assim, prejuizos a minha privacidade.

A participacgdo neste estudo é voluntaria e a qualquer momento este consentimento podera ser
retirado por mim. Fui esclarecido que se eu ndo quiser participar nesta pesquisa ndo havera nenhum
prejuizo para o tratamento e acompanhamento da minha doenca.

Em caso de duvidas acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados
com a pesquisa, o(a) senhor(a) deve procurar o pesquisador responsavel pelo nimero de telefone abaixo,
a fim de sané-las. Em caso de duvidas podera entrar em contato com:

a) Dra. Valéria Botan- telefone celular: (0xx61) 9649-9911

Brasilia,.............. de .o de 2014.

Voluntario (nome-assinatura ou impressao dactiloscépica)

Nome e assinatura da testemunha

Nome e Assinatura do pesquisador

OBS: Com cdpia para o paciente
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ANEXO 3

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Paciente Portador de Esofagite Eosinofilica - Menor de Idade
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Termo de consentimento livre e esclarecido
(MENOR DE IDADE)
Projeto de Pesquisa: Valor preditivo dos parametros de ativacdo dos eosindfilos em pacientes portadores
de esofagite eosinofilica

Universidade de Brasilia — Laboratoério de Imunologia Celular — Faculdade de Medicina

RESPONSAVEIS: Dra. Valéria Botan e Profa. Dra. Maria Imaculada Muniz Barboza Junqueira.

B ettt e e e ae e e e aar e aeaeeas , abaixo assinado, pai, mae ou
responsavel Pelo(@) MENOT .......coviiiieiieie ettt seane ) e ereeneens anos, declaro
ter lido ou ouvido o presente documento, e compreendido o seu significado, que informa o seguinte:

O(A) Sr(a) esta sendo convidado(a) a autorizar a participacdo do(a) seu filho(a) menor de idade
no projeto de pesquisa ‘“Valor preditivo dos parametros de ativacdo dos eosindfilos em pacientes
portadores de esofagite eosinofilica”. Esclarecemos que este projeto vai verificar o funcionamento de
algumas células do organismo do seu filho(a) para podermos entender melhor a doenca dele (a). Este
estudo podera trazer beneficios para os pacientes, uma vez que o esclarecimento deste funcionamento
permitira uma melhor avaliacdo, seguimento e possibilidade terapéutica para os pacientes.

Concordo que seja retirado de 1 a 10 mL de sangue de uma veia do brago do meu filho(a). Fui
esclarecido(a) que o material utilizado para retirada do meu sangue sera estéril e descartavel.

Uma possivel complicacdo que pode ocorrer é o desconforto da coleta de sangue e uma pequena
vermelhidao no local onde for coletado o sangue.

Posteriormente, se eu desejar, poderei ser informado (a) sobre o resultado dos exames que serdo
feitos no sangue de meu filho(a).

Fui esclarecido que o nome do meu filho(a) ndo sera divulgado. As informacOes obtidas sdo
confidenciais e serdo publicadas anonimamente. Os homes dos participantes serdo mantidos em absoluto
sigilo, ndo acarretando, assim, prejuizos a privacidade da sua familia.

A participacdo neste estudo € voluntaria e a qualquer momento este consentimento podera ser
retirado por mim.

Em caso de duvidas acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados
com a pesquisa, o(a) senhor(a) deve procurar o pesquisador responsavel pelo nimero de telefone abaixo,
a fim de sané-las. Em caso de duvidas podera entrar em contato com:

a) Dra. Valéria Botan- telefone celular: (0xx61) 9649-9911

Brasilia,.............. de .o de 2014.

Voluntario (home-assinatura ou impressao dactiloscépica)

Nome e assinatura da testemunha

Nome e Assinatura do pesquisador

OBS: Com cépia para os Pais ou Responsavel

OBS: Com copia para os Pais ou Responséavel
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ANEXO 4

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do Controle Sadio
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Termo de consentimento livre e esclarecido
(PACIENTE CONTROLE)

Projeto de Pesquisa: Valor preditivo dos parametros de ativacdo dos eosindfilos em pacientes portadores
de esofagite eosinofilica

Universidade de Brasilia — Laboratorio de Imunologia Celular — Faculdade de Medicina

RESPONSAVEIS: Dra. Valéria Botan e Profa. Dra. Maria Imaculada Muniz Barboza Junqueira.

BU ettt et b et s sene s , abaixo assinado, pai, mde ou
responsavel Pelo(@) MENOK ......uiicieir e e ae e r e sraeeane ) e anos, declaro
ter lido ou ouvido o presente documento, e compreendido o seu significado, que informa o seguinte:

O(A) Sr(a) esta sendo convidado(a) a autorizar a sua participacdo ou a participacdo do(a) seu
filho(a) menor de idade no projeto de pesquisa “Valor preditivo dos parametros de ativagdo dos
eosindfilos em pacientes portadores de esofagite eosinofilica”. Esclarecemos que este projeto vai verificar
o funcionamento de algumas células do seu organismo ou do seu filho(a) para podermos entender melhor
a doenca. Este estudo podera trazer beneficios para os pacientes, uma vez que o esclarecimento deste
funcionamento permitira uma melhor avaliacdo, seguimento e possibilidade terapéutica para os pacientes.

Concordo que seja retirado de 1 a 10 mL de sangue de uma veia do meu braco ou do bragco meu
filho(a). Fui esclarecido(a) que o material utilizado para retirada do meu sangue seré estéril e descartavel.

Uma possivel complicagdo que pode ocorrer é o desconforto da coleta de sangue e uma pequena
vermelhidao no local onde for coletado o sangue.

Posteriormente, se eu desejar, poderei ser informado (a) sobre o resultado dos exames que serdo
feitos no sangue .

Fui esclarecido que meu nome ou o nome do meu filho(a) ndo serdo divulgados. As informacdes
obtidas sdo confidenciais e serdo publicadas anonimamente. Os nomes dos participantes serdo mantidos
em absoluto sigilo, ndo acarretando, assim, prejuizos a privacidade da sua familia.

A participacdo neste estudo € voluntaria e a qualquer momento este consentimento podera ser
retirado por mim.

Em caso de duvidas acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados
com a pesquisa, o(a) senhor(a) deve procurar o pesquisador responsavel pelo nimero de telefone abaixo,
a fim de sana-las. Em caso de duvidas podera entrar em contato com:

a) Dra. Valéria Botan- telefone celular: (0xx61) 9649-9911

Brasilia,.............. de .o de 2014.

Voluntario (nome-assinatura ou impressao dactiloscépica)

Nome e assinatura da testemunha

Nome e Assinatura do pesquisador

OBS: Com cdpia para o paciente ou Pais/ Responsavel
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ANEXO 5

Termo de Anuéncia do Paciente Menor de Idade
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Termo de anuéncia da crianca com esofagite eosinofilica
(MENOR DE IDADE)

Projeto de Pesquisa: Valor preditivo dos parametros de ativacdo dos eosinofilos
em pacientes portadores de esofagite eosinofilica

Universidade de Brasilia — Laboratério de Imunologia Celular — Faculdade de
Medicina

RESPONSAVEIS: Dra. Valéria Botan
Profa. Dra. Maria Imaculada Muniz Barboza Junqueira.

(Nome da criancga)

................................................................... , (ceeiiiiiiiii@n0S), VOCE esta sendo
convidado(a) a participar do trabalho que a tia Valéria esta fazendo, e que vai
ajudar muitas outras criangas que tém a mesma doenca que vocé tem
melhorarem.

Se vocé concorda que a tia tire um pouquinho do seu sangue para estudar
VOCE vai escrever o seu nome la embaixo, onde estd marcado o seu nome. Seu
pai e sua mae ja deixaram a tia Valéria tirar um pouquinho do seu sangue.
Agora a tia esta perguntando para vocé, se vocé também concorda em dar um
pouquinho do seu sangue.

A tia Valéria esta avisando a vocé, que vocé vai sentir uma picadinha no bracgo
e que pode doer um pouquinho. E igual das outras vezes que VvOcCé tirou o
sangue para fazer exames.

Se vocé nao concordar, ninguém vai ficar chateado com vocé e o tratamento
para vocé melhorar vai continuar da mesma maneira que antes.

Brasilia,.............. (0 [ de 2014.
Concordo em participar do trabalho da tia Valéria.

Crianca (nome-assinatura ou impresséao dactiloscopica)

Nome e assinatura da testemunha

Nome e assinatura dos pais ou responsaveis pela crianca

Nome e Assinatura do pesquisador

OBS: Com cépia para os Pais ou Responséavel
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ANEXO 6

Protocolo Clinico de Pesquisa
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PROTOCOLO CLINICO DE PESQUISA
Valéria Botan Gongalves
ORIENTADORA: Profa. Maria Imaculada Muniz Barboza Junqueira
Laboratdrio de Imunologia, Area de Patologia.
Faculdade de Medicina / Universidade de Brasilia

1. ldentificacéo:

Nome:

Registro no Projeto SES: Género: Fem () Masc ()

Data de nascimento: _/ __/ Idade:

F_iliagéo:

Endereco: Telefone:

2. Critérios de Incluséo:

- Criancas, adolescentes e adultos portadores de esofagite eosinofilica (EOE) com biopsia
compativel e nao respondedores aos inibidores de bomba de protons encaminhados de
servicos de Gastroenterologia e/ou Alergia da cidade de Brasilia.

- Concordancia dos pais, responsaveis ou do proprio paciente nos casos de maior idade (18

anos) em participar da pesquisa, apos leitura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

3. Critérios de Excluséao:

Neoplasias; Sindrome de Down ou outras sindromes genéticas; Doencas de depositos ou
Erros inatos do metabolismo; Doencas da Tiredide; Doenca Celiaca; Doencas auto-imunes
(ARJ, LES, Dermatomiosite, Vasculites.); Acalasia; Pénfigo; Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida Hipo/Agamaglobulinemia; Doenca de Crohn; Uso de imunosupressor; Reacéo de
hipersensibilidade a drogas e Parasitose intestinal

4. Formas Clinicas Associadas

() Asma Tratamento:
() Rinite Alérgica Tratamento:
() Dermatite Atdpica Tratamento:

() Conjuntivite Alérgica | Tratamento:

5. Fatores de risco

Historia Familiar de atopia

Uso frequente de medicacgdo anti RGE
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Inicio dos sintomas:

6. Critérios Clinicos (antes do diagnostico )

Data do Diagnéstico:

SINTOMAS

0

1

3

4

Nenhum

Ocasional

Mensal

Semanal

Diérios

VOomitos

Regurgitacao

Dor abdominal

Dor epigéstrica

Pirose - queimagao

Dor toracica

Disfagia

Engasgos durante
refeicdo

Necessidade de ingesta
de liquido para
alimentar-se

Disfagia

Nenhuma
0

Solidos

1

Pastoso

2

Liquido

Saliva

Baixo ganho ponderal
Ou perda ponderal

Ausente
0

Presente

Impactacao do
alimento

Ausente
0

Presente

Ida ao PS para EDA
devido impactacado
alimentar

Ausente
0

Presente

Outros sintomas

Pontuacdo total

7. Sintomas clinicos atuais

SINTOMAS

0

1

2

3

4

Nenhum

Ocasional

Mensal

Semanal

Diarios

Vomitos

Regurgitacao

Dor abdominal

Dor epigastrica

Pirose - queimacao

Dor toréacica

Disfagia

Engasgos durante
refeicdo

Necessidade de ingesta
de liquido para
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alimentar-se
Disfagia Nenhuma | Sélidos Pastoso Liguido Saliva
0
1 2 3 4
Baixo ganho ponderal | Ausente | Presente
Ou perda ponderal 0 1
Impactacéao do Ausente | Presente
alimento 0 1
Ida ao PS para EDA Ausente | Presente
devido impactagdo 0 1
alimentar
Outros sintomas
Pontuacdo total
8. Critérios Endocépicos
Edema Anéis Exsudato Estrias Constricao Papel crepom
(diminuicéo concéntricos | Pontilhado verticais (diminuicéo do Fragilidade
das marcas (traqueizacdo) | esbranquica diamétro) mucosa
vasculares ou do
palidez
mucosa
Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
0 0 0 0 0 0
Presente Leve Leve (> 10% | Presente Presente Presente
da area
esofagica)
1 1 1 1 1 1
Moderada Grave
(n&o impede (<10% da
passagem do | area
endocopio) esofagica)
2
2
Grave

(auséncia da
passagem do
endoscopio
3

Endoscopia normal ( )

Pontuacao total:
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9. Achados Microscopicos (EDA do diagndstico)

Numero de eosinofilos/campo

Microabscessos

Estratificacdo superficial dos eosinéfilos

Hiperplasia células basais

Fibrose lamina propria

Presenca de linfocitos/mondcitos ou outras células inflamatorias

10. Achados Microscépicos (EDA mais atual)

Numero de eosinofilos/campo

Microabscessos

Estratificacdo superficial dos eosinéfilos

Hiperplasia células basais

Fibrose lamina prépria

Presenca de linfocitos/monadcitos ou outras células inflamatorias

11. Tratamento

Tipo Periodo de uso

Dieta elementar Sim( ) Né&o ()

Dieta exclusao Alimento (s):

IBP Esomeprazol 20 ( ) 40( )
Omeprazol 20( ) 40( )
Pantoprazol 20( ) 40( )

Corticoide topico Fluticasona () dose:
Budesonina () dose:

Corticoide oral Prednisona ( ) dose:

Montelucaste Dose:

Nenhum tratamento | Sim( ) N&o( )

Prick test — anexar

Realizou patch test - anexar
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Outras informacdes Uteis

Data: / /

Pesquisador Clinico
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ANEXO 7

Perfil dos pacientes portadores de Esofagite Eosinofilica
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Perfil dos pacientes portadores de EoE

Atopias Associadas
Historia Uso de

Nome Idade Sexo Asma Rinite DA Conjuntivite familiar  Anti RGE
AABPGC 32 M sim sim nao nao sim nao
GLSML 14 M sim sim nao nao sim sim
LNC 5 M nao nao SIM nao sim nao
DVT 40 M nao nao nao nao sim nao
CESS 5 M nao nao nao nao sim sim
MCSS 2 F sim sim nao nao sim nao
RAFSN 42 M sim sim nao nao sim sim
EOM 11 M nao sim nao sim sim sim
CAS 15 F sim sim nao nao sim nao
ASV 12 M nao sim nao sim sim nao
GAR 9 M sim sim nao nao sim nao
LMCC 9 M nao nao nao nao sim nao
FESB 3 M sim sim nao nao sim nao
LRB 5 F nao sim nao nao sim sim
ASA 7 M sim sim nao nao nao sim
CGSS 21 M sim sim nao nao sim nao
ALPC 36 M nao nao nao nao nao nao
CTM 10 M nao sim nao nao sim nao
APPAA 31 F nao nao nao nao sim sim
CSL 24 F nao nao nao nao nao sim
GBB 27 M nao nao nao nao sim nao
EBA 52 M nao sim nao nao sim sim
NGCJ 31 M nao nao nao nao nao sim
CIM 26 F nao nao nao nao sim nao
GLLB 5 M sim sim sim nao sim sim
VSNP 23 M nao sim nao nao sim nao
YS 10 M nao nao nao sim sim nao
TRB 29 F nao nao nao nao nao nao
GAR 29 M nao sim nao nao nao sim
FCFF 35 M nao nao nao nao sim nao
LBC 32 M nao sim nao nao sim nao

M=masculino F= feminino DA= dermatite atdpica

Uso de Anti-RGE significa que o paciente no momento da coleta de sangue estava em
uso de IBP.
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ANEXO 8

Perfil do grupo controle
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Anexo 8: Perfil dos pacientes controles saudaveis.

Identificag&o Idade Sexo
VBG 35 F
BHSP 26 M
PB 31 M
RGV 42 M
SAR 32 M
JPMS 7 F
MJOB 37 M
MPS 29 M
DPJ 22 M
PG 27 F

Sexo: M=masculino, F=feminino;
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ANEXO 9

Planilha dos valores do teste de puntura com leitura imediata
(prick test) em todos os pacientes
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Valores expressos em mm de todos pacientes portadores de EOE e seus
respectivos resultados do prick test.

Nome Derm Derm Blomia Fungos LV Alfalacto Betalacto Caseina Ovo Trigo Soja Camaréao Amendoim Carne LVin Sojain Negativo Histamina
pt far Bovina natura natura

AABPGC 9 10 4 0 0 0 0 3 0 0 3 0 0 0 0 0 0 5
GLSML 2 2 0 0 0 0 0 0 2 0 0 2 5 0 0 0 0 5
LNC 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 13 0 0 0 0 8
DVT 8 10* 2 0 0 0 2 0 5 0 3 0 0 0 3 0 0 5
CESS 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5
MCSS 3 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5
RAFSN 4 5 0 3 5 0 0 0 0 3 0 0 0 3 0 0 0 10
EOM 7 8 5 0 0 0 0 3 0 4 5 0 0 0 0 0 0 10
CAS 6 4 4 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4
ASV 10* 13* 9 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10
GAR 6 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5
LMCC 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7
FESB 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4
LRB 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5
ASA 4 12* 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5
CGSS 11* o* . 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10
ALPC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9
CT™ 5 4 5 2 2 4 3 0 4 0 0 4 0 0 5 0 0 14
APPAA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8
CsL 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5
GBB 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9
EBA 5 o* 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10
NGCJ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 12
CIM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7
GLLB 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4
VSNP 11* 11 13* 0 0 0 0 0 0 0 0 0 14* 0 0 0 10
YS 5 5 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7 0 0 0 0 10
TRB 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4
GAR 3 3 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 5 0 0 0 0 7
FCFF 11 17+ 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9
LBC 7 5 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9

Derm pt = Dermatophagoides pteronissinus
Derm far = Dermatophagoides farinae
Blomia = Blomia tropicalis

LV= leite de vaca

Alfalacto = Alfalactoalbumina

Betalacto = Betalactoglobulina

* significa presenca de pseudépodes durante a leitura.
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