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RESUMO

Introdugdo: Esofagite eosinofilica (EoE) € uma desordem clinico-patolégica,
caracterizada por sintomas de disfungcdo esofagica e alteragbes histopatoldgicas
com inflamagdo composta principalmente por eosinofilos, sendo necessario, pelo
ultimo consenso, 15 ou mais eosinéfilos/campo microscépico de grande aumento
(cmga). Contudo, esse achado histopatoldogico geralmente estd acompanhado de
outras alteragdes morfologicas na mucosa esofagica que fazem parte do quadro de
resposta inflamatéria e que tém sido cada vez mais investigadas. Objetivos:
Descrever achados histopatologicos em bidpsias de pacientes pediatricos e
adolescentes com EOE e compara-las aos de pacientes com quadro clinico de
epigastralgia. Material e métodos: Foram analisadas bidpsias esofagicas, sendo
dezessete com diagndstico de EoE e dezessete com epigastralgia. Analisaram-se
aspectos histopatolégicos e imuno-histoquimicos, como numero maximo de
eosindfilos, alongamento das papilas, hiperplasia de células da camada basal,
espacos intercelulares, microabscessos e expressao de CD1a. Resultados: Entre
os achados histopatoldgicos, alongamento das papilas e hiperplasia da camada
basal foram observados em todos os participantes com EoE e em nenhuma amostra
do grupo epigastralgia. Aumento do espaco intercelular foi encontrado em todos os
pacientes com EoE e em 29,41% dos pacientes com epigastralgia. Conclusées: A
quantidade de eosindfilos pode ndao mostrar por si s6 a complexidade da EoE.
Estudos futuros devem ser realizados tentando definir se algum achado morfolégico
pode ajudar no diagnéstico diferencial entre EoE e eosinofilia esofagica responsiva
ao inibidor de bomba de prétons e se poderiam ser utilizados para acompanhamento
da eficacia do tratamento da EoE.

Palavras-chave: Esofagite eosinofilica. Histopatologia. Imuno-histoquimica.



ABSTRACT

Introduction: Eosinophilic esophagitis (EoE) is a clinical-pathological disorder,
characterized by symptoms related to esophageal dysfunction and histopathological
alterations with inflammatory reactions primarily composed of eosinophils, being
necessary, by the last consensus, 15 or more eosinofilos / high-power field (hpf).
However, this histopathological finding is usually accompanied by other
morphological changes in the esophageal mucosa that are part of an inflammatory
response that has been increasingly investigated. Objective: To describe the
histopathological findings from biopsies of pediatric and adolescent patients with EoE
and to compare them with those from patients with clinical symptoms of
epigastralgia. Material and methods: The results of esophageal cultures from
biopsies were analyzed, seventeen with EOE diagnosis and seventeen with
epigastralgia. The histopathological and immunohistochemical aspects, such as
maximum number of eosinophils, papillary elongation, basal cell hyperplasia,
dilatation of intercellular spaces, microabscesses, and CD1a expression were
analyzed. Results: Among the histopathological findings, papillary elongation and
basal cell layer hyperplasia were observed in all participants with EoE and in any of
the sample of the epigastralgia group. Dilated intercellular space was found in all
patients with EOE and in 29.41% of patients with epigastralgia. Conclusions: The
amount of eosinophils may not by itself show the complexity of EoE. Future studies
should be carried out in order to determine if any morphological findings may help in
the differential diagnosis between EOE and proton-pump inhibitor-responsive
esophageal eosinophilia, and whether they could be used to monitor the
effectiveness of the EoE treatment.

Keywords: Eosinophilic esophagitis. Histopathology. Immunohistochemistry
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1 INTRODUGAO

Esofagite eosinofillica (EoE) representa uma doenga crbnica imuno-
mediada, considerada emergente e caracterizada clinicamente por sintomas
relacionados a disfungao esofagica e histologicamente por inflamagéo cujo exsudato
no epitélio esofagico € composto principalmente por eosinofilos (LIACOURAS et al.,
2011).

O diagndstico da EoE é feito com base na presenca de quadro clinico
sugestivo de, achado morfolégico de 15 ou mais eosindéfilos na mucosa esofagica e
na exclusao de doencga do refluxo gastroesofagico (DRGE) e ou de outras sindromes
eosinofilicas (LIACOURAS et al., 2011; PAPADOPOULOU et al., 2014).

A apresentacéo clinica da EoE é variavel, tendo como sintomas mais tipicos
disfagia intermitente com impactagdo alimentar, azia, dor retroesternal,
regurgitacées, dor abdominal, nauseas e vOmitos (ATTWOOD et al.,, 1993;
SAVARINO et al., 2015).

Os achados endoscopicos observados também sdo variaveis e todos eles
podem ser encontrados em outras desordens esofagicas, ndo podendo ser
considerados patognoménicos da EoE (LIACOURAS et al., 2011).

Os achados mais encontrados sdo anéis verticais, linhas concéntricas,
mucosa espessa, de coloracdo esbranquicada e opaca (CROESSE et al., 2003).
Além disso, uma endoscopia digestiva alta (EDA) normal n&o exclui o diagnéstico de
EoE, sendo necessaria realizagao de exame histopatoloégico para auxilio diagnostico
(PAPADOPOULOU et al., 2014).

Ja as alteracbes histopatolégicas da EoE, tema de enfoque deste estudo,
tem como principal caracteristica o infiltrado inflamatério rico em eosindfilos. Quinze
eosindfilos por campo microscopico de grande aumento (cmga) € considerado
atualmente o valor limite minimo para diagnosticar EoE. Entretanto, é recomendado
o relato de todas as alteracbes morfolégicas encontradas em espécimes de bidpsia,
como presenga de microabscessos, hiperplasia de células da camada basal,
aumento do alongamento de papilas e do espagamento intercelular, entre outros
(LIACOURAS et al., 2011).

A quantidade de eosindfilos pode ndo mostrar por si s6 a complexidade da

patogénese da EoE. Por isso, a necessidade de abordarem-se outros aspectos
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morfolégicos e compara-los com grupos diversos associados a sintomas de disfagia
e epigastralgia. Entre os principais aspectos morfolégicos e os mais descritos na
literatura estdo a hiperplasia de células da camada basal e a espongiose, isto é
aumento dos espagos intercelulares (COLLINS, 2014).

Na literatura médica, contudo, sdo poucos os trabalhos que avaliam a
relacdo dos achados morfolégicos, bem como sua intensidade, com outras
desordens do trato digestivo superior.

Uma abordagem ampla dos aspectos morfoldégicos pode auxiliar na
identificacdo de pacientes com necessidade de tratamento e promover melhora na
qualidade de vida.

Além disso, trata-se de doenga de carater crbnico com necessidade de
tratamento medicamentoso e dietético por tempo prolongado e, em alguns casos, 0s
achados morfolégicos descritos nas bidpsias ndo se correlacionam com a descrigao
endoscoépica e ou com a sintomatologia clinica (PAPADOPOULOU et al., 2014),
sugerindo haver outro(s) fator(es) a serem considerados, principalmente, no

acompanhamento dos pacientes com EoE.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 Revisao historica

Esofagite eosinofilica (EoE) € uma entidade clinico-patoldgica relativamente
emergente. O primeiro caso de permeacao eosinofilica no eséfago foi descrito em
1978, em um adulto do sexo masculino, com quadro clinico de disfagia para
alimentos sdlidos (LANDRES, 1978). Apos esse relato, outros casos foram descritos,
retratando quadro clinico de disfagia, alteragao do calibre esofagico e eosincofilia na
mucosa do esbéfago (PICUS; FRANK, 1981). Em 1989, Attwood e colaboradores
estudaram um grupo de adultos com quadro clinico de disfagia semelhante a doenga
do refluxo gastroesofagico (DRGE), porém sem obstrugdo esofagica e com
monitoramento de pH normal e compararam com outro grupo de pacientes com
diagnostico de DRGE definido. Esses autores relataram que as diferencas entre
esses dois grupos foi que no grupo sem alteragdo do pH, houve aumento
significativamente maior de eosindfilos em relagdo ao grupo com DRGE (ATTWOOD
et al.,, 1989). Em 1993, eles publicaram um artigo relatando os achados dos
pacientes com disfagia, monitoramento normal do pH esofagico e densa permeagao
eosinofilica (>20 eosindfilos/campo de grande aumento) na mucosa e denominaram
o conjunto desses achados de “eosinofilia esofagica com disfagia” (ATTWOQOD et
al., 1993).

Em 1994, Straumann e colaboradores descreveram uma série de dez
pacientes com disfagia recorrente acompanhados por um periodo de quatro anos e
que mostraram discretas alteragbes endoscoépicas e altas concentragdes de
eosindfilos na mucosa. Nesse artigo, os autores atribuiram o nome de “esofagite
eosinofilica idiopatica” a esse conjunto de alteragbes encontradas (STRAUMANN et
al., 1994).

Esses dois grupos de pesquisadores, tendo como responsaveis um cirurgiao
e um gastroenterologista, respectivamente, deram o0s primeiros passos para a

definicao da entidade atualmente denominada esofagite eosinofilica.

2.2 Aspectos epidemiolégicos

Grandes progressos foram feitos na compreensao da epidemiologia da EoE
nas ultimas duas décadas. Os estudos iniciais publicados estiveram mais focados na

descricdo do caso e na caracterizagdo da doenga. Atualmente, as pesquisas estéo
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mais voltadas para a determinacgé&o de fatores de risco, etiologias novas e intrigantes
hipéteses. Todos esses estudos fornecem informacbdes para caracterizagao
epidemioldgica da EoE.

Apesar de se ter relatos de EoE ocorrendo em ampla faixa etaria, desde
criancas até idosos, a maior parte dos casos se concentra entre criangas,
adolescentes e adultos, até a idade dos 50 anos (LIACOURAS et al., 2011; DELLON
et al., 2013).

Existe uma consideravel discrepancia entre os sexos, uma vez que 0 Sexo
masculino é de trés a quatro vezes mais acometido pela EoE, no entanto, a razéo
disso ainda ndo esta definida (DELLON et al., 2007; PRASAD et al.,, 2009;
LIACOURAS et al., 2011).

Esofagite eosinofilica esta presente na maioria dos grupos étnicos, embora
alguns estudos relatem predominancia em brancos nao-hispanicos (PRASAD et al.,
2009; DALBY et al., 2010). Apesar da EoE estar sendo alvo de pesquisas em todo
mundo, € mais extensivamente estudada em paises ocidentais, onde tem
prevaléncia estimada de 0,4% entre criangcas e adultos. Na populagdo em geral,
estima-se que um valor aceitavel da prevaléncia da EoE seria de 0,5 — 1,0
caso/1000 pessoas/ano (DELLON; LIACOURAS, 2014). O maior estudo ja realizado
nos Estados Unidos encontrou prevaléncia de 57/100.000 casos (DELLON et al.,
2013). Ja4 em relagéo a incidéncia da EoE, a maioria dos relatos estima que esteja
entre 6-13 casos/100.000 pessoas (DELLON; LIACOURAS, 2014).

No Brasil, entretanto, a EOE ndo possui valores de incidéncia e prevaléncia
bem definidos para criangas e adolescentes, sendo que o que mais se encontra na
literatura nacional séo relatos ou série de casos publicados em diversos centros. Um
estudo feito na cidade de Niteréi-RJ mostrou prevaléncia em adultos com clinica de
disfagia e queimacéao de 1,3% (BOECHAT et al., 2015).

Ressalta-se também a frequente relacdo da EoE com doencas alérgicas,
ocorrendo muitas vezes de forma concomitante. A presencga de atopias como alergia
alimentar, asma, rinite alérgica e dermatite atépica ocorrendo simultaneamente com
EoE é relatada em mais de 60% dos casos (SPERGEL et al., 2007). Muitos estudos
relatam que 50 a 60% dos pacientes com EoE tem histéria prévia de atopia
(PRASAD et al., 2009; CHEHADE et al., 2007). A maioria dos pacientes com EoE

tem sensibilizagdo com alérgenos alimentares, aeroalérgenos ou ambos baseado
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em resposta positiva no teste cutdneo de punctura cutaneo ou teste sorologico de
anticorpos IgE especifico (LIACOURAS et al., 2011).

2.3 Aspectos clinicos

A EoE apresenta ampla diversidade em seu espectro clinico em adultos e
criangas, com inicio dos sintomas em idades bastante diversas. Lactentes e criangas
menores podem apresentar intolerancia ou recusa alimentar, intensa disfagia, com
descricao de sintomas persistentes da DRGE, mesmo apds tratamento adequado
com inibidores de bomba de prétons. Vémitos frequentes, irritabilidade e faléncia de
ganho ponderal sdo também relatados (PEETIUK; MILLER; KAUL, 2007).

Considera-se que bebés e criangas menores apresentem geralmente
dificuldades de amamentagdo, enquanto que vOmitos e dor abdominal ou
retroesternal sejam sintomas mais comuns em crian¢as na idade escolar (ACEVES
et al., 2009).

Criangas maiores e adolescentes podem manifestar dor abdominal, vomitos,
diarreia, disfagia e mesmo impactagdo com alimentos soélidos, ao passo que, em
adultos, o achado clinico maior é a disfagia intermitente e a impactagéo, a qual pode
surgir de forma abrupta em pacientes outrora assintomaticos (PUTNAM, 2009).

Alguns autores sugerem que em adultos, devido ao maior tempo de
progressao da doenga, sintomas como disfagia para alimentos sélidos e impactacao
sdo mais esperados, enquanto, nas criangas, sintomas inespecificos, como dor
abdominal e vémitos sdo os mais comuns (SINGLA et al., 2015).

Sao descritos também alteragbes no comportamento alimentar desses
pacientes que passam a adotar perfil adaptativo na alimentacao, evitando alimentos
que possam causas disfagia e impactacdo. Essa alteracdo, consciente ou nao,
provocada pelo paciente necessita ser cuidadosamente investigada durante o

exame clinico, a fim evitar retardo ou falha diagnéstica (SCHOEPFER et al., 2014).

2.4 Aspectos endoscopicos

Incontaveis estudos relataram presenca de variadas anormalidades
esofagicas em exames de endoscopia digestiva alta (EDA) em pacientes com EoE.
Entre esses achados estdo anéis esofagicos fixos, também conhecidos como
“traqueilizagdo”, anéis esofagicos transitérios, exsudato esbranquicado, sulcos
longitudinais, edema, estreitamentos esofagicos e laceragdes da parede do esdfago
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(LIACOURAS et al., 2011). Além disso, EDA mostrando mucosa normal também
pode ser vista em casos de EoE (CROESSE et al., 2003).

Apesar de serem variados € numerosos os achados endoscopicos na EoE,
nenhum deles € considerado patognoménico, um vez que todos podem ser
encontrados em outras desordens esofagicas. (LIACOURAS et al., 2011) A
presenca de exsudato brancacento, por exemplo, pode induzir confusao diagnéstica
na endoscopia com esofagite fungica. Os achados histopatolégicos, porém, mostram
diferencas que permitem a distingdo entre essas entidades (AHMED et al., 2000).

Enquanto os aspectos histopatolégicos da EoE sdo semelhantes em todas
as faixas etarias, os achados endoscépicos podem variar. Essa variagao geralmente
€ devida ao tempo de progresséo da doenga, podendo, em casos mais prolongados,
ser encontrado alteracdo decorrente de remodelagdo esofagica, como constrigdes
fiborosas (SCHOEPFER et al., 2013). Na endoscopia, criangas geralmente
apresentam achados com caracteristicas inflamatérias, incluindo placas
brancacentas e sulcos longitudinais, ao contrario de adultos e daqueles com doencga
de longa progressao que mostram principalmente aspectos indicativos de fibrose e
estenose, como anéis e constricoes SCHOEPFER et al., 2013; SINGLA et al., 2015;
DELLON; LIACOURAS, 2014).

Segundo as diretrizes para EoE do Colégio Americano de Gastroenterologia,
de 2013, a recomendagao é para que sejam coletados de 2 a 4 fragmentos da
mucosa esofagica durante o procedimento endoscopico, tanto da parte proximal
quanto da parte distal, de pacientes com suspeita para EoE (DELLON et al., 2013).
Além disso, coleta de fragmentos do antro gastrico e do duodeno é recomentada em
todas as criangas e em adultos com alguma anormalidade, a fim de se excluir outras
causas de eosinofilia esofagica, como gastroenterite eosinofilica, doenga de Crohn e
doenca celiaca (MOAWAD et al., 2016).

2.5 Aspectos histopatolégicos

Caracteristicas histopatoldgicas da EoE séo essenciais, visto que uma delas
€ o fator necessario para se fazer o diagndstico, atualmente definido como a
presencga de 15 ou mais eosindfilos/cmga permeando o epitélio da mucosa esofagica
(LIACOURAS et al., 2011).

Historicamente, a presenga de eosindfilos intraepiteliais era considerada

indicador de DRGE. Apds estudos associando aspectos clinicos e
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anatomopatologicos, chegou-se a definicdo da entidade EoE (FURUTA et al., 2007).
A variabilidade de critérios diagndsticos no tocante a eosinofilia esofagica foi
avaliada em uma meta-analise com 318 publicacbes, 8 revelando distintas
avaliacbes e interpretagbes histologicas, com variacdo de 5 a 30 eosindfilos
utilizados como parametros para diagnostico de EoE (DELLON et al., 2007). No
ultimo consenso, os estudos mostraram que o achado de 15 ou mais
eosindfilos/cmga seria o valor limite mais adequado a ser considerado (LIACOURAS
et al., 2011).

Para uma avaliagdo satisfatéria dos achados morfolégicos, recomenda-se
que se tenha de dois a quatro fragmentos de mucosa esofagica da parte proximal e
distal, e que esses fragmentos estejam bem orientados na lamina histologica
(DELLON et al., 2013).

A contagem de eosindfilos em fragmentos esofagicos € essencial para
diagnéstico. Porém, € importante e recomendado que se avaliem também outras
caracteristicas morfologicas que fazem parte de um quadro inflamatdrio inespecifico.
Entre elas, destacam-se hiperplasia de células da camada basal, alongamento de
papilas do corion, espongiose, microabscessos de eosindfilos e a tendéncia a
superficializacdo dos eosindfilos na mucosa. Esses achados podem ser encontrados
na EoE, como também em outras desordens esofagicas cuja patogénese inclui
processo inflamatério, como esofagite de refluxo, esofagite fungica, envolvimento
esofagico na doenga de Crohn, entre outras (LIACOURAS et al., 2011).

Ressalta-se que esses achados, bem como a contagem de eosindfilos, sao
importantes ndo s6 para o diagnodstico da EoE, mas também no acompanhamento
dos pacientes, a fim de averiguar correlagdo sintomatico-endoscopico-morfolégica
(LIACOURAS et al., 2011).

Em relacdo aos achados morfologicos adicionais a contagem de eosindfilos,
tem-se a hiperplasia de células da camada basal. A camada basal € uma das partes
que compde o epitélio de revestimento do esdfago, juntamente com as camadas
espinhosa e superficial. Em situagdes de normalidade (Figura 1A), ela ocupa cerca
de 5 a 15% da espessura do epitélio esofagico (DENARDI; RIDDELL, 2012).
Quando se tem aumento da sua espessura, tem-se hiperplasia. Essa hiperplasia
pode ser graduada em leve, quando o aumento é inferior a 30% e acentuada quando
é igual ou superior a 30% (Figura 1B). Para verificar se a presenca da hiperplasia de

células da camada basal, identifica-se o seu nivel superior, localizando onde os
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nucleos das células epiteliais estdo separados entre si por uma distancia maior que
0 seu diametro. Desse ponto para baixo, em diregdo ao coérion, tem-se a camada
basal (FIOCCA et al., 2011).

Hiperplasia de células da camada basal pode estar presente em varios
processos inflamatérios do es6fago. Porém, estudos realizados em criangas,
analisando esse achado na EoE e em outras entidades, principalmente DRGE,
encontraram que a proliferacdo de células da camada basal foi mais intensa em
pacientes com EoE em relagao aqueles com DRGE, podendo ser um achado que se
relacione mais com EoE (STEINER et al., 2006). Estudo recente analisou, entre
outros aspectos, a presenca de hiperplasia de células da camada basal na EoE, na
DRGE e na eosinofilia esofagica responsiva a inibidor de bomba de prétons e
constatou que esse fendmeno foi mais frequentemente encontrado em pacientes
com EoE e com eosinofilia esofagica responsiva a inibidor de bomba de prétons do
que naqueles com DRGE (JIAO et al., 2017).

Hiperplasia de células da camada basal é considerada uma das
caracteristicas de remodelamento esofagico na EoE, uma vez que é o achado
morfologico indicativo de proliferacdo ativa de células da zona basal da mucosa,
uma fonte constante de renovagao do epitélio, contribuindo também para extensao
das projecdes da lamina prépria (ACEVES, 2014).

Alongamento de papilas € outro aspecto morfoldégico da lesdo esofagica
encontrado na EoE. (LIACOURAS et al., 2011; FURUTA et al., 2007). Papilas sao
extensdes digitiformes da lamina prépria, que é o tecido conjuntivo vascularizado
subepitelial, em direcdo a camada epitelial (DENARDI; RIDDELL, 2012) (Figura 2A).
Refere-se que estdo alongadas quando acima de 50% a 66% da espessura do
epitélio total. Considera-se alongamento leve quando esse aumento é inferior a 75%
e acentuado quando esta igual ou acima de 75% da espessura do epitélio (Figura
2B). Tal alongamento é identificado a partir de estruturas vasculares presentes na
projecéo de lamina propria em diregao ao epitélio (FIOCCA et al., 2011).

Séo escassos os trabalhos que abordam essa alteragdo na EoE. Vindigni e
colaboradores encontraram alongamento das papilas em todos os 22 casos
analisados de EoE (VINDIGNI et al., 2010). Outros estudos que analisaram esse
achado em fragmentos esofagicos de pacientes com e sem EoE concluiram que o

alongamento de papilas na mucosa € maior em pacientes com EoE, principalmente
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em pacientes que mostraram acentuada hiperplasia de células basais (ATTWOOD
et al., 1993; COLLINS, 2014).

Espongiose, também conhecida como dilatagdo ou aumento dos espagos
intercelulares, € uma caracteristica morfolégica que pode estar presente em
processos inflamatdrios que acometem epitélios de varias regides anatémicas. E
definida como dilatagdes irregulares dos espagos entre as células, vistas como
“‘bolhas” ou “pontes”, podendo ser graduadas em pequenas ou grandes (Figuras
3A,B). Sdo consideradas pequenas quando esse espago € menor que o diametro de
um linfocito pequeno e grande quando maior (FIOCCA et al., 2011).

No esbfago, esse achado pode estar relacionado tanto a DRGE quanto a
EoE. Estudos experimentais demonstraram que espongiose provoca aumento na
permeabilidade paracelular sugerindo ser um fator facilitador da penetracdo de
acido, no caso da DRGE ou de antigenos, no caso da EoE (ORLANDO et al., 1981;
TOBEY et al., 1996).

Estudos realizados mostraram ser um achado mais relacionado a
intensidade de lesdo da mucosa, do que com a natureza do processo inflamatorio
em si, sendo mais util em mostrar como o epitélio se comporta frente a uma
agressao do que em indicar em qual entidade esta mais frequente (RAVELLI et al.,
2006; RAVELLI et al., 2014).

A distribuicdo de eosindfilos intraepiteliais em pacientes com EoE é também
um achado caracteristico. Eles tendem a se alinhar no terco superior do epitélio,
paralelamente a superficie epitelial (TEITELBAUM et al., 2002; ATTWOOD et
al.,1993). Essa tendéncia a “superficializacdo” € um achado morfolégico mais
associado a EoE do que DRGE (VINDIGNI et al., 2010; LIACOURAS et al., 2011;
GRIN; STREUTKER, 2015). Com esse processo, os eosinofilos adquirem maior
tendéncia de formar microabscessos (Figura 4), que sao definidos como acumulos
de quatro ou mais eosindfilos no epitélio (COLLINS, 2014). Sao achados muito
sugestivos de EoE, sendo encontrados, por alguns autores somente em pacientes
com contagem de eosinofilos intraepiteliais superior a 15/cmga (DEBROSSE et al.,
2010).

Também foi abordado o comportamento das células apresentadoras de
antigenos na EoOE. Essas células estdo localizadas em regido suprabasal, séo
escassas ha mucosa esofagica e sao morfologicamente identificadas por meio de

reagao imuno-histoquimica usando marcadores como CD1a (Figura 5A), S-100 e
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Cd6 (DENARDI; RIDDELL, 2012). lIdentifica-se o aumento delas quando se
encontram acima da camada suprabasal (Figura 5B). Atuam de forma a apresentar
antigenos a linfocitos, proporcionando uma ligacdo entre resposta imune inata e
adaptativa. Esse processo pode ser o evento que inicia a cascata de citocinas que
leva a EoE (MULDER; JUSTINICH, 2011).

Até o momento sao escassos os estudos que analisam a relagao das células
apresentadoras de antigenos na EoE. Teitelbaum e colaboradores encontraram
aumento significativo de células apresentadoras de antigenos por meio de analise
imuno-histoquimica utilizando como marcador o CD1a. Observaram que no grupo de
pacientes com EoE, quando comparado ao grupo com mucosa nhormal, havia
aumento da expressao de CD1a (TEITELBAUM et al., 2002). J&4 Mulder e Justinich
encontraram aumento de células CD1a+ somente na parte proximal do eséfago de
criangcas com EOE, normalizando sua expressdo apos tratamento (MULDER,;
JUSTINICH, 2011).

Alguns estudos, porém, nao encontraram aumento da expressao de células
CD1a+ em casos de EoE, mas encontraram numero aumentado em pacientes com
esb6fago de Barrett e adenocarcinoma (PHILPOTT et al.,, 2015). Contudo, tem-se
sugerido que outras células que nao sao as células apresentadoras de antigenos
profissionais, como células epiteliais, possam adquirir esse papel. Esse processo
pode atuar na predisposigcao e perpetuacédo da exposi¢cao de antigenos (LUCENDO
et al., 2007).

O conjunto de alteragbes morfologicas que podem estar presentes na EoE
deve ser relatado nos laudos anatomopatologicos. Essas descricbes podem,
futuramente, auxiliar na identificacdo de biomarcador de inflamagao confiavel,
visando limitar o numero de EDA necessarias para confirmar o diagnostico de EoE e
controle de tratamento (LIACOURAS et al.,, 2011). Almejar a reducao desses
procedimentos invasivos € essencial, principalmente, no manejo de criangas que

necessitam de sedagao para que sejam realizados.

2.6 Tratamento

Tratamento dietético deve ser considerado em todas as criancas com EoE,
sendo indicado acompanhamento com profissional da area a fim de garantir
qualidade e quantidade de calorias e nutrientes adequados para bom

desenvolvimento e crescimento do paciente pediatrico. Recomenda-se que
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alimentos constatados como desencadeadores de EoOE sejam restringidos da dieta
por periodo indefinido, enquanto aqueles que nao foram comprovados como tal,
sejam reintroduzidos com observagcao cautelosa (LIACOURAS et al.,, 2011;
SPERGEL et al., 2007).

Inibidor de bomba de proétons (IBP) é um medicamento util para excluir
DRGE como causa de eosinofilia esofagica, sendo que a dose recomendada em
criangas é de 1 mg/kg, duas vezes ao dia, durante 8 a 12 semanas. Contudo, IBP
também sao usados no tratamento da EoE em pacientes que apresentem DRGE
como comorbidade. Sabe-se que IBP primariamente atua bloqueando secrecao
acida, porém questiona-se se também tem efeito na eosinofilia esofagica por outros
mecanismos, uma vez que se mostraram uteis no tratamento de pacientes com
eosinofilia esofagica responsiva a IBP (LIACOURAS et al., 2011).

Tratamento com corticosteroide topico, por sua vez, deve ser considerado
em todas as criangas e adultos com diagndstico de EoE, tanto como terapia inicial
como de manutengdo. Contudo, preconiza-se que se individualize a situagao de
cada paciente, considerando caracteristicas da intensidade da doenca, estilo de
vida, padrao socioeconémico, entre outros. O uso crbnico de esteroides topicos deve
levar os profissionais da saude a se atentarem para possiveis efeitos adversos e
monitorar cuidadosamente a curva de crescimento da crianga (LIACOURAS et al.,
2011; CALDWELL et al., 2010).

2.7 Complicagoes e prognostico

Pacientes com EoE podem apresentar, como complicagcdes, impactacao
alimentar, constricbes esofagicas, reducao do calibre do esbéfago e perfuragcao da
parede.

Impactagao alimentar € definida como evento que ocorre apés ingestdo de
alimento, quando a matéria deglutida fica retida no eséfago, frequentemente
necessitando de intervengao endoscopica para sua resolugéo (LIACOURAS et al.,
2011; DELLON et al., 2009; PRASAD et al., 2009).

Constrigdes esofagicas tem sua definicdo relacionada com anéis esofagicos
que sao manifestagdo comum da doenga em adultos. Sao diferenciados da redugao
do calibre do esb6fago, uma vez que a area de envolvimento deste é maior em

relagdo ao anel.
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Em relacdo a perfuracdo da parede esofagica, ela pode ocorre de forma
completa, com saida do conteudo esofagico e gastrico para a cavidade toracica,
necessitando de tratamento cirurgico ou pode ser de forma incompleta. Uma ruptura
parcial da parede ocorre quando se encontra quantidade limitada de ar ou contraste
extravasado para o mediastino, sendo preferivel, nesses casos uma abordagem
conservadora. As perfuragdes esofagicas podem ocorrer relacionadas ou nédo ao
procedimento endoscopico para dilatagao luminal (LIACOURAS et al., 2011).

O prognostico a longo prazo, de pacientes com EoE, é desconhecido.
Alguns pacientes podem apresentar uma evolugdo caracterizada por periodos
sintomaticos seguidos por periodos de remissdo. Outros pacientes podem
apresentar quadro clinico de aparente remissao espontanea, sendo desconhecido,
nesses, o risco de recorréncia. E possivel que pacientes com doenca de longa
evolugdo, sem tratamento, evoluam para remodelamento esofagico, constricbes e
anéis. Ainda ndo esta claro, no entanto, se o tratamento dietético ou medicamentoso
altera a histéria natural da doenga (LIACOURAS et al.,, 2011; CARR; WATSON,
2011).

2.8 Consideragoes finais

Apesar de se ter uma literatura rica sobre EoE, estudos que abordam
aspectos morfolégicos e imuno-histoquimicos em pacientes pediatricos com EoE,
em acompanhamento clinico-endoscopico, sao atualmente escassos.

Aprofundar na descrigdo dos achados histopatolégicos da EoOE e/ou
compara-los com outras causas de epigastralgia pode contribuir para melhorar o
entendimento sobre a atividade inflamatéria dessa entidade e auxiliar em uma
melhor correlagdo com achados clinicos e endoscopicos. Almeja-se, a partir dos
estudos, limitar procedimentos invasivos, principalmente em criancas e adolescentes
gue necessitam de sedagao, melhorar qualidade de vida e reduzir os gastos publicos

destinados a esses procedimentos.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Analisar os achados histopatolégicos encontrados em espécimes de
bidépsias endoscépicas esofagicas de criangas e adolescentes com diagndstico de
EoE e compara-los com achados morfologicos de pacientes com outros diagndsticos

que apresentam quadro clinico de epigastralgia.

3.2 Objetivos Especificos

a) analisar os achados histopatoldgicos encontrados em espécimes de bidpsias
esofagicas de pacientes pediatricos submetidos ao exame de endoscopia
digestiva alta (EDA);

b) analisar a expressao imuno-histoquimica de CD1a no epitélio esofagico dos
pacientes;

c) correlacionar os achados histopatolégicos e imuno-histoquimico encontrados
nos pacientes com EoE e pacientes com clinica de epigastralgia;

d) analisar a relagdo dos achados histopatoldgicos e imuno-histoquimico com

numero de eosindfilos nos pacientes com EoE.
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4.1 Abstract

Aims: Eosinophils number on esophageal biopsies specimens is crucial for
eosinophilic esophagitis diagnosis (EoE), however, the value of other histology
features remain unclear. The study aims to describe these histopathological findings
from pediatric and adolescent patients

with EoE and to compare them with those from patients with other diseases leading
to upper gastrointestinal endoscopy (UGIE) in order to analyze their utility on the EoE
diagnosis. Methods and results: Seventeen patients with EoE diagnosis and 17
with no EoE who underwent UGIE were enrolled. The histopathological and
immunohistochemical aspects were analyzed an all parameters showed significant
difference between both groups. Papillary elongation and basal cell layer hyperplasia
were found in all participants of EoE group and in none of other group.
Microabscesses and CD1a expression were found only in the EoE group, but not in
all patients. Dilated intercellular space was found in all patients but also in almost
30% of other group. Conclusions: The amount of eosinophils may not explain itself
the complexity of EoE. The histopathological and immunochemical aspects showed
to be useful resource in addition to eosinophils number for EoE diagnosis. Future
studies should be carried out in order to evaluate these parameters utility to monitor
the effectiveness of the EoE treatment.

Keywords: Eosinophilic esophagitis, histopathology, immunohistochemistry
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4.2 Introduction

Eosinophilic esophagitis (EoE) is a clinical-pathological disorder currently
defined as a chronic immune/antigen-mediated disease, characterized by symptoms
related to esophageal dysfunction and histopathological alterations with inflammatory
reactions primarily composed of eosinophils. The main symptoms associated with
EoE are food impaction, retrosternal pain, regurgitation, abdominal pain, nausea and
vomiting, which vary according to the age of the patient '3, The diagnosis of EoE is
performed by clinical suspicion, endoscopic findings and, as a diagnostic criterion, at
least 15 eosinophils per high-power field (eosinophils/hpf) must be present in
esophageal epithelium'24. However, this histopathological finding is usually
accompanied by other morphological changes in the esophageal mucosa that are
part of an inflammatory response. Among these other findings, we can mention cell
hyperplasia of the basal layer, papillary elongation, dilation of the intercellular space

and presence of microabscesses °.

The long-term chronic inflammatory process, rich in eosinophils, may cause
remodeling of the submucosal layers of the esophagus, resulting in fibrous
constriction &7 and complications such as esophageal perforation and malnutrition .
Therefore, the intensity of the eosinophilic infiltrate, the inflammatory process, and
the morphological changes have been increasingly investigated, mainly from the

analysis of esophageal mucosal biopsy samples obtained at endoscopy 782,

The study aims to describe these histopathological findings from pediatric and
adolescent patients with EoE and to compare them with those from patients with
other diseases leading to upper gastrointestinal endoscopy (UGIE) in order to

analyze their utility on the EoE diagnosis.
4.3 Materials and Methods

Seventeen children and adolescents (up to 18 years of age) with diagnosis of
EoE according to the 2011 consensus, and under follow-up at the Food Allergic and
Pediatric Gastroenterology Outpatient Clinics at the Hospital de Clinicas of the

Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU), and seventeen children and
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adolescents (up to 18 years of age) with other gastrointestinal symptoms who
underwent upper gastrointestinal endoscopy (UGIE), called MiX, matched by gender
and age, were invited to participate in the study after approval by the Ethics
Committee and having the Free and Informed Consent Form (FICF) signed by the
parents or guardians and the Term of Assent (TA) by those older than 13 and
younger than 18 years of age. During the UGIE exam, which was performed to
monitor patients with EoE and/or to diagnostic investigation for other gastrointestinal
diseases, four fragments were collected for histological analysis (two in the middle

third and two in the upper third of the esophagus) from the 34 patients referred.
Histological analysis

The fragments obtained from the endoscopic biopsy were processed for
histopathological analysis. In this procedure, all samples were fixed in 10% buffered
formalin and the material identified by a numerical record that will accompany it
during all procedures of the histological technique. All fragments, after being fixed in
formaldehyde solution, were processed routinely by manual technique. After
preparing the paraffin block, the fragments were sectioned into the microtome in
slices 4-6 um thickness, placed on histological slides and stained with hematoxylin
(H) and eosin (E). The histological slides of each case were analyzed in light
microscope (Olympus BX 41) by two pathologists independently, one of them the
author. The analysis was made to determine the following histopathological aspects,
based on morphological parameters described by Fiocca et al.®: (1) presence and
maximum number of eosinophils and their predominant location (upper half of the
epithelium thickness or lower half of the epithelium thickness); (2) presence and
intensity of papillary elongation (mild - an increase lower than 75% in epithelial
thickness, and severe — an increase greater than 75% in epithelial thickness); (3)
presence and intensity of basal cell hyperplasia (mild - an increase lower than 30% in
epithelial thickness, and severe — an increase greater than 30% in epithelial
thickness); (4) presence and intensity of dilated intercellular spaces, also known as
spongiosis (small — an increase smaller than the diameter of a small lymphocyte, and
large — an increase greater than the diameter of a small lymphocyte); and (5)
presence of eosinophilic microabscesses (defined as accumulation of 4 or more

eosinophils in the mucosa) 1°.
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Immunohistochemical analysis

Paraffin-embedded sections of biopsy specimens of approximately 3 ym thickness
were placed on histological slides previously treated with silane (SIGMA, Chemical
Co., USA), deparaffinized in xylol (2 baths of 20 minutes each), rehydrated in
descending concentrations of ethanol and washed in running water (10 minutes), and
then subjected to antigen heat retrieval using EDTA buffer (0.3722 g of EDTA for
1000 ml buffer, pH 8.03) and microwave oven heating (3 cycles of 5 minutes). Then
the endogenous peroxidase activity was blocked with hydrogen peroxide 10 volumes
(4 baths of 3 minutes). Incubation was carried out for 15 hours at 50° C with the anti-
human CD1a monoclonal antibody (Clone O10, DAKO, California, North America);
followed by 30 minutes incubation in Polymer Detection with peroxidase (HiDef HRP-
CAT 954D-32, Cell Marque). The staining was performed by incubation with the
chromogenic substrate 3,3’-diaminobenzidine developer solution for 5 minutes,
followed by counterstaining with Harris hematoxylin (1-2 minutes). The slides were
dehydrated in ascending ethanol solutions, diaphonized in xylol and mounted with
coverslips and Damar gum. Controls known to express the tested antigen were used.
The immunohistochemical reactions were analyzed to verify if there was, in each
material, an increase of antigen-presenting cell, by Cd1a expression above the basal

and parabasal layers.
Medical records analysis

For analysis of EoE diagnosticcriteria (endoscopic findings and number of
eosinophils observed in the biopsy at diagnosis), the medical records with all
information related to the findings after endoscopy, clinical diagnosis, and the

presence of atopic diseases were analyzed.

Statistical analysis

The paired t-test was used for analysis of the continuous variables and the
Fisher's exact test for categorical variables in the comparison between groups. The
unpaired t-test was used in the comparisons within the same group. The sensitivity,
specificity, positive predictive value (PPV) and negative predictive value (NPV) of

each finding was calculated using the final diagnosis following the criteria used by the
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last EoE consensus 4. The two-tailed test at p <0.05 significance level used
GraphPad Prism 5.0 programs (La Jolla, CA).

4.4 Results
Clinical Findings

In each group, EoE and MiX, there were 10 (58.8%) male patients and seven
(41.2%) female patients. The average age in the respective groups is about 11 and
10 years. About 82% (14/17) of patients with EoE have a history of atopy, and
57.14% (8/14) of these patients have food allergy (Table 1).

Among the 17 patients in the MiX group, we observed that 9 patients
presented gastritis diagnosis, of which 3 were associated with H. pylori; 5 presented
diagnosis of gastroesophageal reflux disease (GERD); 1 of bulbitis; and 2 patients

had no final diagnosis described in medical records.
Histological and immunohistochemical findings.

The mean eosinophil count found in the group of patients with EoE was
157.88 eosinophils/hpf, most of them located in the upper half of the epithelium
(14/17), and also, all presented mucosal permeability to eosinophils. Moreover, the
mean eosinophil count found in the MiX group was 1.29 eosinophils/hpf.
Approximately 70% (12/17) presented a null count of eosinophils, and from the 5
patients who presented eosinophilic infiltration most eosinophils were located in the

lower half of the mucosa.

The presence of elongation of lamina propria papillae in the EoE group was
observed in all participants, and 70.58% (12/17) showed severe papillary elongation,
while in the MiX group no sample evidenced this finding. Likewise, the basal cell
hyperplasia was observed in all samples of EoE patient, and 70.58% (12/17) was
observed in the severe form, and this finding was also not verified in the group MiX.
The finding of microabscesses occurred in 52.94% (9/17) patients with EoE and,
again, in any of the patients of MiX group. Spongiosis was found in all patients in the
EoE group, and 76.47% (13/17) of the patients presented significant dilated
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intercellular space. Moreover, among patients of MiX group, 29.41% (5/17) presented

the alteration; however, the majority presented the mild form (80%).

The increase in Cd1a expression above the basal and parabasal layers was
found in 58.82% (10/17) of patients with EoE, and was not observed in any sample of
MiX group patients. All the morphological and immunohistochemical findings above
described presented a difference statistically significant in the comparison between
the two groups and are shown in Table 2. Figure 1 show normal and altered
morphological/immunohistochemical features found on biopsies specimens from

patients enrolled in this study.

In this cohort of patients, we calculated the sensitivity, specificity, positive
predictive value and negative predictive value for each morphological and

immunohistochemical finding evaluated by the study (Table 3).

Considering only the EoE group, the morphological alterations analysis were
statistically significant in the mean number of eosinophils and the intensity of the
basal layer hyperplasia, and a difference in relation to the presence or absence of
microabscesses was also verified. However, the other morphological and

immunohistochemical findings did not demonstrate this difference (Table 4).

4.5 Discussion

Eosinophils are key players in the remodeling process ', for this reason, their
quantitative analysis in the follow-up of patients with EoE is essential. In this study,
the eosinophil counts among patients with EOE were increased, evidencing that even
patients with EoE diagnosis who were already submitted to treatment and are in
follow-up present an active pathogenic process, increasing risk of progression to

fibrosis and other esophageal complications 67,

The amount of eosinophils may not show by itself the complexity of the EoE
pathogenesis. Therefore, it is required to address other morphological aspects and
compare them with different groups. Among the other histopathological aspects
found in the esophageal epithelium, the main and most described in the literature are

basal cell hyperplasia and dilated intercellular space (spongiosis) °.
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Basal cell hyperplasia is considered one of the features of esophageal
remodeling in the EoE, since it is the morphological finding indicative of active
proliferation of cells of the basal epithelium zone, a constant source of epithelium
renewal, also contributing to the extension of the projections of the lamina propria 2.
Although observed in several inflammatory processes of the esophagus, Steiner et
al. found that the proliferation of cells of the mucosal basal layer was more severe in
children with EoE than those with GERD, which may be a finding that is more related
to EoE™3. In our study we observed similar data, since all patients in the EoE group
showed basal layer hyperplasia, and most of which was severe, while the patients in
the other group showed no alteration, and also, there was a significant difference

analyzing the intensity and mean number of eosinophils observed in the biopsy.

Papillary elongation is another morphological finding of esophageal lesion
observed in EoE 4’. Despite the limited studies addressing this alteration in EoE,
Vindigni et al. found papillary elongation in all 22 EoE cases analyzed '#, as well as in
the study in question. Other studies that analyze this finding in EOE biopsies
conclude that elongation of mucosal papillae is greater in EoE patients than in normal
mucosal biopsies, especially in patients with severe basal cell hyperplasia 2'°. In our

study, no case of the group without EoE diagnosis presented the alteration.

Recent studies have shown that increased permeability of the esophageal
epithelium is one of the main aspects of EOE, since it allows the infiltration of the
antigen and its recognition by the mucosa. This increase in permeability may be
related to the dilated intercellular space %6, Spongiosis is described in the literature
as a morphological feature present in several esophageal alterations in children,such
as in GERD and in EoE itself, and its intensity reflects the degree of lesion in the
esophageal mucosa '8 The present study supports these findings and also
observes the presence of spongiosis in patients of the MiX group showing their lower

specificity in relation to EoE.

The microabscesses are findings highly suggestive of EoE. DeBrosse et al.
found microabscesses only in patients with an eosinophil count greater than 15/hpf
% In our study we observed the significant difference in the mean number of

eosinophils found and the presence of these microabscesses. Some studies also
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relate the increased tendency of eosinophils to be located in the upper half of the

epithelium with greater possibility of microabscesses formation 1920,

The approach of preferential localization of eosinophils in the mucosa, i.e.,
occupying more the upper or the lower half, is an important morphological feature
described in the last consensus # and addressed in the present study. The increased
tendency of eosinophils to be located on the surface of the mucosa is a
morphological finding more associated with EoE than GERD 442!, The data found in
this study strengthen the close association of EoE with the tendency of eosinophils to

be located in superficial layers.

Regarding the immunohistochemical expression of Cd1a, there are also few
articles addressing their expression in EOE. These cells act as antigen-presenting
cells and under allergic conditions participate in host sensitization. Teitelbaum et al.
found a significant increase of Cd1a in the EoE group compared with the normal
mucosa group 22. Mulder and Justinich found an increase in Cd1a+ cells only in the
proximal part of the esophagus of children with EoE, normalizing their expression
after treatment 23. In our study we found a significant increase in their expression in
patients with EoE in comparison with the MiX group and also in patients with high

intraepithelial eosinophils counts.

The sensitivity and specificity of the morphological and immunohistochemical
findings observed in the present cohort of patients with EoE, in comparison with other
diseases that led to endoscopy, show their importance for the diagnosis and likely for
the follow-up of these patients, as suggested by a recently published study showing
the reduction of these changes during the patients treatment and recommending the
creation of a score of points to contribute to the diagnosis and follow-up of patients
with EoE 2.

Few studies in the literature analyze clinical and morphological biopsies
specimens’ features of the EOE in children and adolescents comparing with
abdominal pain and vomit conditions. The present study aims to contribute to the
characterization of the histopathological aspects of patients with EoEdiagnosis and to
strengthen the morphological and immunohistochemical findings as factors that help

in the diagnosis and follow-up of these patients and shows the value of these
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parameters in the diagnosis of EoE, showing the high sensitivity and specificity of
these findings. Future studies should be carried out in order to determine if any of the
morphological or immunohistochemical findings may help differentiate EoE and
proton pump inhibitor esophageal eosinophilia, even thought some authors
considered them only different spectrum of a same disease, and whether they may

be used as a follow-up to the effectiveness of the EoE treatment.

4.6 Acknowledgments

This study was supported by the Hospital de Clinicas of the Universidade
Federal de Uberlandia, particularly from the sectors of Archive, Gastroenterology and
Pathology, respectively represented by Elvira Soares da Fonseca Borges, Cristina

Palmer and Aparecida Helena Baldo Guimaraes.

4. 7 References

1. Savarino E. Tolone S, Caccaro R, Bartolo O et al. Clinical, endoscopy,
histological and radiological characteristics of Italian patients with eosinophilic
oesophagitis. Dig Liver Dis 2015; 47(12):1033-1038.

2. Roman S, Savarino E, Savarino V, Mion F. Eosinophilic oesophagitis: from
physiopathology to treatment. Dig Liver Dis 2013; 45:871-8.

3. Atwood S E, Smyrc T C, Demeester T R, Jones J B. Esophageal eosinophilia
with dysphagia. A distinct clinicopathologic syndrome. Dig Dis Sci 1993; 38:109-16.
4, Liacouras C A, Furuta G T, Hirano | et al. Eosinophilic esophagitis: updated
consensus recommendations for children and adults. J Allergy Clin Immunol
2011;128(1):3-20.

5. Fiocca R, Mastracci L, Milione M, Parente, P, Savarino V. Microscopic
esophagitis and Barrets’s esophagus: The histology report. . Dig Liver Dis 2011;
43(S):319-330.

6. Schoepfer A M, Safroneeva E, Bussmann C et al. Delay in Diagnosis of
Eosinophilic Esophagitis Increases Risk for Stricture Formation in a Time-Dependent
Manner. Gastroenterology 2013; 145:1230-36.

7. Furuta G T, Katza D A. Eosinophilic Esophagitis. N Engl J Med 2015;
373:1640-8.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26377770
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26377770
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8420741
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21477849
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26377770

32

8. Adachi K, Mishiro T, Tanaka S, Kinoshita Y. Suitable biopsy site for detection
of esophageal eosinophilia in eosinophilic esophagitis suspected cases. Dig Endosc
2016; 28:139-144.

9. Schoepfer A M, Panczak R, Zwahlen M et al. How do gastroenterologists
assess overall activity of eosinophilic esophagitis in adult patients? Am J
Gastroenterol 2015;110(3):402-14.

10.  Collins M H. Histopathology of Eosinophilic. Esophagitis. Dig Dis 2014; 32:68-
73.

11.  Philpott H, Nandurkar S, Thien F, Gibson P R, Royce S G. Eosinophilic
esophagitis: A clinicopathological review. Pharmacol Ther 2015; 146:12-22.

12. Aceves S S. Remodeling and Fibrosis in Chronic Eosinophil Inflamation. Dig
Dis 2014; 32:15-21.

13.  Steiner S J, Kernek K M, Fitzgerald J F. Severity of basal cell hyperplasia
differs in reflux versus eosinophilic esophagitis. J Pediatr Gastroenterol Nutr 2006;
45:506-509.

14.  Vindigni C, Villanacci V, Marini M et al. Eosinophilic esophagitis: na Italian
experience. Rev Esp Enferm Dig 2010; 102:15-19.

15. Katzka D A, Ravi K, Geno D M, Smyrk T C, lyer P G. Endoscopic mucosal
impedance measurements correlate with eosinophilia and dilation of intercellular
spaces in patients with eosinophilic esophagitis. Clin Gastroenterol Hepatol. 2015;
13(7):1242-1248.

16.  Van Rhijn B D, Weijenborg P W, Verheij J et al. Proton Pump Inhibitors
Partially Restore Mucosal Integrity in Patients with Proton Pump Inhibitor—
Responsive Esophageal Eosinophilia but Not Eosinophilic Esophagitis. Clin
Gastroenterol Hepatol 2014; 12:1815-1823.

17.  Ravelli A M, Villanacci V, Ruzzenenti N et al. Dilated intercellular spaces: a
major morphological feature of esophagitis. J Pediatr Gastroenterol Nutr 2006;
45(5):510-5.

18. Rauvelli A, Villanacci V, Cadei M, Fuoti M, Gennati G, Salemme M. Dilated
intercellular spaces in eosinophilic esophagitis. J Pediatr Gastroenterol Nutr 2014;
59:589-593.

19. DeBrosse C W, Collins M H, Buckmeier Butz B K et al. Identification,
epidemiology, and chronicity of pediatric esophageal eosinophilia. J Allergy Clin
Immunol 2010; 126:112-9.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16707971
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20187680
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21477849
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21477849

33

20. Grin A, Streutker C J. Esophagitis. Old Histologic Concepts and New
Thoughts. Arch Pathol Lab Med 2015; 139:723-729.

21. Benett AE, Goldblum JR, Odze R. Inflammatory disorders of the esophagus.
In Odze R,

Goldblum JR. Surgical pathology of the Gl tract, liver, biliary tract and pancreas.
Philadelphia, PA: Saunders, 2014; 242-245

22. Teitelbaum J E, Fox V L, Twarog F J et al. Eosinophilic esophagitis in
Children: Immunopathological Analysis and Response to Fluticasone Proprionate.
Gastroenterology 2002; 122:1216-1225.

23.  Mulder D J, Justinich C J Understanding eosinophilic esophagitis: the cellular
and molecular mechanisms of an emerging disease. Mucosal Immunology
2011;4(2):139-147.

24.  Collins MH, Martin LJ, Alexander ES, et al. Newly developedand validated
eosinophilic esophagitis histology scoring system and evidence thatit outperforms
peak eosinophil count for disease diagnosis and monitoring. Dis Esophagus. 2017;
30:1-8.



34

4.8 Tables

Table 1: Clinical Data of Eosinophilic Esophagitis (EOE) versus Epigastralgia

EoE Epigastralgia p
(n:17) (n:17)
Gender” 10M:7F 10M:7F 1.0000
Mean age (years)& 11 10 0.0794
History of allergy (cases)& 14 4 0.0016!
. . . . % <
Mean eosinophils (eosinophils/hpf) 157.88 1.29 0.0001!

EoE: eosinophilic esophagitis
M: male

F: female

* Paired t-test

& Fisher's exact test

'p<0.05



Table 2. Morphological and immunohistochemical findings of Eosinophilic Esophagitis

(EoE) versus Epigastralgia

EoE

Epigastralgia

Morphological findings/ Groups (n:17) (n:17) P
Papillary elongation 17 0 <0.0001"
Basal cell layer hyperplasia 17 0 <0.0001"
Dilated intercellular space 17 5 <0.0001"
Microabscesses 9 0 0.0009"
CD1a expression 10 0 0.0003"
Eosinophilic infiltration in the mucosa 17 5 <0.0001"

Fisher's exact test. *p<0.05
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Table 3. Sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV) and negative

predictive value (NPV) or morphological and immunohistochemical findings for

Eosinophilic Esophagitis in children and adolescents submitted to upper

gastrointestinal endoscopy in the cohort studied.

36

Findings True True False False Sensitivity %  Specificity % PPV~ NPV
negative positive  positive  negativ % %
Papillary 17 17 0 g 100 100 100 100
elongation
Basal cell 17 17 0 0 100 100 100 100
layer
hyperplasia
Spongiosis 12 17 5 0 100 70.6 773 100
Microabscess 17 9 0 8 52.9 100 100 68.0
CD1la 17 10 0 7 58.8 100 100 70.8

expression




Table 4. Comparison of the mean number of eosinophils found in the esophageal

mucosa with presence and intensity of morphological and immunohistochemical

changes observed in patients with EoE.

Morphological /immunohistochemical finding Alteration P
Papillary elongation Mild Severe 0.1901
n:5 n:12
E0:83.50+27.13 Eo0:194.3 +44.66
Basal cell layer hyperplasia Mild Severe 0.0281*
n:5 n:12
Eo:43.20+22.28 Eo0:205.7 +41.44
Spongiosis Mild Severe 0.1014
n:4 n:13
Eo:54.75+32.83 E0:189.6 +40.92
Microabscesses No Yes 0.0047*
n:8 n:9
Eo0:61.75+17.44 Eo0:243.3 +49.03
CD1a expression. Absent Present 0.4003
n:7 n:10

Eo:121.6 +36.79

Eo:183.3 +53.46

Unpaired t-test *p<0.05
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Figure 1. Morphological characteristics found (A-H). A. Normal esophageal mucosa showing features
showing normal thickness of the basal layer (small vertical beam). B. Esophageal mucosa showing
marked enlarged basal cell hyperplasia (big vertical beam) in an eosinophilic esophagitis (EoE)
patient. C. Normal papilla mucosa (*). D. Mucosa with pronounced papilla elongation in an EoE
patient (**). E. Normal space between epithelial cells F. Mucosa with large intercellular space in an
EoE patient. G. Normal immunohistochemical expression of Cd1a in the mucosa mucosa. H. Marked
increase of immunohistochemical expression of Cd 1a, above the basal and parabasal layer (arrow) in

an EoE patient.
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4.10 Carta ao editor

Dear Editor

We respectfully submit our manuscript entitled “Histopathological parameters on
esophageal specimens from childhood are useful to differentiate eosinophilic
esophagitis and other diseases requiring upper digestive endoscopies” for publication
in the Histopathology. This paper presents the comparison between morphological
features found in the biopsies analysis of patients with eosinophilic esophagitis
diagnosis and other diseases leading to upper digestive endoscopy in pediatric

patients.

The study shows differences in clinical backgrounds, morphological aspects and
immunohistochemical findings between these groups. The paper also presents the
sensitivity, specificity, PPV and NPV for each morphological aspect in the

eosinophilic esophagitis diagnosis.

On behalf of all the authors, | verify that this work is not under consideration in any

other journal and has not been published, or accepted for publication elsewhere.

Sincerely

Gesmar Rodrigues Silva Segundo, MD PhD

Pediatrics Department, Faculty of Medicine

Universidade Federal de Uberlandia — Campus Umuarama- Bloco 2H
Uberlandia, Minas Gerais, Brazil

CEP: 38400-920

Email: gesmar@famed.ufu.br
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ILUSTRAGOES

Figura 1 - Comparagéo entre cortes histologicos de epitélio esofagico com énfase

na camada basal.

Figura 1 - Comparagéo entre cortes histolégicos de epitélio esofagico encontrados entre os casos
analisados. A. Caracteristicas de normalidade. B. Epitélio com hiperplasia acentuada de células da
camada basal. (Fonte: produgéo do préprio autor)

Figura 2 - Comparagéao entre cortes histologicos de epitélio esofagico com énfase

no alongamento de papilas.

Figura 2 - Comparagdo entre cortes histoldgicos de epitélio esofagico encontrados entre os casos
analisados. A. Caracteristicas de normalidade. B. Epitélio com alongamento acentuado de papilas.
(Fonte: produgao do proéprio autor)
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Figura 3 - Comparagéao entre cortes histologicos de epitélio esofagico com énfase

na espongiose.
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Figura 3 - Comparacgéo entre cortes histolégicos de epitélio esofagico encontrados entre os casos
analisados. A. Caracteristicas de normalidade. B. Epitélio com grande espongiose. (Fonte: produgéo
do préprio autor)

Figura 4 - Fotomicrografia de microabscesso de eosindfilos no epitélio esofagico.

Figura 4 - Fotomicrografia de epitélio esofagico mostrando evidente microabscesso de eosindfilos,
com acumulo de mais de quatro eosindfilos. (Fonte: produgéo do proprio autor)
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Figura 5 - Comparacao entre cortes histolégicos de imuno-histoquimica do epitélio

esofagico para células apresentadoras de antigenos.
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Figura 5 - Fotomicrografia de cortes histolégicos de epitélio esofagico analisado no estudo,
submetidos a reagédo imuno-histoquimica para analise da expressao de CD1a. A. Epitélio mostrando
expressao habitual do CD1a. B. Epitélio mostrando expressdo aumentada do CD1a. (Fonte: produgéo

do préprio autor)
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Prezado(a) senhor(a), o(a) menor, pelo qual o(a) senhor(a) é responsavel, esta sendo convidado(a) para participar da
pesquisa intitulada “Estudo de biomarcadores como preditores de atividade inflamatéria em pacientes pediatricos e
adolescentes com diagndstico de Esofagite Eosinofilica”, sob a responsabilidade dos pesquisadores: Gesmar Rodrigues
Silva Segundo, Erica Rodrigues Mariano de Almeida Rezende, Juliana Salomdo Daud, Cristina Palmer Barros, Tania Machado
de Alcantara, Jair Pereira da Cunha Junior, Luiz Ricardo Goulart Filho, Ignez Calcaloro e Ernesto Aiko Taketomi.

Nesta pesquisa nds estamos buscando entender melhor a inflamagdo que acontece no es6fago dos pacientes com essa
doenga.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera obtido pela pesquisadora Juliana Salomdo Daud no momento da sua
consulta no Ambulatério de Alergia Alimentar ou Gastroenterologia Infantil do Hospital de Clinicas da Universidade Federal
de Uberlandia.

Na sua participagdo, durante uma endoscopia e bidpsia que ja estdo programadas para avaliagdo da doenga do menor pelo
qual o senhor é responsavel, serdo realizados exames mais detalhados nas bidpsias. Também serdo coletados 1 ml de saliva
e 0,1ml de muco (secregdo de dentro do es6fago) durante a endoscopia para exames mais detalhados. Vocé também
respondera uma entrevista com informacGes sobre o paciente e a doenga (idade, sexo, tempo de doenga, sintoma,
presenca de alergias).

Em nenhum momento o(a) menor sera identificado(a). Os resultados da pesquisa serdo publicados e ainda assim a
identidade do menor sera preservada.

O(A) menor ndo tera nenhum gasto e ganho financeiro por participar na pesquisa.

Os riscos sdo aqueles que podem acontecer durante o exame de endoscopia (que ja estd marcada, independentemente
dessa pesquisa). Os beneficios serdo entender melhor a inflamagdo que acontece no es6fago desses pacientes e melhorar o
tratamento dessa doenga.

O(A) menor é livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem nenhum prejuizo ou coagdo.

Uma via original deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficara com o(a) senhor(a), responsavel legal pelo(a)
menor.

Qualquer duvida a respeito da pesquisa, o(a) senhor(a), responsavel legal pelo(a) menor, poderd entrar em contato com:
Juliana Salom3&o Daud, Gesmar Rodrigues Silva Segundo ou Erica Rodrigues Mariano de Almeida Rezende, no Ambulatério
de Pediatria da Universidade Federal de Uberlandia (Av. Para s/n; fone: 32182136). Podera também entrar em contato com
o Comité de Etica na Pesquisa com Seres-Humanos — Universidade Federal de Uberlandia: Av. Jodo Naves de Avila, n? 2121,
bloco A, sala 224, Campus Santa Monica — Uberlandia -MG, CEP: 38408-100; fone: 34-32394131.

Uberlandia, ....... de........ de 200.......
Assinatura dos pesquisadores

Eu, responsavel legal pelo(a) menor consinto na sua participagdo no projeto citado
acima, caso ele(a) deseje, apds ter sido devidamente esclarecido.

Responsavel pelo(a) menor participante da pesquisa
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APENDICE B - Termo de Assentimento

Vocé esta sendo convidado (a) para participar da pesquisa intitulada “Estudo de biomarcadores como preditores de
atividade inflamatoéria em pacientes pediatricos e adolescentes com diagndstico de Esofagite Eosinofilica”,, sob a
responsabilidade dos pesquisadores: Gesmar Rodrigues Silva Segundo, Erica Rodrigues Mariano de Almeida Rezende,
Juliana Salom3&o Daud, Cristina Palmer Barros, Tania Machado de Alcantara, Jair Pereira da Cunha Junior, Luiz Ricardo
Goulart Filho, Ignez Calcaloro e Ernesto Aiko Taketomi.

Nesta pesquisa nds estamos buscando entender melhor a inflamagédo que acontece no eso6fago dos pacientes com essa
doenca.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera obtido pela pesquisadora Juliana Salomdo Daud no momento da sua
consulta no Ambulatério de Alergia Alimentar e Gastroenterologia Infantil o Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia.

Na sua participagdo, durante uma endoscopia e bidpsia que ja estdo programadas para a avalia¢do da sua doenga, serdo
realizados exames mais detalhados nas bidpsias. Também serdo coletados 1 ml de saliva e 0,1 ml de muco (secrecdo de
dentro do es6fago) durante a endoscopia para exames mais detalhados. Vocé também respondera uma entrevista com
informagdes sobre o paciente e a doenga (idade, sexo, tempo de doenga, sintoma, presenca de alergias).

Em nenhum momento vocé sera identificado. Os resultados da pesquisa serdo publicados e ainda assim a sua identidade
sera preservada.

Vocé ndo tera nenhum gasto e ganho financeiro por participar na pesquisa.

Os riscos sdo aqueles que podem acontecer durante o exame de endoscopia (que ja estd agendada independentemente
dessa pesquisa). Os beneficios serdo entender melhor a inflamagédo que acontece no eso6fago dos pacientes e melhorar o
tratamento dessa doenga.

Mesmo seu responsavel legal tendo consentido na sua participagdo na pesquisa, vocé ndo é obrigado a participar da
mesma se ndo desejar. Vocé é livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem nenhum prejuizo ou
coagdo.

Uma via original deste Termo de Esclarecimento ficara com vocé.

Qualquer duvida a respeito da pesquisa, vocé podera entrar em contato com: Juliana Salomdo Daud, Gesmar Rodrigues
Silva Segundo ou Erica Rodrigues Mariano de Almeida Rezende, no Ambulatério de Pediatria da Universidade Federal de
Uberlandia: Av. Pard s/n; fone: 32182136 .Podera também entrar em contato com o Comité de Etica na Pesquisa com
Seres-Humanos — Universidade Federal de Uberlandia: Av. Jodo Naves de Avila, n2 2121, bloco A, sala 224, Campus Santa
Ménica — Uberlandia -MG, CEP: 38408-100; fone: 34-32394131.

Uberlandia, ....... de........ de 20.......

Assinatura dos pesquisadores
Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apds ter sido devidamente esclarecido.
Participante da pesquisa
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ANEXO A - Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa — CEP
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Eomité de Etica em Frageisa

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo de biomarcadores como preditores de atividade inflamatéria em pacientes
pediatricos e adolescentes com diagnostico de Esofagite Eosinofilica

Pesquisador: Gesmar Rodrigues Silva Segundo

Area Temaitica:

Versédo: 1

CAAE: 37330414.3.0000.5152

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Uberlandia/ UFU/ MG
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Naomero do Parecer: 887.499
Data da Relatoria: 13/11/2014

Apresentagao do Projeto:

O projeto de pesquisa propbe a analise comparativa de marcadores de atividade inflamatoria
(biomarcadores) entre pacientes com diagnostico de Esofag'ite Eosinofilica (EEo) e pacientes com Doenga
do Refluxo Gastroesofagico (DRGE) e Dor Abdominal (DA).

No periodo de junho de 2015 a junho de 2017, os pacientes pediatricos e adolescentes (até 18 anos) com
diagnostico de EEo e em acompanhamento no Ambulatorio de Alergia Alimentar da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU) serao convidados para participar do estudo.

Consideram uma amostra elegivel de 30 individuos com diagnéstico de EEo. O niimero minimo para realizar
a pesquisa sera de 25 pacientes com EEo, baseado em estudo publicado com populagdo avaliada no
Ambulatorio de Alergia Alimentar do HC-UFU, onde em dois anos foram avaliados 35 pacientes com esse
diagnostico (REZENDE E.R.M.A,, et al., 2014). Justificam o nimero minimo em virtude a possibilidade de
perdas (pacientes acima de 18 anos, mudanga de domicilio ou recusa em participar da pesquisa). Os dados
obtidos em individuos com EEo serdo comparados aqueles observados em 10 individuos com DRGE e 10
pacientes com DA acompanhados nos Ambulatorios de Alergia Alimentar de Gastroenterologia Infantil da
UFU, e que necessitardo de Endoscopia Digestiva Alta (EDA) e bi6psia por indicagdo clinica
independentemente da pesquisa a ser realizada. Assim, o nimero total de individuos para realizacéo da
pesquisa sera em torne de
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50. Os pacientes e seus responsaveis serdo abordados por um membro da equipe de pesquisadores, o
qual, ndo € o responsavel direto pelo atendimento médico, para evitar qualquer constrangimento por parte
do paciente.

Apbs o aceite e assinado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) pelos pais ou responsaveis
e 0 Termo de Assentimento (TA) para os maiores de 13 anos e menores de 18 anos, o paciente ou os
responsaveis responderéo um questionario com dados referentes a idade, sintomas, tempo de evolugdo da
doenca, doengas atépicas e tratamentos realizados. O questionario sera codificado por um nimero.

O paciente sera encaminhado para agendar um exame de EDA, o qual & rotineiro para o diagnostico e
acompanhamento desses pacientes (PAPADOPOULOU, A. et al., 2014). Durante o exame de EDA sera
coletado quatro fragmentos microscépicos para analise histoléogica (dois no terco médio e dois no terco
superior do esdfago). A realizagéo de biopsias esofagicas também é rotineira para o diagnéstico de EEo e
para acompanhamento do tratamento desses pacientes (FURUTA, G. T. et al., 2007; LIACOURAS, C. A. et
al., 2011.;PAPDOPOULOU, A. et al., 2014). Os fragmentos de mucosa esofagica obtidos por EDA serio
processados para andlise histopatologica. Sera realizada uma analise histolégica detalhada e
posteriormente uma analise imunohistoquimica com emprego de biomarcadores (Proteina Catiénica
Eosinofilica e Proteina Basica Principal) para avaliar atividade inflamatéria. Também sera realizada uma
analise da presenca desses biomarcadores além da calgranulina em amostras de saliva (1,0 ml) e muco (0,1
ml) coletadas durante o procedimento endoscopico. Dados referentes ao diagnostico e doencas atopicas
serdo pesquisados em prontuarios. Em todas as etapas da pesquisa sera garantido o sigilo da identidade do
participante da pesquisa. A Esofagite Eosinofilica (EEo0) é uma entidade clinica patologica emergente, cujo
reconhecimento tem cerca de trés décadas (FRANCIOSI, 2009). A EEo n&o possui incidéncia e prevaléncia
conhecida no Brasil, sendo relatada em casos isolados ou série de casos publicados em diversos centros
(CURY; SCHARAIMNAM; FAINTUCH, 2004; FERREIRA et al., 2008; REZENDE et al.,2014). A EEo é
definida como uma desordem inflamatoria crénica primaria do eséfago, caracterizada por sintomas de
disfungdo do trato gastrointestinal superior, associada a um aumento de eosinéfilos intraepiteliais na mucosa
esofagica, em niimero superior a quinze eosindfilos por grande campo de aumento (GCA), em mais de um
fragmento de bidpsia obtido durante o exame de endoscopia digestiva alta (EDA), e pela avaliagdo da
Doenga do Refluxo Gastroesofagico (DRGE), evidenciada por um estudo de monitorizago do pH acido do
esbfago (pHmetria de 24 h) normal ou faléncia no tratamento clinico com altas doses de inibidor de bomba
de protons (IBP), na auséncia de outras sindromes eosinofilicas (FURUTA et al., 2007; LIACOURAS
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etal., 2011; PAPADOPOULOU et al., 2014). A EEo apresenta patogenia pouco conhecida, porém estudos
apontam semelhangas entre o processo inflamatorio observado no eséfago e aquele descrito na Asma e na
Dermatite Atopica (ARORA; YAMAZAKI, 2004). O mecanismo fisiopatologico envolve células epiteliais
ativadas por alérgenos alimentares ou inalantes e através de uma cascata inflamatoria com a participacdo
da Eotaxina-3 e das Interleucinas 4, 9 e 13, atraem os eosinofilos para a mucosa do esdfago e promovem
sua degranulagéo com consequente liberagio de produtos proteicos como a proteina catidnica eosinofilica
(PCE), a proteina basica principal (PBP), a peroxidase eosinofilica e outras substancias que s&o lesivas
para mucosa esofagica, resultando em fibrose e consequentemente dismotilidade esofagica observadas nos
pacientes (ROMAN et al., 2013). A calgranulina B ¢ parte de um grupo de proteinas (S100) as quais sio
liberadas pelos granulécitos mastocitos e participam na resposta imune inata amplificando reacbes
inflamatérias desencadeadas por fatores derivados dos patdgenos, no caso da infecgdo, ou desencadeadas
por fatores endogenos em estados inflamatérios (FOELL et al., 2007). A possibilidade da utilizagdo de
marcadores n&o invasivos para avaliar a atividade inflamatoria em pacientes com EEo ja foi revisada em
algumas publicagoes (GUPTA S.K., 2008). Os dados obtidos em individuos com EEo serdo comparados
aqueles observados em individuos com DRGE e DA acompanhados nos Ambulatério Alergia Alimentar e
Gastroenterologia Infantil da UFU, e que necessitardo de EDA e biopsia por indicagdo clinica
independentemente da pesquisa a ser realizada. Dados relacionados ao paciente, diagnostico, sintomas e
tratamento serdo coletados através de um questionario e analise de prontuarios. O sigilo do participante
sera sempre garantido pelos pesquisadores. Um exame de EDA e biopsia, rotineiros para o diagnostico e
acompanhamento desses pacientes seréo realizados (PAPADOPOULOQU, A. et al., 2014).

A amostra sera de 50 pacientes, sendo 30 com diagnéstico EEo comparados com 10 pacientes com DRGE
e 10 pacientes com dor abdominal os quais necessitardo de EDA e bipsia por indicagdo clinica
independentemente da pesquisa a ser realizada. A amostra sera de conveniéncia em virtude ao nio
conhecimento da prevaléncia dessa doenga (EE0) em nosso meio, por se tratar de uma entidade
relativamente rara e o pelo fato dos Ambulatérios de Alergia Alimentar e Gastroenterologia Infantil do HC-
UFU serem os servigos de referéncia para acompanhamento e tratamento desses pacientes.

Objetivo da Pesquisa:

Segundo o projeto:

Objetivo principal: Avaliar a atividade inflamatéria em fragmentos de mucosa esofagica de pacientes
pediatricos e adolescentes com Esofagite Eosinofilica (EEo) em acompanhamento no
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Ambulatorio de Alergia Alimentar da Universidade Federal de Uberlandia.

Objetivo Secundario: a. Descrever os achados histopatolégicos encontrados nas biopsias esofagicas de
pacientes pediatricos e adolescentes com diagnostico de EEo submetidos ao exame de endoscopia
digestiva alta (EDA). b. Avaliar o niimero de eosinéfilos encontrados nas bidpsias esofagicas de pacientes
pediatricos e adolescentes com diagnostico de EEo submetidos ao exame de EDA. ¢. Avaliar a expressdo
proteina catiénica eosinofilica (PCE) e da proteina basica principal (PBP) nos fragmentos de biépsia
esofagica. d. Dosar a PCE, a PBP e a calgranulina B no muco esofagico e na saliva. e. Correlacionar o nivel
da PCE e da PBP com o numero de eosinéfilos encontrados na analise histolégica dos pacientes com
diagnéstico de EEo submetidos ao exame de EDA. f. Correlacionar o nivel da PCE e da PBP com achados
endoscopicos e sintomas clinicos observados nos pacientes com diagnéstico de EEo submetidos ao exame
de EDA. g. Analisar a expressao de CD1a na mucosa esofagica dos pacientes com diagnéstico de EEo
submetidos a EDA.

Avaliagado dos Riscos e Beneficios:

Segundo os pesquisadores:

Riscos:

a) Identificagdo dos participantes de pesquisa: com relagdo a esse risco, os pesquisadores realizario
identificag@o numérica dos questionarios e das amostras de biépsia, muco esofégico e saliva utilizadas no
estudo. b) Riscos durante o procedimento endoscopico: os riscos durante o procedimento de EDA é de
1,7%, sendo a EDA com realizag&o de biopsia considerada um procedimento seguro (SILVA, M. G. D. e
MILWARD, G., 2000; SOUZA, M. C. et al., 2014) . Esse riscos sempre sio observados pelo profissional
executor do exame antes da realizagao do mesmo. A EDA e a analise histologica (bidpsia) & rotineira para o
diagnéstico e seguimento do paciente om EEo e para alguns pacientes com DRGE e dor abdominal e sera
realizada nesses pacientes por indicagao clinica independentemente dessa pesquisa.

Beneficios:
Os beneficios serdo a possibilidade de otimizag&o do tratamento dos pacientes com diagnostico de EEo
pela utilizac@o dos marcadores de atividade inflamatéria como preditores de atividade da doenca.

Comentarios e Consideragées sobre a Pesquisa:
O CEP UFU considera que o protocolo esta bem escrito, tem relevancia cientifica e justifica sua condugdo
com seres humanos.
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Tamanho da Amostra no Brasil: 50 participantes.

Orgamento Total em R$ 8.473,00. Financiamento Proprio.
Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:
Todos os termos foram apresentados.

Recomendagédes:

Nenhuma.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

De acordo com as atribuigdes definidas na Resolugdo CNS 466/12, o CEP manifesta-se pela aprovagéo do
protocolo de pesquisa proposto.

O protocolo n&o apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres humanos, nos limites
da redacdo e da metodologia apresentadas.

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Data para entrega de Relatério Parcial ao CEP/UFU: dezembro de 2015.
Data para entrega de Relatorio Parcial ao CEP/UFU: dezembro de 2016.
Data para entrega de Relatério Parcial ao CEP/UFU: dezembro de 2017.
Data para entrega de Relatorio Final ac CEP/UFU: dezembro de 2018.

OBS.: O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANGA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AO CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVACAO DA MESMA.

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resolugdo 466/12, o pesquisador devera arquivar por 5 anos o relatério da pesquisa e os
Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeito de pesquisa.

b- podera, por escolha aleatoria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatério e documentacao .
pertinente ao projeto.

C- a aprovacao do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU da-se em decorréncia do atendimento a

Endereco: Av. Jodo Naves de Avila 2121- Bloco "1A", sala 224 - Campus Sta. Mdnica

Bairro: Santa Monica CEP: 38.408-144
UF: MG Municipio: UBERLANDIA
Telefone: (34)3239-4131 Fax: (34)3239-4335 E-mail: cep@propp.ufu.br

Pagina 05 de 06

\/._\ e~ M‘a« ““L\/V(a Ty "“\ILf”CJ_



56

UNIVERSIDADE FEDERALDE +  Clataforms
UBERLANDIA/MG §ra.

Comité de Etica e Pragoisa

Continuacdo do Parecer: 887.499
Resolugdo CNS 466/12, nao implicando na qualidade cientifica do mesmo.

Orientagdes ao pesquisador :

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 466/12 ) e
deve receber uma via original do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado.
« O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS 466/12),
aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano néo previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa que requeiram agéo
imediata.

= O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo (Res. CNS 466/12). E papel de o pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a
evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagio ao CEP e a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

* Eventuais modificagbes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupo | ou Il apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também
a mesma, junto com o parecer aprobatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res.251/97,
item 111.2.e).

/ /UBERLANDIA. 26 de Novembro de
\‘/ \ 0’( . A _){"\ ” |/[k
i Assinado por:
~ Sandra Terezinha de Farias Furtado
(Coordenador)
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