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RESUMO

Introducdo: A esofagite eosinofilica (EoE) ¢ uma doenga cronica, imunomediada,
caracterizada por sintomas de disfungdo esofagica associada a um infiltrado inflamatorio
predominantemente por eosindfilos (15 eosinéfilos/campo de grande aumento), na auséncia
de outras sindromes eosinofilicas. E uma doenga emergente com aumento de incidéncia e
prevaléncia mundial. Acomete predominantemente pacientes em idade escolar, do sexo
masculino. H4 forte associacdo com doengas atopicas, em especial, a alergia alimentar. A
patogenia da EoE ndo estd completamente esclarecida. A interacdo entre fatores genéticos,
ambientais e, principalmente, o papel da barreira epitelial, com destaque para as proteinas
responsaveis pela arquitetura e funcionalidade do epitélio esofagico, tém se tornado relevantes
no entendimento do processo inflamatorio dessa doenga. A doenga possui carater cronico, ¢
hé perda da funcionalidade do 6rgdo por remodelamento esofagico, com impacto na qualidade
de vida da familia e do paciente afetado. O melhor conhecimento do papel das proteinas-
chave como marcadores de atividade inflamatéria na barreira epitelial, pode somar no
entendimento dessa doenga de diagnostico e manejo desafiadores. Objetivo: avaliar a
expressdo das proteinas E-caderina e filagrina como biomarcadores de atividade inflamatoria
da EoE, em pacientes pediatricos e adolescentes. Pacientes e Métodos: Fragmentos de
bidpsia esofagica de 24 pacientes com EoE e 17 controles foram coletados por exame de
endoscopia digestiva alta e analisados com relacdo a contagem de eosindfilos e achados
histologicos. A expressdo das proteinas E-caderina e filagrina foi realizada por técnica de
imuno-histoquimica. Sintomas, achados endoscopicos, tempo de diagnostico e tratamento
foram observados em registros médicos. Resultados: 62,5% dos pacientes com EoE eram do
sexo masculino, com mediana de idade de 129,8 meses (+-11,62). A média de eosindfilos foi
de 41,5/CGA (33,03-70,39). 45,8% apresentavam alergia alimentar. A E-caderina estava
alterada (subexpressa) em 11 (54,1%) dos pacientes com EoE e em 1 (4,1%) dos controles
(»<0,05). A filagrina ndo foi expressa na mucosa dos pacientes (com EoE e controle). Os
achados endoscopicos, histologicos, sintomas e tempos de evolugdo da doenga nos pacientes
com EoE ndo apresentaram diferenca significativa (p<0,05) em relacdo alteracdo da
expressao da E-caderina e filagrina. Conclusdo: A E-caderina foi subexpressa nos pacientes
com EoE, indicando comprometimento de barreira epitelial nesses pacientes. A expressdo da
filagrina mostrou-se incapaz de sinalizar comprometimento de barreira nos pacientes
avaliados. A E-caderina pode ser util como biomarcador de atividade inflamatoria nos
pacientes com EoE.

Palavras-chave: Esofagite FEosinofilica. Barreira epitelial. Biomarcador. E-caderina.
Filagrina.



ABSTRACT

Introduction: Eosinophilic esophagitis (EoE) is a chronic, immune-mediated disease
characterized clinically by symptoms related to esophageal dysfunction and histologically by
eosinophil-predominant inflammation (15 eosinophils / high power field). Other eosinophilic
syndromes should be excluded. The recognition of this disease is growing, with increased
incidence and prevalence in many continents. Male gender faces a strong risk and there is
one peak of incidence in older children. The patients usually suffer from a high number of
atopic disorders, especially food allergy. The pathogenesis is not completely understood.
Genetic and environmental factors and notably the epithelial barrier proteins of the
esophageal epithelium have been considered important to understand the inflammatory
process. EoE is a chronic disease and the patients could lose their esophageal function due to
remodeling. There is a high impact on quality of life. It is important to understand the role of
key proteins in the epithelial barrier to help the patients with EoE - one scientific and health
challenge. Objective: to measure the inflammatory activity in fragments of esophageal
biopsies of pediatric and adolescent patients with EoE by the expression of E-cadherin and
filaggrin proteins. Patients and Methods: 24 patients with EoE and 17 controls were invited
to participated in this study. Fragments of esophageal biopsies were collected by upper
digestive endoscopy and were analyzed. The number of eosinophils and histological findings
were observed. Expression of the E-cadherin and filaggrin proteins was performed by
immune-histochemical technique. Symptoms, endoscopic findings, time of diagnosis and
treatment were observed in medical records. Results: 62.5% of the patients with EoE were
male, with median age of 129.8 months (+ -11.62). The mean of eosinophils was 41.5/HPF
(33.03-70.39). 45.8% had food allergy. E-cadherin was altered (subexpressed) in 11 (54.1%)
patients with EoE and in 1 (4.1%) of the controls (p <0.05). Filaggrin was not found.
Regardless the expression of E-cadherin and filaggrin, there was no significant difference (p
<0.05) in the symptoms, endoscopic and histological findings and disease evolution time in
patients with EoE. Conclusion: E-cadherin was underexpressed in patients with EoF,
indicating epithelial barrier impairment in these patients. Filaggrin expression was unable to
signalize barrier impairment in the analyzed patients.

Keywords: Eosinophilic esophagitis. Epithelial barrier. E-cadherin. Filaggrin.
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1 INTRODUCAO

A esofagite eosinofilica (EoE) ¢ uma doenca emergente, de carater cronico,
caracterizada por sintomas de disfungdo esofagica associados a um infiltrado inflamatorio
com predominio de eosindfilos (EOS) (LUCENDO et al., 2017).

A percepcdo da doenga tem se tornado maior, bem como a incidéncia a qual esta
atualmente em 118 casos/100.000 habitantes (ROBSON et al., 2019). A prevaléncia agrupada,
segundo alguns autores estd em torno de 3,7 casos/100.000 habitantes (ARIAS et al.; 2016).
Apresenta predilecdo pelo sexo masculino e pode acometer qualquer faixa etdria, com pico
em escolares e adultos jovens, sendo evidente a associagdo com doengas atopicas
(SHERRILL et al., 2010; LIACOURAS et al., 2005; LUCENDO et al., 2017; DELLON et al.,
2018a).

O diagnéstico ¢ realizado com o quadro clinico associado a alteragdes endoscopicas e
fundamentalmente ao achado histologico, com infiltragdo do epitélio esofagico de pelo menos
15 EOS/campo de grande aumento (CGA). E importante afastar outras sindromes
eosinofilicas como causa da eosinofilia esofagica (LUCENDO et al., 2017).

A Doenga do Refluxo Gastroesofagico (DRGE) deve ser excluida como causa do
processo inflamatorio, mas pode ocorrer concomitantemente (DELLON et al., 2018a).

Os sintomas apresentam uma pluralidade de manifestagdes clinicas, como dificuldades
alimentares, vomitos e faléncia de crescimento em criangas menores. Epigastralgia, disfagia
progressiva e impactacdo com alimentos solidos ¢ observada em escolares e adolescentes
(FURUTA et al., 2007; LIACOURAS et al., 2014; DELLON et al., 2018a).

O tratamento ¢ complexo e prolongado, podendo ser medicamentoso e/ou dietético,
com utilizagdo de inibidores de bomba de prétons, corticosteroides inalatorios deglutidos,
além da exclusio de grupos proteicos da dieta dos pacientes (LUCENDO et al., 2017;
DELLON et al., 2018a).

A participagdo do EOS no processo inflamatdrio ¢ multipla e bem documentada, desde
a descricdo dos primeiros casos da doenca. Essas células exercem fung¢des como
apresentadora de antigenos, secrecdo de citocinas e liberam proteinas lesivas ao epitélio no
processo de degranulacdo, sendo reconhecidas como ponto fundamental para o diagnostico e
avaliagdo da atividade da doenca (ABONIA; ROTHENBERG, 2012; DAVIS,
ROTHENBERG, 2013; DAVIS, 2018).

A EoE ¢ uma doenga imunomediada e a resposta imunoldgica e inflamatdria ainda nao

esta completamente esclarecida. A presenca de fatores genéticos e ambientais associados ao
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papel da barreira epitelial sdo os atuais pontos centrais de discussdo sobre a patogenia dessa
doenga (CALDWELL et al., 2017; DAVIS, 2018; BLEVINS et al., 2018)

O estudo das proteinas responsaveis pelas jungdes celulares, manutencdo e integridade
do epitélio e da camada cornea, como as claudinas, ocludinas, moléculas de adesdo juncional,
e-caderina e filagrina, tem sido descrito em varias doengas Th2, inclusive na EoE
(SCHLEIMER; BERDNIKOVS, 2017; ROCHMAN; AZOUZ; ROTHEMBERG, 2018;
DAVIS, 2018; BLEVINS et al., 2018)

Modificagdes nessas proteinas, podem ocasionar defeitos do epitélio esofagico com
prejuizo para manutengdo de sua arquitetura, controle da permeabilidade celular e protecao da
sensibilizagdo do individuo. Alteragdes histologicas, como a espongiose, somadas as
moleculares, sinalizam o comprometimento dessa barreira, sendo caracteristica do processo
inflamatério (ABDULNOUR-NAKHOUL et al., 2013; DAVIS, 2018).

A EoE é uma doenga cronica, de laborioso diagnostico e manejo. Diversos estudos sdo
realizados para melhor entender o processo inflamatorio, sua correlagdo com os sintomas e
achados macro e microscopicos. A expressdo das proteinas presentes no epitélio esofagico,

podem ser Uteis para avaliagdo da atividade inflamatoria nessa doenga.

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Historico

A esofagite eosinofilica (EoE) ¢ uma doenga de reconhecimento recente e crescente
nas ultimas décadas. A primeira publicag@o na literatura mundial foi feita por Dobbins, em
1977, com a descrigdo de um paciente adulto, masculino com histérico de asma e espasmos
esofagicos. A avaliag@o histologica encontrou infiltrado inflamatdrio eosinofilico (DOBBINS;
SHEAHAN; BEHAR, 1977).

Posteriormente, Landres e outros autores publicaram em 1978, novo caso de um
adulto, masculino, admitido em um centro médico na Califérnia (EUA), com histdrico de
epigastralgia, vigorosa acalasia e impactagdo com alimentos solidos. Apresentava na
investigacdo cosinofilia periférica e infiltrado histoldogico no eséfago, com predominio de
EOS. Sugeriu a inclusdo do achado de “esofagite eosinofilica” no espectro de sindromes

eosinofilicas gastrointestinais (LANDRES; KUSTER; STRUM, 1978).
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A marcada eosinofilia esofagica, foi considerada inicialmente por alguns autores como
indicativo de doenga do refluxo gastroesofagico (DRGE) severa, e novos casos de pacientes
com eosinofilia esofagica, na auséncia da DRGE, foram considerados idiopaticos ¢ descritos
nos anos subsequentes (JOHNSON; DEMEESTER; HAGGITT, 1978; LEE, 1985).

Em 1989, Attwood e colaboradores publicaram o relato de 15 adultos com disfagia e
infiltrado eosinofilico no esdfago, sem exposi¢ao acida na pHmetria de 24 horas, afastando o
diagnostico de DRGE. Na ocasido utilizaram o termo “asma do es6fago” para descrever esse
achado (ATTWOOD; SMYRK; DEMEESTER, 1989).

Na década de noventa, foi descrita uma doenga inflamatéria do eséfago com disfungdo
do orgdo e infiltrado eosinofilico com pelo menos 20 EOS/campo de grande aumento (CGA),
denominada esofagite eosinofilica, inicialmente referida como EE e posteriormente EoE, para
ndo confundi-la com esofagite erosiva, foi estabelecida como uma nova entidade clinico
patologica (ATTWOOD et al., 1993; STRAUMANN et al., 1994).

Com aumento expressivo de relatos de casos de acometimento esofagico por processo
inflamatoério de predominio eosinofilico, paralelamente ao crescimento da alergia alimentar
no mundo ocidental, em 2007 foram elaboradas as primeiras diretrizes consensuais da EoE. A
EoE foi definida como uma doenga inflamatoria cronica e primaria do es6fago, caracterizada
por sintomas de disfungdo do orgdo, associados a presenca de infiltrado inflamatorio
eosinofilico visualizado na bidpsia esofagica, apds exame de endoscopia digestiva alta
(EDA), estabelecido para diagndstico como >=15 EOS/CGA, na auséncia da DRGE ou de
outras sindromes eosinofilicas.

O diagnostico inicial da EoE era realizado apos afastar a DRGE como causa da
eosinofilia esofagica. Uma pHmetria de 24 horas ou um curso de inibidor de bomba de
protons (IBP) em altas doses (2mg/Kg/dia - méximo 80 mg/dia) por 4 semanas, € novo exame
endoscopico com manutengdo mais de 15 EOS/CGA na avaliagdo microscopica eram
necessarios (LIACOURAS et al., 2005; FURUTA et al., 2007).

A alta correlacdo com outras doengas alérgicas, particularmente a alergia alimentar
(AA), foi percebida. Alguns autores observaram melhora clinica e histologica em pacientes
com sintomas de DRGE refratarios a tratamento e submetidos a dieta de exclusdo de grandes
grupos alimentares ou dieta exclusiva de aminodacidos, estabelecendo a EoE como uma
doenca alérgica (KELLY et al., 1995).

O critério condicional para diagnostico (uso de IBP em altas doses) foi considerado
por alguns autores como indicador de uma nova entidade clinica chamada eosinofilia

esofagica IBP responsiva, mas posteriormente refutada como sindrome clinica distinta da
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EoE, pela similaridade clinica, patologica e genética. Muitos autores ainda consideram um
ciclo com IBP como critério diagndstico para a doenca, mas a partir de 2011 os consensos
consideram a EoE e a eosinofilia eosfagica IBP responsiva a mesma doenga (LIACOURAS;
SPERGEL; GOBER, 2011; DELLON et al., 2013; LUCENDO et al., 2017; DELLON et al.,
2018a).

E crescente o interesse pela EoE nas ultimas duas décadas. Acesso a plataforma de
pesquisa de periddicos indexados e utilizando os descritores esofagite eosinofilica, mostrou
252 publicagdes desde o seu reconhecimento como entidade clinico patoldgica até o inicio do
ano 2000. Aumento exponencial foi observado na década seguinte com 2709 publicagdes, ¢
7637 periddicos indexados entre os anos de 2010 a 2019, sendo 1222 artigos somente no
ultimo ano.

No Brasil, a primeira série de casos foi publicada por Ferreira e colaboradores, sendo
expressivo nos ultimos anos, o crescimento do diagnodstico dessa doenga em nosso meio
(FERREIRA et al., 2008).

A EoE, de doenga rara, atualmente ¢ considerada emergente, foco de interesse ¢ debate
cientifico mundial, e pelo aspecto cronico, um grande desafio ao clinico e endoscopista,

particularmente para diagndstico e tratamento dos pacientes.

2.2. Definicao

EoE ¢ definida como doenga cronica, imunomediada do esofago, caracterizada por
sintomas de disfun¢do esofiagica e histologicamente por um infiltrado inflamatdrio
predominantemente por EOS. Outras causas sistémicas de infiltragdo eosinfilica devem ser
excluidas. Manifestacdes clinicas ou patologicas sdo desaconselhadas a serem interpretadas

isoladamente (LUCENDO et al., 2017; DELLON et al., 2018a).

2.3. Epidemiologia

A prevaléncia e a incidéncia sdo distintas nas faixas etarias avaliadas, nas varias
regioes estudadas. Nos paises nordicos da América e Europa, a incidéncia tem sido relatada
em 6 a 13 casos /100000 habitantes (ARIAS; LUCENDOQO, 2013). Em um estudo de meta-
analise publicado por Arias e colaboradores em 2016, a incidéncia agrupada foi de 3,7
casos/100.000 habitantes por ano com intervalo de confianca de 95%: 1,7-6,5 (ARIAS et al.,
2016).
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A prevaléncia, segundo alguns estudos americanos comparados com aqueles do
continente europeu, ¢ mais elevada em adultos (ARIAS et al., 2016). A incidéncia agrupada
pode chegar de 22,7 a 28,1 casos/100.000 habitantes (ARIAS et al., 2016). Em publicacao
recente de Robson e colaboradores (2019), cuja pesquisa envolvia 10619 pacientes, observou-
se uma prevaléncia em cinco anos de estudo de 118 casos/100.000 criancas (ROBSON et al.,
2019).

Desde a primeira série de casos publicada por Ferreira e colaboradores no Brasil, tem
sido crescente o nimero de casos em nosso pais. Em recente publicagdo avaliando 4071 EDA
em 2651 pacientes, observou-se na regiao central do Brasil uma prevaléncia de 1,22 casos por
10.000 habitantes (FERREIRA et al., 2008; GONCALVES et al., 2018).

A EoE ¢ mais frequente na raga branca e pode ocorrer em qualquer idade, sendo mais
prevalente em adultos jovens até 50 anos. Em criancas, acomete preferencialmente a idade
escolar. Atualmente ¢ considerada a maior causa de impactagdo esofagica e disfagia em
escolares e pré-adolescentes (KAPEL et al., 2008; LIACOURAS et al., 2005; LUCENDO et
al., 2017; DELLON et al., 2018a).

A prevaléncia ¢ maior no sexo masculino provavelmente em virtude do achado da
variante genética no gene CRLF2 codificador do receptor da linfopoetina estromal timica
localizado no cromossomo X ¢ Y, conferindo um risco duas vezes maior para acometimento
desse sexo (SHERRILL et al., 2010; LUCENDO et al., 2017).

Ha variagdes na prevaléncia dependendo da localizacdo mundial. Dellon e Hirano
(2018), em publicacdo de revisdo sobre a epidemiologia ¢ historia natural da EoE,
consideraram a doenga, de maior magnitude na Europa Ocidental, América do Norte ¢
Australia. Ha registros realizados na América do Sul, Turquia, Oriente Médio ¢ Coreia, sendo
maior nos paises ocidentais em relacdo aqueles orientais, e estd ausente na Africa subsaariana
e India (DELLON et al., 2018b; DELLON et al., 2014).

Alguns autores observaram aumento da eosinofilia esofagica em zonas rurais e areas
suburbanas, mas segundo Spergel e colaboradores (2011), nos Estados Unidos a EoE ¢é mais
prevalente em zonas urbanas e em clima seco ¢ frio (JENSEN et al.,, 2014; HURREL;
GENTA; DELLON, 2012).

A hereditariedade do comprometimento da EoE ¢ complexa, com alguns genes de
susceptibilidade descritos (ROSENBERG et al., 2010; DAVIS, 2018). A possibilidade de
pacientes de primeiro grau afetados chega em torno de 40%. Um estudo de cohort com 914
pacientes com EoE e 2192 familiares de primeiro grau observou um risco de acometimento

em aproximadamente 2% (DAVIS, 2018; DAVIS, 2014; ALEXANDER et al., 2014).
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Os pacientes com EoE, segundo publica¢des, apresentam fendtipo atopico em torno de
50 a 80%, com concomitancia de doencgas alérgicas como dermatite atopica (DA), asma, rinite
alérgica, sindrome da alergia oral e elevados niveis de Ig (imunoglobulina) E para alimentos e
aeroalérgenos (SHERRILL; ROTHENBERG, 2011; LUCENDO et al., 2017).

A EoE, desde as observagdes feitas por Kelly e colaboradores (1995), com relagéo a
remissdo de sintomas e do infiltrado eosinofilico com uso de féormulas de aminoacidos, ¢é
considerada consensualmente uma forma de AA (FURUTA et al, 2007; LIACOURAS;
SPERGEL; GOBER, 2011; LUCENDO et al., 2017; DELLON et al., 2018a). Pacientes com
EoE podem apresentar anafilaxia com alimentos e evoluem com melhora clinica quando
tratados com dieta de restrigdo a determinadas proteinas alimentares (KAGALWALLA et al.,
2006, CHEHADE; ACEVES, 2010).

A observagdo de variagdo sazonal com aumento de casos da EoE em periodos de
polinizacdo, observada inicialmente por Fogg e colaboradores em 2003 e novamente por
Wolf, Jerath e Dellon em 2013, assinala a importancia do papel dos aeroalérgenos, com
aumento da eosinofilia esofadgica apos exposi¢do em modelos humanos e animais (FOGG,
2003; WOLF; JERATH; DELLON, 2013; MISHRA, 2001).

Fatores ambientais, segundo estudo de caso controle em 31 pacientes com EoE e 19
com DRGE, foram avaliados com relacdo a tipo de parto e exposi¢do a antimicrobianos e,
apesar de ndo considerarem a DRGE como um grupo de controle 6timo, observaram aumento
na razdo de chances de EoE quando o parto foi cesareo e diante de precoce exposi¢do a
antibioticos na infancia (JENSEN et al., 2013). Dellon e colaboradores (2011), observaram
associacdo inversa da eosinofilia esofagica com gastrite por Helicobacter pylori (DELLON et
al., 2011).

Jensen e colaboradores (2018), em estudo de caso controle com 248 criangas,
avaliando varidveis na vida precoce desses pacientes, observaram associa¢do positiva da EoE
com relato de febre materna durante a gestagdo, prematuridade, parto cesareo, exposicao a
antibioticos e supressdo acida. A exposicao a um animal de estimacdo no primeiro ano de vida
apresentou associago inversa (OR: 0,58 IC: 95% 0,34-0,97) (JENSEN et al., 2018).

A associacdo da EoE com outras desordens como doenc¢a inflamatoria intestinal,
sindromes hipereosinofilicas, desordens do tecido conectivo e atresia de esdfago tem sido
observada, sugerindo a conex@o de fatores genéticos para a coexisténcia dessas condicdes
patologicas em um mesmo individuo (LUCENDO et al., 2017; ABONIA et al., 2013;
KASSABIAN et al., 2014; JOHNSSON et al., 2011).
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2.4 Patogenia

A resposta imunoldgica e inflamatéria na EoE ainda ndo estd completamente
esclarecida. A interagdo entre fatores genéticos e ambientais tem sido estudada e o papel do
microbioma ¢ da barreira epitelial, além do EOS, tem ganhado destaque na discussdo da
patogenia dessa doenga (CALDWELL; PAUL; ROTHNBERG, 2017; DAVIS, 2018).

Dados sobre a presenca de fatores ambientais associados com locais de risco genético
nos loccus 5922 e loccus 2p23 sdo relatados em recente publicagdo. O primeiro € codificador
do gene TSLP, o qual induz o desenvolvimento de células Th2 e ativa EOS e basofilos e o
segundo, do gene CAPNI 14, o qual é uma enzima proteolitica especifica do esdfago,
induzida pela IL (interleucina) -13 e envolvida na homeostase e reparo epitelial (O’SHEA et
al., 2018).

Estudo realizado em criangas por DeBrosse et al. (2006), observou que em condi¢des
habituais, o trato digestorio de individuos saudaveis, exceto o esdfago, € territorio para a
presenga habitual dessas células (DEBROSSE et al., 2006).

Os EOS representam 6% das células nucleadas da medula e, apesar de serem a
segunda subpopulacdo menos presente no contetido de sangue periférico, sdo importantes em
doencas inflamatorias locais e sistémicas, com papel reconhecido no controle de enfermidades
causadas por parasitas, virus e bactérias e¢ auxiliam a modulagdo da resposta imune e alérgica
em muitos 6rgaos (RAMIREZ et al., 2018; RADONJIC-HOSLI; SIMON, 2014.)

Os EOS exercem ainda fungbes como célula para apresentagdo de antigenos,
responsaveis por expressar as moléculas do complexo de histocompatibilidade e secretar as IL
2,4, 6,10, 12, as quais sdo capazes de ativar as células T (DAVIS; ROTHENBERG, 2013). E
um elemento potencial para produzir elementos como as IL 1, 3, 4, 5 e 13, fator de
crescimento tumoral beta (TGF- beta), fator de necrose tumoral alfa (TNF- alfa), proteina
inflamatéria de macrofagos (1 MPF-1) e a eotaxina-3, com multiplas implicagdes no processo
inflamatério e na resposta imunologica do individuo (ABONIA; ROTHENBERG, 2012).

A importancia do EOS no desenvolvimento da doenga com efeitos diretos no dano
tecidual, apos sua degranulacdo e liberagdo de proteinas citotoxicas ao tecido esofagico, como
a proteina bdsica principal, a peroxidase eosinofilica e a proteina cationica eosinofilica, ja foi
reportada por varios autores (ABONIA; ROTHENBERG, 2012; DAVIS, 2018).

A presenca do EOS ¢ o elemento-chave conceitualmente aceito para diagnostico e
marcador de atividade inflamatoria na EoE. Contudo, autores observaram, em modelos

animais geneticamente modificados, que a auséncia dessas células promoveu remissdo, mas
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ndo completa, dos achados da doenga, sugerindo uma doenca EoE-like que ndo
necessariamente dependa completamente do EOS (LUCENDO et al., 2017; DELLON et al.,,
2018a; RUBINSTEIN et al., 2011; MAVI et al., 2012).

Além dos EOS, a participacdo das citocinas na patogenia da EoE ¢ fundamental, mas
de forma particular, a IL-5 pelo seu papel na formacdo da célula (eosinofilopoiese), auxilio
para sua chegada a mucosa esofagica e por participar da remodelagdo do tecido. Apesar de
sua importancia, tentativas de tratamento da EoE com anticorpos anti-IL5 ndo apresentaram
resultados considerados satisfatorios (O’SHEA et al., 2018; STEIN et al., 2006).

Outra citocina relevante ¢ a eotaxina -3, cujos niveis sdo relacionados a quimiotaxia e
numero de EOS. Trabalho experimental de Blanchard e colaboradores (2006), com modelo
animal, identificou a eotaxina-3 como gene expressivo na EoE, ao passo que animais
eotaxina-3 negativos mostraram ser incapazes de expressar eosinofilia tecidual no es6fago
(BLANCHARD et al., 2006).

A participagdo de outras células, como mastdcitos, basofilos e células dentriticas,
também tem sido descrita como associada ao desenvolvimento do processo inflamatorio na
EoE (DAVIS, 2018).

Os mastocitos, habitualmente presentes na mucosa e submucosa do esdfago, podem
contribuir com resposta de hipersensibilidade e produgdo local de Ig E. Em um estudo in
vitro, essas células foram consideradas importantes para a contratilidade da musculatura lisa e
para a atividade da inervacdo vagal na regido estudada (ABONIA et al., 2010; ACEVES et
al., 2010).

Trabalhos recentes t€ém associado a EoE com a IgG, como observado em estudo de
caso controle de Rosenberg e outros autores (2018), no qual foi observado aumento dos niveis
de IgG4 em tecido de biopsia esofagica de pacientes pediatricos com EoE em relacdo a
controles. Os niveis da IgG4 estiveram relacionados ao aumento da eosinofilia e niveis
elevados das IL 4, 10 e 13, sugerindo que a IgG, provavelmente de produgdo local, estaria
relacionada & imunidade tipo 2 e na participacdo da producdo de citocinas regulatorias
(ROSENBERG, 2018).

Além da participagdo celular no processo inflamatorio da doenca, alguns autores
recentemente tém observado a crescente importancia da barreira epitelial e de suas proteinas
reguladoras na patogénese da EoE (SCHLEIMER; BERDNIKOVS, 2017, ROCHMAN;
AZOUZ; ROTHEMBERG, 2018).

O esdfago ¢ composto por epitélio escamoso estratificado, semelhante ao da pele,

porém na auséncia da camada coOrnea estd presente uma camada mucosa, com estrutura
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comprometida pelo processo inflamatério. Na EoE pode ocorrer hiperplasia da camada basal,
espongiose com espagos intercelulares dilatados e alteragdes de suas juncdes, além de
celularidade aumentada com predominio de EOS. Muitos desses achados sdo considerados
inespecificos (DENARDI; RIDELLI, 2012).

Segundo Blevins e outros autores (2018), a barreira epitelial esofagica apresenta trés
niveis de defesas: pré-epitelial, epitelial e pos-epitelial. A agua, a saliva deglutida, o
bicarbonato e o0 muco formam uma ténue barreira na camada pré-epitelial. A camada epitelial
apresenta um estrato corneo, e ¢ formada com participagdo de uma proteina chamada filagrina
(FLG), responsavel por condensar o citoesqueleto celular e gerar escamas protetivas
(BLEVINS et al., 2018).

Estruturalmente, o que os autores consideram mais importante para a integridade da
barreira ¢ a jungdo intercelular, a qual ¢ composta de um complexo de jungdo estreita ou
apertada, jungdes aderentes ¢ os desmossomos. O complexo de jungdes estreitas ¢ formado
por inimeras proteinas, como a claudina, a ocludina, a zonulina e moléculas de adesdo
juncional, as quais conectam as células, permitindo o transporte de ions e auxiliando na
arquitetura do epitélio (CHEN et al., 1997; BLEVINS et al., 2018).

Furuse e colaboradores (2002) observaram o papel crucial das claudinas na integridade
epitelial em estudo experimental com camundongos deficientes de claudina -1. Em periodo
inferior a 24 horas, os animais morreram, por perda de liquido transepidérmico, mesmo que a
estrutura estratificada do epitélio estivesse mantida com os queratindcitos (FURUSE et al.,
2002).

Outras proteinas envolvidas na integridade da barreira epitelial sdo as proteinas E-
caderina, caderina, zonula de oclusdo e ocludina, responsaveis pela estabilizagdo da estrutura
¢ sinalizagdo entre as células, polaridade celular, manutengdo da morfologia tecidual,
movimento ciliar, transporte de vesiculas, proliferacdo e diferencia¢do celular (LIU et al.,
2000; HARTSOCK; NELSON, 2008; LECKBAND; PRAKASAM, 2006; POKUTA; WEIS,
2007; GRUNWALD, 1993).

Além do papel imprescindivel das proteinas na integridade da barreira epitelial
esofagica, Hollwarth e colaboradores (1986), em modelo experimental com animais,
demonstraram a importancia da vascularizacdo adequada, a qual permite fluxo sanguineo ¢
promove trocas teciduais, como mecanismos de protecdo desse epitélio (HOLLWARTH et
al., 1986).

Os defeitos de barreira podem ser induzidos por agressdes ambientais, incluindo

proteases, lesdes quimicas ou traumas e por perda da fungdo de proteinas-chaves, as quais
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sendo responsaveis pelas jungdes epiteliais, respondem pela arquitetura do epitélio, pelo
controle de permeabilidade celular e prote¢do a sensibilizagdo (ABDULNOUR-NAKHOUL
et al., 2013).

A manutengdo da integridade e funcionalidade da barreira epitelial do eséfago ¢ um
processo complexo e dependente de inimeros fatores. A migrag@o celular ocorre de minutos
a horas e a replicagdo, pela dependéncia de mitose e sintese proteica, geralmente ¢ morosa.
Quando ocorre a perda no equilibrio protetivo, pode ocorrer dano & mucosa € um processo
inflamatdrio, como visto na EoE (DAVIS, 2018; BLEVINS et al., 2018).

Na EoE, o comprometimento de proteinas de barreira foi evidenciado por Katsza e
colaboradores (2014), os quais avaliaram pacientes com EoE em atividade, EoE tratados e
pacientes com DRGE, quanto ao grau de espacamento celular observado na analise
microscopica do esdfago, e na expressdo das proteinas juncionais estudadas por imuno-
histoquimica. Esses autores verificaram fraca expressao proteica das proteinas FLG, zona de
oclusdo e ocludina, associada a espongiose no grupo com doenga em atividade e ndo tratados
(KATZKA et al., 2014).

Avangos considerados promissores na investigagdo da atividade da EoE foram
realizados por alguns autores. A avaliagdo da estrutura epitelial, através de pesquisa de
anticorpos séricos (anti-NCI16A IgG4 e anti —DSG3 IgG4) contra desmossomas e
hemidesmossomas, organelas de adesdo presentes em queratinocitos, foi realizada por Dellon
e colaboradores (2018) com 24 pacientes com EoE. Observou-se nesse estudo, associac@o
destes anticorpos com a EoE ativa, com queda dos mesmos apds tratamento com
corticosteroides, sugerindo a possibilidade de novos marcadores para avaliacdo de danos da
barreira epitelial e atividade de doenca, que ndo somente o numero de EOS encontrados na
bidpsia esofagica (DELLON et al., 2018b).

A atividade inflamatoria multifatorial e persistente pode levar ao remodelamento
tecidual, com participag@o das IL 4 e 13, produzidas em abundancia em disturbios alérgicos e
com efeito pro-fibrotico (BLANCHARD et al., 2011).

Aceves (2011) considera evolucdo semelhante a asma, na qual antigenos promovem
inflamac@o e lesdo epitelial, produgdo de citocinas, remodelamento e fibrose e, em alguns
fenotipos, mesmo independente da inflamacdo, o resultado final seria a perda da
funcionalidade do 6rgdo (ACEVES, 2011).

O entendimento da patogenia da EoE ¢ fundamental para compreender a natureza

complexa e multifatorial dessa doenca, a qual envolve predisposicdo genética, alérgenos
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(alimentares e inalantes), a microbiota do individuo, e a integridade das proteinas da barreira

epitelial, todos, participes no processo inflamatorio e na evolucao dessa doenca.

2.5 Diagnéstico

O diagnodstico da EoE ¢é clinico-patolégico, com quadro de disfuncdo esofagica
associado a achados endoscopicos ¢ histologicos (LUCENDO et al., 2017; DELLON et al.,
2018a).

2.5.1 Aspectos clinicos

Alguns autores consideram a EoE, a mesma doenga em adultos e criangas, mas com
relacdo a sintomatologia apresentada ha diferencas (STRAUMANN et al., 2012; LUCENDO
et al., 2017; DELLON et al., 2018a).

Criangas mais velhas e adultos apresentam mais frequentemente disfagia ou
dificuldade de degluti¢do, impactagao, particularmente com alimentos sélidos e, em algumas
situacdes dor toracica ndo cardioldgica. Esse sintomas, podem estar associados ao progresso
da doenca e remodelamento tecidual (LUCENDO et al., 2017; ACEVES, 2011). Kahn ¢
colaboradores (2015) publicaram uma série de casos de pacientes adultos com diagnostico de
EoE, com dor toracica induzida pelo exercicio, sendo dois deles somente com essa
manifestacao clinica (KAHN et al., 2015).

Okimoto e colaboradores (2018), em um estudo prospectivo no qual avaliou 100
pacientes adultos os quais, apresentavam sintomas da DRGE, e eram refratarios ao
tratamento. Esse estudo utilizou a técnica de imuno-histoquimica para avaliar juncdes
epiteliais e encontrou 9,7% de prevaléncia de EoE, independente do achado endoscodpico,
sinalizando que sintomas de regurgitacdo e epigastralgia relatados na DRGE podem ser
observados na EoE (OKIMOTO et al., 2018).

Criangas menores apresentam habitualmente sintomas sugestivos da DRGE como
vOmitos, nauseas, engasgos, dor abdominal, recusa alimentar ¢ faléncia no ganho de peso
(LUCENDO et al., 2017; DELLON et al., 2018a).

Liacouras e outros autores (2005), inicialmente avaliando 381 criangas com
diagnostico de EoE, observaram sintomatologia de DRGE em 312 delas (81,2%).
Posteriormente 0 mesmo autor ¢ seus colaboradores observaram que 5 a 10% dos pacientes

pediatricos ndo respondedores ao tratamento da DRGE apresentavam EoE (LIACOURAS et
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al., 2014).

Sintomas ndo relacionados ao trato digestorio ja haviam sido relatados por Orestein e
colaboradores (2000), os quais avaliaram 30 pacientes (criangas e jovens) e observaram
presenca de sintomas respiratorios em 60% deles, dos quais, 24% eram asmaticos,
questionando a possibilidade da sintomatologia observada, ser parte do perfil atopico desses
pacientes (ORESTEIN et al., 2000).

Outro estudo em criangas observou que 21,9% daquelas com EoE  foram
acompanhadas por médicos otorrinolaringologistas, e apresentavam disfuncdo da tuba
auditiva (27,5%), distarbios respiratorios do sono (24,9%), disfagia (12%), rinosinusite ¢
congestao nasal (9,3%), além de estridor de vias areas (5,2%) (OTTESON et al., 2012).
Estudo de revisdo recente, realizado por Rubinstein e Rose (2018), cita publicacdes com
diferentes metodologias que encontram diagnodstico de EoE em pacientes com sintomas
otorrinolaringolégicos e respiratorios, variando de 3,7 a 10% (RUBINSTEIN; ROSE, 2018).

Uma escala para avaliagdo de sintomas digestivos, publicada inicialmente na lingua
inglesa e posteriormente com tradugdo adaptada para lingua portuguesa, foi sugerida como
instrumento para quantificagdo objetiva dos sintomas percebidos pelos pais e pelas criangas
com EoE no intuito de auxiliar o diagnostico nesses pacientes (FRANCIOSI et al., 2011;
SANTOS et al., 2018).

A sintomatologia pode ser inespecifica e marcada pela pluralidade de manifestagdes,
inclusive extradigestivas, ndo sendo aceito consensualmente, que os sintomas, quando
isolados, seriam suficientes para o diagndstico da EoE (LUCENDO et al., 2017; DELLON et
al., 2018a).

2.5.2 Aspectos endoscopicos

Para diagnostico de EoE, torna-se necessario e imprescindivel um exame de EDA com
realizagdo de bidpsias do esdfago e de outros segmentos do trato digestorio (LUCENDO et
al., 2017).

Inimeras publicagdes sobre os achados endoscopicos tém sido realizadas, desde os
primeiros relatos por Straumann e colaboradores (1994), que observaram em 10 pacientes
disfagicos uma secregdo esofagica brancacenta semelhante a infeccdo flngica
(STRAUMANN et al., 1994). O estabelecimento de uma escala de referéncia endoscopica
(EREF), a qual possibilite gerar um valor objetivo que auxilie a acuracia do diagndstico foi

realizado, mas ainda aguarda valida¢do para a populagdo pediatrica (HIRANO et al., 2013).
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Os achados endoscopicos habitualmente observados e relatados sdo edema com
apagamento dos vasos da mucosa esofagica, conferindo aspecto de palidez a mesma, estrias
ou linhas verticais e longitudinais ao 6rgdo, exsudato com placas brancacentas aderidas a
mucosa ¢ anéis que podem ser transitorios ou fixos, a semelhanga de uma traqueia, gerando
desde aparéncia circular na avaliagdo da mucosa esofagica a situagdes que ndo permitam a
progressao do aparelho de EDA (HIRANO et al., 2013).

Apesar de serem varios os achados endoscopicos na EoE, nenhum ¢ considerado
patognomonico, pois podem ser encontrados em outras desordens esofagicas (LIACOURAS;
SPERGEL; GOBER, 2011). A mucosa aparentemente normal no exame endoscopico pode ser
encontrada em pacientes com EoE, o que torna a bidpsia imprescindivel (CROESSE et al.,
2003).

Kim e outros autores (2012), posteriormente em um estudo de meta-analise com 4678
pacientes e 2742 controles, em uma centena de artigos avaliados, observaram que pacientes
com EDA normal apresentaram EoE em 17% dos casos nos estudos, os quais foram
realizados retrospectivamente e em 7% deles, quando a metodologia utilizada era a analise
prospectiva (KIM et al., 2012).

A EDA, realizada nos pacientes com EoE, ainda pode ser util na avaliagdo dos
possiveis fenotipos da doenga (estenodtico ou inflamatorio) e para realizar as bidpsias

esofagicas, critério-chave para o diagnostico (SINGLA et al., 2015; DELLON et al., 2018a).

2.5.3 Aspectos histopatologicos

A avaliacdo histologica ¢ fundamental para o diagndstico de EoE, e as recomendacdes
atuais sdo para coleta de pelo menos seis fragmentos em localizagdes distintas na mucosa
esofagica, habitualmente distal e proximal, particularmente pelo acometimento tecidual ndo
ser continuo (LIACOURAS et al., 2011; DELLON et al., 2018a). Dellon ¢ colaboradores
(2012) observaram varia¢do na avaliagdo histologica em um mesmo paciente dependendo da
localizagdo da amostra tecidual obtida, o que sinaliza a necessidade de um numero maior de
fragmentos de biopsia para aumentar a acuracia do exame (DELLON; SPECK;
WOODEARD, 2012).

A contagem das células de EOS ¢ o critério maior consensualmente estabelecido para
o diagndstico da EoE, desde o primeiro consenso realizado sobre essa doenga, e a densidade
minima estabelecida ¢ de 15 EOS/CGA (FURUTA et al., 2007, LUCENDO et al., 2017;
DELLON et al., 2018a).
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Anteriormente ao reconhecimento da EoE como entidade clinica e histopatologica, a
presenca de EOS na avaliagdo tecidual era atribuida a DRGE, sendo interessante a percepg¢ao
que estas duas entidades podem coexistir (LUCENDO et al., 2017). Em uma avaliacdo de
amostras de bidpsias de pacientes com EoE e DRGE, Mueller e outros autores (2008),
analisando a densidade eosinofilica ¢ a expressao de proteinas resultantes da degranulacdo dos
EOS, concluiram que o diagndstico histopatologico poderia se basear na densidade dessas
cé¢lulas (MUELLER et al., 2008).

Outros achados histologicos sdo considerados importantes marcadores de dano
epitelial e processo inflamatorio. A presenca de microabcessos ou acumulo de EOS, a
hiperplasia da camada basal, o alongamento das papilas (extensdes digitiformes da lamina
propria), o aumento do espaco entre as células ou espongiose e a fibrose da ldmina propria sdo
observados na avaliagcdo microscopica desses pacientes (LUCENDO et al., 2017).

A hiperplasia de células da camada basal ndo ¢ um achado exclusivo da EoE, podendo
ser encontrada em outras doengas que acometem o esdfago como a DRGE. Na EoE ¢ um
achado mais expressivo e pode ser um sinal do remodelamento tecidual (STEINER;
KERNEK; FITZGERALD, 2006; ACEVES, 2014).

Outra descoberta importante que sinaliza o comprometimento da barreira epitelial ¢ a
espongiose, que consiste na dilatagdo ou aumento dos espagos entre as células, sendo uma
caracteristica do processo inflamatorio. A espongiose pode levar a aumento da
permeabilidade, o que facilitaria a penetracdo de antigenos, considerado evento precoce na
patogénese da doenca (DAVIS, 2018).

Alguns autores, avaliando por impedancia de fluxo a mucosa de pacientes com EoE,
observaram correlagdo positiva entre o aumento do fluxo e o aumento dos espagos
intercelulares e a contagem de EOS, sinalizando acometimento de barreira epitelial
(KATZKA et al., 2015).

Atualmente para adequada avaliacdo histologica desses pacientes, considera-se a
pluralidade dos achados relatados, e alguns trabalhos ja observam a importancia da analise em
nivel molecular, com o estudo pormenorizado da alteragdo na expressdo das proteinas, as
quais sdo componentes do epitélio esofagico. Essas alteragdes sinalizariam o
comprometimento de barreira epitelial e a atividade inflamatdria da doenca (DAVIS, 2018;

BLEVINS et al., 2018).
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2.6 Tratamento

2.6.1 Tratamento Farmacoldgico

2.6.1.1 Inibidor de bomba de protons (IBP)

Inicialmente o IBP era utilizado como critério diagndstico, auxiliando a diferenciacao
entre a EoE ¢ a DRGE. Evolutivamente, no periodo compreendido entre 2011 ¢ 2013, foi
considerado critério para diferenciar a EoE da eosinofilia esofagica responsiva a IBP, com
posterior percepgao de que se tratava da mesma doenca (LIACOURAS; SPERGEL; GOBER,
2011; LUCENDO et al., 2017; DELLON et al., 2013; DELLON et al., 2018a).

Alguns autores, avaliando 326 pacientes em um periodo de sete anos com presenga de
eosinofilia em densidade superior a 15 EOS/CGA, observaram melhora histologica em torno
de 40% com a utilizagdo de IBP (DRANOVE et al., 2009). Uma avaliagdo prospectiva em
adultos, observou remissdo da doenca em 50%, e trabalhos com analise do transcriptoma,
revelaram um grupo geneticamente propenso a responder a essa medicacdo (MOLINA-
INFANTE et al., 2016; SHODA et al., 2017).

Um estudo de meta-analise, avaliando a eficacia do IBP na remissdo de sintomas e da
eosinofilia histologica, compilando 33 estudos e 619 pacientes, independente do tipo de IBP
utilizado, observou melhora da sintomatologia em 60,8% dos casos ¢ histologica em 50,5%
dos pacientes analisados. A orientagdo atual para os pacientes pediatricos ¢ uma dose de 1-
2mg/Kg/dia, preferencialmente administrada em duas vezes ao dia (LUCENDO; MOLINA-
INFANTE, 2016; MOLINA-INFANTE; LUCENDO, 2017).

Atualmente a EoE e a DRGE néo sdo considerados patologias independentes, podendo
coexistir simultaneamente em um mesmo paciente. Os IBPs ndo seriam utilizados para
diferenciar essas doencgas, mas poderiam ser uma estratégia no tratamento da EoE, por regular
negativamente a resposta Th2 e bloquear a expressdo da eotaxina-3 atuando como droga anti-
inflamatéria, além de diminuir a exposi¢do acida deletéria @ mucosa observada na DRGE
(MOLINA-INFANTE et al., 2016; LUCENDO et al., 2017).

A recrudescéncia dos sintomas e das alteracdes histologicas sdo observadas com a
retirada da medicagdo, e estratégias terapéuticas em longo prazo ainda necessitam ser
definidas (LUCENDO et al., 2017). Estudo prospectivo realizado em periodo observacional
de 12 meses encontrou manutencdo de remissdo clinica e controle das altera¢des teciduais em

tratamento de manutengdo com doses mais baixas (GUTIERREZ-JUNQUEIRA et al., 2016).
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2.6.1.2 Corticosteroides

Os corticoides sist€émicos sdo efetivos, mas pela possibilidade de efeitos colaterais
observados nos pacientes que utilizam essas medicagdes em longo prazo, sdo reservados para
casos mais severos (LUCENDO et al., 2017).

A utilizacdo de corticosteroides, particularmente as apresentagdes para uso inalados,
mas deglutidos, para o tratamento da EoE, tem sido estabelecida desde os primeiros
consensos. Essa medicacdo ¢ considerada no manejo da doencga, para indugdo da remissao
histologica e dos sintomas em pacientes adultos e pediatricos. As opgdes sdo a fluticasona ¢ a
budesonida na forma viscosa, com doses respectivamente de 880-1760mcg/dia e 1-2mg/dia
(FURUTA et al., 2007; DELLON et al., 2018a).

Um estudo prospectivo, duplo cego, placebo controlado em pacientes adultos com
EoE, comparando a eficiéncia da fluticasona inalada deglutida com o IBP, observou respostas
similares entre os dois grupos na remissao histoldgica, com resposta clinica superior ao IBP
no grupo com DRGE associado (MOAWAD et al., 2013a). Trabalho de revisdo sistematica ¢
meta-analise com ensaios clinicos controlados com placebo, com 174 pacientes de cinco
estudos, observou remissdo histologica completa significativa (OR:20,81) no grupo com
corticoide deglutido em relacdo ao placebo, mas sem impacto similar na sintomatologia
(MURALI et al., 2016).

Outro estudo prospectivo com 54 criangas em uso de fluticasona deglutida por 20,4
meses mostrou melhora clinica e histologica em 83% dos pacientes assistidos, porém
observou no segundo ano de acompanhamento e em tratamento uma queda para 59%, mesmo
quando esses pacientes permaneciam assintomaticos. Trés casos de fungemia foram relatados,
e nenhum impacto no crescimento foi observado nesse grupo (ANDREAE et al., 2016).

A EoFE é uma doenga de natureza cronica, sendo necessaria a utilizagao de medicagdes
em longo prazo. Estudos prospectivos e observacionais mostraram eficacia no tratamento e
bom perfil de seguranca para o uso dessas medicagdes em tempo prolongado (GREUTER et
al., 2018).

2.6.1.3 Outras medicagoes

O uso do cromoglicato de so6dio e anti-histaminicos ndo mostrou melhora clinica ou

histologica. O antagonista do receptor de leucotrienos (montelukast), ndo foi superior aos
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corticosteroides na manutencdo da remissdo histologica (SCHOEPFER; STRAUMANN,
2018).

Um estudo randomizado, duplo-cego, placebo controlado em 26 pacientes adultos
refratarios ou dependentes do tratamento com corticoides, foi realizado para avaliar a eficacia
do antagonista do receptor da prostaglandina (OC000459), apresentando significativa reducdo
da eosinofilia esofagica e melhora da sintomatologia (STRAUMANN et al., 2013).

Drogas biologicas t€ém sido estudadas por diversos autores. Anticorpos anti-IL 5
(mepolizumab e reslizumab), anti-IL 13 (QAX576) e anticorpo anti-IgE (omalizumab)
mostraram melhora da infiltracdo eosinofilica sem remissdo completa e ndo apresentaram
impacto positivo significativo na melhora dos sintomas. Anti TNF-alfa foi avaliado em um
numero pequeno de pacientes, sem melhora de sintomas e achados histologicos
(SCHOEPFER; STRAUMANN, 2018).

O bloqueador do receptor de angiotensina II (Losartan), medicacdo anti-hipertensiva
que reduz o TGF-beta, atualmente em estudo de fase II, tem sido descrito como possibilidade

de terapia para os pacientes com EoE (PESEK; GUPTA, 2018).

2.6.1.4 Tratamento dietético

As primeiras observagdes sobre o potencial do manejo dietético para tratamento da
EoE foram avaliadas em trabalho realizado por Kelly e colaboradores (1995). Esses autores
acompanharam dez criangas com DRGE refrataria ao tratamento clinico e cirurgico, com
infiltrado eosinofilico percebido na analise histoldgica, as quais evoluiram com melhora em
todos os parametros avaliados apds receberam formula de aminoacidos (KELLY et al., 1995).

Apbs o reconhecimento da EoE como entidade clinica patologica, os consensos
observam que o tratamento dietético ¢ efetivo no manejo desses pacientes, com taxas de
remissao em uso de formulas de aminoacidos em torno de 90%, sendo inegavel a relagdo
dessa doenca com sensibilidade e alergia a proteinas alimentares (FURUTA et al., 2007;
LIACOURAS; SPERGEL; GOBER, 2011; LUCENDO et al., 2017; DELLON et al., 2018a).

A desvantagem observada ¢ a pobre adesdo a sua utilizacdo pelo sabor impalatavel,
necessidade de vias alternativas (sonda nasogastrica) para utiliza-las, custo e a percepgdo do
retorno da sintomatologia e do processo inflamatdrio esofagico com a interrupgao do seu uso
(PETERSON et al., 2013; LUCENDO et al., 2017).

Outra possibilidade a formula de aminodcidos ¢ a dieta com retirada empirica de

grandes grupos proteicos (dieta séxtupla), na qual a retirada de leite, ovo, soja, trigo,



30

amendoim, peixe ¢ frutos do mar alcancou melhora clinica e histologica em 74%
(KAGALWALLA et al., 2006). Posteriormente, a avaliagdo de estudos com retirada de cinco,
quatro e trés grupos proteicos, alcangou melhora clinica e da infiltracdo eosinofilica esofagica
em74%, 50% e 40% respectivamente (LUCENDO et al., 2017).

A utilizagdo de testes de sensibilizacdo alergénica imediata e tardia para nortear a
exclusdo de grupos alimentares como tratamento para esses pacientes foi realizada por
Spergel e colaboradores (2002) em 26 pacientes pediatricos. Dos pacientes avaliados, 69,2%
apresentaram melhora da sintomatologia e 50%, melhora histologica. O leite ¢ o ovo foram os
alimentos creditados como mais alergénicos (SPERGEL et al., 2002). Pela falta de
padronizacdo na realizagdo dos testes e sua baixa acuracia, atualmente ndo sdo rotineiramente
utilizados (LUCENDO et al, 2017).

Em trabalho realizado no Brasil, com utilizagdo de testes de sensibilidade em 35
pacientes pediatricos com EoE, foi observado sensibilizagdo para alimentos em 45,7% dos
pacientes avaliados, sendo o leite de vaca o mais frequente. Foi expressiva a sensibilizago
desses pacientes para inalantes (REZENDE et al., 2014).

A dieta de exclusdo ¢ uma alternativa para o tratamento da EoE, ¢ uma equipe
interdisciplinar para assisténcia ao paciente ¢ imprescindivel. Segundo alguns autores, a
retirada das proteinas da alimentagdo do paciente poderia evitar o remodelamento tecidual
nessa doenca (LUCENDO et al; 2017). Fatores estressores em criangas ¢ familiares
relacionados ao preparo do alimento, risco de exposi¢do a alérgenos e custos estdo atualmente

sendo estudados (CASE et al., 2017).

2.6.1.5 Dilatacdo por endoscopia

O procedimento endoscopico € fundamental para diagndstico, mas pode ser utilizado
para tratamento na EoE. Dilatacdes em pacientes que apresentaram estenoses esofagicas
mostraram ser efetivas. Estudo de meta-analise realizado por Moawad e colaboradores
(2013b), avaliando eficacia e seguranca desse procedimento em 860 pacientes submetidos a
992 dilatagdes, observou trés casos de perfuracdo e uma hemorragia, perfazendo um risco de
complicagdes menor que 1% (MOAWAD et al, 2013b). Outros autores apresentaram
resultados semelhantes em recente publicagdo avaliando 1000 pacientes adultos e criangas
com EoE, os quais apresentaram baixas taxas de complicacdo pods-dilatagdo e, felizmente,

nenhum o6bito. Foi frequente o relato de dor toracica pos-procedimento (RICHTER, 2018).



31

2.7. Complicacdes e progndstico

A consequéncia mais severa ¢ a formacdo de fibrose com estenose da luz esofagica,
dismotilidade e disfagia (LIACOURAS; SPERGEL; GOBER, 2011). Estudos sobre
remodelamento epitelial com fibrose observam, como em outras doencas atdpicas,
especialmente em criangas, uma “janela de oportunidade” para controle do processo
inflamatorio epitelial e subepitelial, na qual a instituigdo do tratamento adequado poderia
evitar ou reverter a evolugdo da doenca (ACEVES, 2011).

O prognostico, apesar de ndo haver relato de malignizagdo até o momento, ainda ndo
esta claro. Os sintomas ¢ a piora histoldgica tendem a recorrer com interrup¢ao do tratamento,
gerando impacto na qualidade de vida desses pacientes e de seus familiares (FRANCIOSI et

al., 2012; STRAUMANN et al., 2003).

2.8. Consideracoes finais

A EoE ¢ uma doenca cronica, de diagndstico recente ¢ manejo complexo. A historia
natural, a possivel reversibilidade ou a evolugdo com remodelamento epitelial, as
consequéncias clinicas em longo prazo, bem como a efetividade do tratamento com seus
potenciais efeitos colaterais, ainda apresentam lacunas no conhecimento médico e cientifico.

Atualmente, esfor¢os para melhor entendimento da patogenia, com foco no papel do
microbioma, do ambiente ¢ do comprometimento da barreira epitelial esofagica e sua relagdo
com a sensibilizacdo a alimentos e inalantes, tém sido uma constante em varios paises e sdo
necessarios para compreender essa doenga desafiadora, mitigar as complicagdes futuras e

melhorar a qualidade de vida desses pacientes.

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o comprometimento da barreira epitelial em fragmentos de mucosa esofagica

de pacientes pediatricos e adolescentes com EoE em acompanhamento no Ambulatério de

Alergia Alimentar da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).
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3.2 Especificos

a. Descrever os achados histopatologicos encontrados nas bidpsias esofagicas de
pacientes pediatricos e adolescentes com diagnostico de EoE submetidos ao exame de EDA.
b. Avaliar o nimero de EOS encontrados nas bidpsias esofagicas de pacientes pediatricos
e adolescentes com diagnostico de EoE submetidos ao exame de EDA.

C. Avaliar a expressdo da E-caderina nos fragmentos das bidpsias esofagicas realizadas
comparadas com os controles.

d. Avaliar a expressdo da Filagrina nos fragmentos das bidpsias esofagicas realizadas
comparadas com os controles.

e. Correlacionar a expressdo da E-caderina e Filagrina com os achados epidemioldgicos,

endoscopicos ¢ histologicos dos pacientes avaliados.
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4.1 Resumo

Objetivo: Analisar a expressao da E-caderina como marcador de comprometimento de
barreira em pacientes pedidtricos com Esofagite Eosinofilica (EoE). Métodos: As biopsias de
24 pacientes pediatricos e adolescentes brasileiros com diagndstico consensualmente
estabelecido de EoE foram analisadas e comparadas com 17 pacientes controle com sintomas
gastrointestinais ¢ que necessitavam de uma endoscopia digestiva alta (EDA). Dados relativos
a idade, ao sexo, ao tempo de doenca, a sintomatologia, aos aspectos endoscopicos e
histologicos, além dos tratamentos realizados, foram obtidos de registros médicos e
analisados. Imuno-histoquimica com o anticorpo mononoclonal de coelho anti E-caderina
(clone EP700Y, Cell Marque, USA) foi realizada e a expressdo da proteina no epitélio dos
pacientes com EoE e controles foi avaliada por patologista treinado. O nivel de significancia
realizado para todas as andlises foi de p<0,05. Resultados: 62,5% dos pacientes com EoE
eram do sexo masculino, com idade de 10,8 anos (+- 11,6meses) ¢ 45,8% apresentaram
alergia alimentar (AA), ndo sendo observada em nenhum paciente do grupo controle. O
numero de eosindfilos encontrados no epitélio esofagico foi significativamente maior no
grupo com EoE. A E-caderina foi alterada, com redugdo na sua expressao em 11(54,1%) dos
pacientes com EoE e em 1 (5,8%) dos controles (p<0,05). Nos pacientes com EoE ndo houve
ndo houve diferenga estatistica (p<0,05) com relacdo aos sintomas, achados endoscdpicos,
histologicos (exceto o nimero de eosinodfilos), idade de inicio dos sintomas, tempo entre o
inicio dos sintomas e o diagnostico da doenca e ao tempo de doenga até realizagdo da imuno-
histoquimica. Nos pacientes com EoE e E-caderina alterada, 8 (61,5%) estavam em
tratamento com dieta de exclusdo. Conclusdo: Os pacientes com EoE desse estudo
apresentaram significativa subexpressdo da E-caderina na andlise imuno-histoquimica em
relagdo aos controles, sinalizando o comprometimento da barreira esofagica nessa doenga.
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4.2 Introducao

Os defeitos de barreira nas doengas alérgicas podem ser induzidos por perdas, ou
defeitos em proteinas chaves das jungOes epiteliais, ruptura por agressdes ambientais,
incluindo proteases, lesdes quimicas ou traumas [1].

Dentre as proteinas importantes que compdem a barreira, temos a E-caderina, que ¢
parte de uma familia de glicoproteinas de membrana, expressa em todos os tipos de células
epiteliais, codificada pelo gene localizado no cromossomo 16 (16q22) [2,3,4]. E composta de
dominio extracelular que forma aderéncias homotipicas, dependentes de calcio, auxiliando a
adesdo intercelular e a sinalizacdo celular em conjunto com as proteinas cateninas
citoplasmaticas. Esse complexo ¢ importante para a polaridade celular e manutencdo da
morfologia tecidual e diferenciagdo celular normal [4,5].

O dominio citoplasmatico da E-caderina ¢ ligado as proteinas ancoras p120 catenina,
b-catenina e a-catenina, que formam uma interface com o microtubulo citoesqueleto de rede
de actina, auxiliando ndo somente a forma, mas o movimento ciliar, o transporte de vesiculas,
a proliferagdo e diferenciagdo celular [6].

A E-caderina ¢ parte das jungdes epiteliais intercelulares que formam um adesivo
estrutural da barreira mucosa, separando o tecido subjacente do ambiente e permitindo a
comunica¢do entre as células e o transporte iOnico transcelular [2,5,6]. Em céanceres
indiferenciados, a reducdo da expressdo dessa proteina estd associada a maior poder invasivo
¢ metastase de tumores [7,8].

Atualmente a E-caderina tem sido estudada nas doengas alérgicas e parece contribuir
na modulacdo da resposta imune. O estudo dessa proteina em pacientes com asma ¢ rinite
alérgica demonstrou uma redugdo na expressdo dos epitélios pulmonar e nasal [9,10,11].
Outra doenga atualmente emergente, associada a quadros atdpicos e comprometimento nas
jungoes epiteliais semelhantes a outras doengas Th2 ¢ a Esofagite Eosinofilica (EoE) [1,12].

A EoE ¢ uma doenca imunomediada cronica do esofago, caracterizada por um
processo inflamatorio, predominantemente por eosindfilos e sintomas de disfungdo do 6rgao,
considerada atualmente uma das principais causas de disfagia e impactagdo de alimentos em

criangas e adultos [13,14].
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Anteriormente considerada doenga rara, atualmente apresenta incidéncia agrupada
estimada em alguns estudos de 3,7 casos/100.000 habitantes e prevaléncia 1,22 casos/10.000
habitantes, com exponencial aumento observado em varias regidoes do mundo ¢ impacto na
qualidade de vida de muitos pacientes, despertando interesse de grande parte da comunidade
cientifica [15,16,17].

Considerando a barreira como importante aspecto na formagdo do processo
inflamatério da EoE, esse estudo tem por objetivo analisar a expressdo da E-caderina como
marcador de comprometimento dessa barreira em pacientes pediatricos e adolescentes com

essa doenga.

4.3 Material e Métodos

Consideracoes éticas

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU) (CEP/UFU numero: 37330414.3.0000.5152). Os
responsaveis legais pelos participantes e os participantes adolescentes assinaram Termo de

Consentimento e/ou Assentimento Livre Esclarecido.

Populacio do Estudo

Os pacientes com EoE e outras patologias gastrointestinais, acompanhados nos
Ambulatorios de Alergia Alimentar e de Gastroenterologia Infantil do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia (Brasil), com indicacdo de endoscopia digestiva alta
(EDA), com idades entre 0 e 18 anos, foram convidados a participar do estudo no periodo de
junho de 2015 a junho de 2018. Vinte e quatro pacientes com EoE e 17 pacientes com outras
doengas gastrointestinais tais como gastrite ¢ doenca do refluxo gastro-esofagico foram
incluidos no estudo. Os dados relativos ao sexo, idade, sintomatologia, atopia e tipos de
tratamento foram coletados por meio do prontudrio médico do paciente. Todos os pacientes

com EoE desse estudo estavam em tratamento (medicamentoso e/ou dietético).

Endoscopia digestiva alta
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Os exames endoscopicos foram realizados no setor de Endoscopia da mesma unidade,
sob sedacdo anestésica, por dois endoscopistas pediatricos experientes, utilizando os
aparelhos Olympus XP-150, XP-140 e GIF-XP 160, de acordo com o tamanho da crianca.
Foram coletados trés fragmentos de mucosa esofagica em es6fago médio e trés em esofago
inferior, estomago ¢ duodeno para realizacdo do anatomo-patologico. As alteracdes

observadas na EDA foram encaminhadas para o registro médico do paciente.

Analise histolégica

Os fragmentos retirados durante a EDA foram conservados em formalina tamponada a
10% e incluidos em parafina, seccionados em fatias de trés micrometros (um) de espessura,
corados pela hematoxilina e eosina e analisados em microscopio optico (Olympus BX 41)
com aumento de 400 vezes por patologista treinado para determinar: presenca e quantidade de
eosinofilos, presenca e alongamento das papilas dérmicas, presenca e intensidade de

hiperplasia da camada basal, espongiose e presenga de microabscessos de eosinofilos.

Analise Imuno-histoquimica

Secgdes dos espécimes de biodpsia incluidos em parafina, com espessura aproximada
de 3 pm, foram colocadas sobre laminas histologicas tratadas com  3-
Aminopropyltriethoxysilane (SIGMA, Chemical Co., USA); desparafinizadas em xilol (2
banhos de 20 minutos cada), hidratadas em concentragdes decrescentes de etanol, lavadas em
agua corrente (10 minutos) e submetidas a resgate antigénico pelo calor, com a utilizagdo do
tampao EDTA (0,3722 g de EDTA para 1000 ml de tampao, pH 8,03) e aquecidas em forno
de Microondas, alta poténcia, (3 ciclos de 5 minutos). A seguir foram resfriadas por 20
minutos, lavadas em agua corrente e foi bloqueada a atividade da peroxidase enddgena com
agua oxigenada 10 volumes (4 banhos de 3 minutos). Apoés lavadas em agua corrente e
imersas em PBS (Tampao fosfato salina) ph 7.4, foram incubadas por 18 horas a 5°C com o
anticorpo mononoclonal de coelho anti E-caderina (clone EP700Y, Cell Marque, USA),
seguida pela incubagdo por 30 minutos em polimero detector com peroxidase (HiDef HRP-
coelho/camundongo 954D-32, Cell Marque, USA).

A coloragdo foi desenvolvida por incubagdo com a solucdo reveladora substrato-
cromogena 3,3’-diaminobenzidina em PBS ph 7.4, durante 5 minutos, seguida por

contracoloragdo com hematoxilina de Harris (1 a 2 minutos). As laminas foram desidratadas
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em solugdes crescentes de etanol, diafanizadas em xilol e montadas com laminulas e goma de
Damar. Os controles positivos foram obtidos de sec¢des teciduais que sabidamente
expressassem os antigenos pesquisados. Considerou-se expressdo presente quando a
coloragdo era detectada em toda a espessura do epitélio mucoso e subexpressao quando havia

areas de colorag@o negativa nos dois ter¢os superiores da mucosa.

Analise estatistica

O teste Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para analisar a normalidade da
distribuicdo das variaveis. Para as varidveis categoricas, foram utilizados o teste de Qui-
quadrado e o Teste Exato de Fisher, quando a frequéncia foi menor que cinco. Para anadlise da
mediana da idade, foi utilizado o teste de t de Student ndo pareado para determinar diferenca
estatistica entre o grupo que apresenta EoE e o grupo controle. Para as varidveis numéricas,
foi utilizado o teste de Mann-Whitney. O nivel de significincia para todas as analises foi de
p<0,05. As analises foram realizadas usando os programas GraphPadPrism 7.0a (La Jolla,
California, USA) e SPSS Statistics 24 (Armonk, NY, USA).

4.4 Resultados

A tabela 1 demonstra os dados socio demograficos dos pacientes com EoE e os
controles, além da presenga ou ndo de expressdo da E-caderina. Nao foi observada diferenca
estatistica na idade e no sexo dos pacientes estudados. A presenca de AA foi
significativamente mais elevada nos pacientes com EoE em relacdo aos controles, mas nio
houve diferengas para as demais doengas atopicas (asma, rinite alérgica e dermatite atdpica).
Como esperado, s6 houve o encontro de eosindfilos no grupo com EoE. A E-caderina esteve

significativamente alterada nos pacientes com EoE em relag@o aos pacientes controle.

Tabela 1 - Dados epidemiologicos, nimero de eosindfilos e expressao da E-caderina nos
pacientes com EoE e controles

EoE Nao EoE p
n=24 n=17
Idade (anos) * 10,8 £ 0,1 8,6£0,1 0.1166

média + DP

Género °
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Masculino 15 (62,5%) 10 (58,8%) 0,2159
(%)
Asma ° (%) 9 (37,5%) 2 (11,7%) 0,0855
Rinite * (%) 13 (54,1%) 14 (82,3%) 0,3211
Dermatite Atopica® (%) 5 (20,8%) 0 (0,0%) 0,0650
Alergia Alimentar ° (%) 11 (45,8%) 0 (0,0%) 0,0009 *
Numero de eosinofilos 41.5 (33.0-70.3) 0 (0.1-1.7) <0.0001 *
mediana (IC)
E-caderina alterada ° (%) 13 (54,1%) 1 (5,8%) 0.0020 *

a- Teste t, b- Teste Exato de Fisher, c- Mann-Whitney, * p<0,05, DP- desvio padrio, IC

intervalo de confianga

Dados epidemioldgicos de sintomas, achados endoscopicos e histolégicos

Analisando apenas os pacientes com EoE, 11 (45,8%) apresentaram coloragdo compativel
com E-caderina de distribui¢do normal, enquanto 13 (54,2%) demonstraram diminui¢do da
coloracdo indicando redugdo na expressdo dessa proteina. Nao houve, diferenga estatistica
entre esses grupos de pacientes com EoE com relagdo a presenca ou ao tipo de sintoma

apresentado, como observado na Tabela 2.

Tabela 2 — Expressdo da E-caderina e sintomas observados nos pacientes com EoE

E-caderina normal  E-caderina alterada P
n=11 n=13

Sintomaticos (%) 5 (45,4%) 10 (76,9%) 0,2060
Assintomaticos (%) 6 (54,5%) 3(23,0%)

Disfagia (%) 1 (9,0%) 5(38,4%) 0,1660
Vomitos (%) 0 (0,0%) 2 (15,3%) 0,4819
Dor abdominal (%) 1 (9,0%) 3(23,0%) 0,5963
Impactagao (%) 3(27,2%) 0 (0,0%) 0,0815

Teste exato de Fisher (p<0,05)
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Os achados endoscopicos entre os grupos EoE e controle apresentaram diferengas em
praticamente todos os pardmetros analisados (dados ndo demonstrados). A analise dos
pacientes com EoE que possuiam E-caderina normal e E-caderina alterada também ndo

demonstraram alterag@o significativa, conforme dados da tabela 3.

Tabela 3 — Expressdo da E-caderina e achados endoscopicos nos pacientes com EoE

Achados E-caderina normal E-caderina alterada
endoscopicos n=11 n=13 p
Opalecéncia® (%) 5 (45,4%) 5(38,4%) 0,7292
Serecdo brancacenta” (%) 4 (36,3%) 10 (76,9%) 0,0953
Linhas verticais " (%) 9 (81,8%) 8 (61,5%) 0,2761
Espessamentob (%) 4 (36,3%) 2 (15,3%) 0,9017
Anéis® (%) 1 (9,0%) 1 (7,6%) 0,2370

a-Teste Qui-quadrado, b-Teste exato de Fisher, (p<0,05)

As alteragdes histologicas observadas nos pacientes dos grupos EoE com E-caderina
normal e E-caderina alterada, para a média de eosindfilos, achados de alongamento das
papilas, hiperplasia das células da camada basal e aumento do espagamento intercelular, sdo

demonstradas na tabela 4.

Tabela 4 — Expressdo da E-caderina e achados histologicos nos pacientes com EoE

Achados histologicos  E-caderina normal E-caderina alterada
n=11 n=13 P
Numero de 28 (1-52) 73 (22-100) 0,0179%*

eosinofilos *
médiana (IC)

Alongamento de

papilas ° (%) 2 (18,1%) 6 (46,1%) 0,0608
Hiperplasia de células
da camada basal” (%) 6 (54,5%) 12 (92,3%) 0,0608
Espongioseb (%) 8 (72,7%) 13 (100%) 0,0815
Microabcessos
eosinofilicos ° (%) 2 (18,1%) 6 (46,1) 0,2108

a- Men Withney b-Teste Exato de Fisher, * p<0,05, IC (intervalo de confianga)
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A tabela 5 mostra a expressdo da E-caderina nos pacientes com EoE de acordo com o
tratamento realizado. Nota-se uma diferenca estatistica na subexpressdo da proteina nos
pacientes em tratamento dietético, ndo sendo observada diferenca com relagdo as outras

modalidades de tratamento.

Tabela 5 — Expressdao da E-caderina nos pacientes com EoE de acordo com o tratamento
realizado

E-caderina normal E-caderina alterada P
Tratamento realizado n=11 (%) n=13 (%)
Dieta de exclusio 1 (9,0%) 8 (72,7%) 0,0131*
IBP 8 (61,5%) 7 (53,8%) 0,4225
Corticosteroide 6 (46,1%) 11 (84,6%) 0,1819

Teste exato de Fisher, (*p<0,05)

Nao houve diferenca estatistica na alteracdo da expressdo da E-caderina nos pacientes
com EoE com relagdo a idade de inicio dos sintomas, ao tempo entre o inicio dos sintomas e o
diagnostico da doenga e ao tempo de doenga até realizacdo da imuno-histoquimica, conforme

observado na tabela 6.

Tabela 6 - Expressdo da E-caderina em pacientes com EoE em relagdo a idade de inicio de
sintomas, tempo de diagndstico e tempo de doenca

E-caderina normal E-caderina alterada
Tempo (meses) n=11 n=13 P
mediana + (IC) mediana = (IC)
Inicio de sintomas 59 48 0,6798
(29,0-74,0) (32,0-88,4)
Tempo de 12 12 0,4921
diagnostico (6,5-15,2) (8,1-22,3)
Tempo de doenca 10 5 0,9206
(43,2-105) (45,6-116,8)

Mann-Whitney (p<0,05), IC- intervalo de confianga

Foto 1 — (E-caderina 40X-4): Coloragdo Imuno-histoquimica para E-caderina mostrando
grandes areas de expressdo negativa, principalmente nos dois ter¢os superiores da mucosa em
pacientes com EoE.
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Foto 2 — E-caderina (40X-normal): Coloragdo Imuno-histoquimica para E-caderina mostrando
expressdo positiva em toda espessura do epitelio mucoso em paciente controle.

4.5 Discussao

A E-caderina ¢ um marcador de integridade epitelial atualmente estudado, estando nos
pacientes com EoE desse estudo significativamente subexpressa em relacdo aos controles.
Observacdo semelhante foi encontrada por autores que, pela técnica de Western Blot em
bidpsias esofagicas, observaram naqueles pacientes diminui¢do da expressdo dessa proteina.
[12]
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O entendimento do comprometimento da barreira na patogénese da EoE tem
despertado interesse no mapeamento de possiveis marcadores de agressdo a mucosa esofagica
¢ atividade da doenga que ndo somente o nimero de eosinofilos. [1,12]

A alteracdo de permeabilidade relacionada a diminuigdo da expressdo da E-caderina
no epitélio tem sido observada em outras doengas, como no cancer, no qual a invasividade ¢ a
agressdo do tumor correlacionam-se com o comprometimento das forcas de adesdo da barreira
mucosa levando a piora no prognostico da doenga. [19,20,21]

Outras situagdes nas quais tem sido observada a diminui¢do das moléculas de adesdo
no epitélio sdo em pacientes atdopicos, como na asma, sugerindo a importancia dessas
proteinas no processo observado nessa doenga, inclusive regulando a fungfo imunolédgica
inata. [9,22]

Os pacientes desse estudo com diagnostico de EoE, na quase totalidade eram atopicos,
porém nao houve diferenga na expressdao da E-caderina nesses pacientes em relagdo aos
controles, mesmo naqueles com alergia alimentar. A alergia alimentar pode sinalizar uma
desregulacdo na barreira mucosa devido ao seu rompimento. O aumento de permeabilidade
com maior susceptibilidade para sensibilizagdo a alérgenos alimentares poderia ser causa ou
consequéncia a injuria da barreira mucosa mas, outros fatores ambientais e inerentes ao
proprio individuo, podem participar do processo inflamatorio observado nessa doenga.
[12,23]

Com relagdo aos achados endoscopicos observados, foram semelhantes aos
categorizados no score de referéncia proposto por Hirano e colaboradores, inicialmente para
adultos e posteriormente em criangas. [24,25] A presenca de edema, sulcos, placas brancas,
anéis ¢ estenoses durante a endoscopia ¢ frequente nos pacientes com EoE. [13,14,26] Em
nossos pacientes, na presenca de secre¢do brancacenta, a qual sinaliza agrupamento de
eosindfilos, houve uma maior tendéncia da subexpressdo da E-caderina, podendo sugerir
alteracdo dessa proteina na presen¢a do acimulo dessas células.

A caracteristica histopatologica considerada o achado chave para diagnostico e
atividade de doenca na EoE ¢ a presenga do eosinofilo, estabelecido em revisdes consensuais
como em numero de 15 ou mais EOS/CGA, sendo preponderante a presenca de EOS em
todos os pacientes com EoE desse estudo. Particularmente no grupo com E-caderina
subexpressa, foi significante sua maior presenca [13,14].

Outras observagdes histologicas atualmente consideradas relevantes na avaliagdo da
doenca, como hiperplasia da camada basal, alongamento das papilas e espongiose ou

dilatagdo dos espagos intercelulares, sdo consideradas caracteristicas da atividade do processo
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inflamatério ¢ do remodelamento tecidual e foram observadas nas bidpsias de nossos
pacientes, mas ndo apresentaram diferenca significante em relagdo aos controles [13,14,
27,28].

A presenga da dilatacdo dos espagos intercelulares ndo é um achado especifico dos
pacientes com EoE, sendo encontrado em pacientes com doencas como dermatite atopica,
asma e doenga inflamatoria intestinal, nos quais a quebra da integridade juncional com maior
permeabilidade da barreira seria sinal da atividade do processo inflamatorio, facilitador a
penetracdo de antigenos e sensibiliza¢do do paciente [1].

A sintomatologia observada em nossos pacientes foi convergente com a encontrada na
disfungdo esofagica ¢ DRGE, semelhante aos achados da literatura mundial [13,14,29,30].
Com relagdo a alteracdo na expressdo da E-caderina (conforme observado na tabela 2), ndo
foi observado diferenca entre pacientes sintomaticos ou assintomaticos. Curiosamente
nenhum paciente desse estudo com relato de impactagdo apresentou alteragdo na expressao da
proteina, podendo sugerir que a subexpressdo de proteinas juncionais tenha correlagdo com
atividade inflamatoria, e a impactacdo representaria a remodelagdo tecidual e fibrose, parte de
um fenotipo estendtico da doenga [31]. Consideramos a importancia de novos trabalhos com
um numero maior de pacientes para melhor percep¢do da correlacdo dos diversos sintomas
com as proteinas de alteracdao de barreira esofagica.

O grupo de pacientes avaliado nesse estudo era constituido de criangas ¢ adolescentes
em acompanhamento com diagnostico de doenca estabelecido segundo os ultimos consensos
¢ em orientagdo para tratamento (IBP, dieta de exclusdo e/ou corticoide inalatorio deglutido).
[32,33,34]

Com relagdo a expressao da E-caderina e ao tratamento realizado, como observado na
tabela 5, foi constatado alteragdo na expressdo da proteina de barreira nos pacientes com EoE
e em tratamento dietético. Uma possibilidade para essa observagdo seria a dificuldade das
familias e do proprio paciente na adesdo ao tratamento de exclusdo de proteinas alimentares,
mesmo diante de orientagdes realizadas por nutricionistas treinados. Chama a atengdo que
menos da metade de nossos pacientes encontravam-se em dieta de exclusdo. Outros autores,
avaliando a expressdo de proteinas como filagrina e periostina, pré e pos-tratamento dietético
dirigido por testes alérgicos e/ ou com corticosteroides em 61 criancas, observaram a
restaurag@o das alteracdes da mucosa esofagica em pacientes com EoE ativa apos tratamento.
[35]

Muitos de nossos pacientes encontravam-se em uso de inibidor de bomba de protons

(IBP). Os IBPs sao considerados por alguns autores como uma modalidade de tratamento, o



45

qual permite em pacientes pediatricos com EoE remissao histologica e melhora dos sintomas
em 54,1 a 64,9% respectivamente, sendo aceito como manejo no diagnostico inicial da doenga
[13,14,36]. Em estudo prospectivo que avaliou a expressdao de proteinas juncionais (claudina-
1, claudina-4, ocludina e zo6nula ocludina-1 [ZO-1]), utilizando-se analise imuno-
histoquimica em pacientes com DRGE refratarios ao IBP, observou-se 10% de prevaléncia de
EoF nesses pacientes. Isso poderia sugerir que o acometimento de barreira no es6fago inferior
estaria associado a sintomas da disfuncdo esofagica em alguns pacientes com EoE. [37]

Outra modalidade consensualmente estabelecida para tratamento da EoE ¢é o uso de
corticosteroides inalatorios deglutidos, e estudos avaliando a integridade do epitélio do
esOfago com relacdo ao tratamento realizado observaram expressdao diminuida das
glicoproteinas e elementos de barreira, como filagrina, E-caderina, claudina, ocludina e
desmogleina-1 f, independente da terapia com corticosteroides. [13,14,38,39]

Com relagdo a idade de inicio dos sintomas, ao tempo entre o inicio dos sintomas € o
diagnostico da EoE e ao tempo de doenca até realizacdo da imuno-histoquimica, ndo
percebeu-se diferenca estatistica na alteracdo da expressdo da E-caderina, sendo importante o
acompanhamento desses pacientes por equipe interdisciplinar com nutricionistas e inclusive
psicologos para melhor suporte ¢ garantia de qualidade de vida, sabidamente comprometida
nesses pacientes. [40]

Alteragdes de barreira epitelial em EoE, atualmente tem sido tema de relevante
interesse. Pacientes com outros danos esofagicos, como atresia de es6fago reparada ou mesmo
aqueles com paralisia cerebral e grave dano esofagico, apresentam eosinofilia esofagica,
podendo sinalizar que o dano a mucosa poderia estar centrado na génese do processo
inflamatorio, ou esses pacientes poderiam apresentar um perfil molecular semelhante que os
predisporia a esses achados. [41,42]

Atualmente a compreensdo que a resposta inflamatoria poderia induzir a desregulacao
de citocinas e levar ao desequilibrio da homeostase epitelial colocou o epitélio esofagico
como epicentro da patogé€nese da EoE. [23]

O papel primario da disfungdo da barreira é refor¢ado por autores que observaram
produtos genéticos locais como a linfopetina estromal timica e as proteases intracelulares
codificadas por genes responsaveis pela suscetibilidade a essa doenca. [1]

Muito se tem discutido sobre os aspectos centrais na fisiopatologia dessa doenga com
enormes progressos em seu entendimento nos ultimos anos, mas ainda ha lacunas no seu

completo conhecimento, formas de apresentacdo, papel central dos alérgenos alimentares e
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ambientais e qual ¢ a importancia do comprometimento da barreira da mucosa esofagica no
surgimento e perpetuacdo do processo inflamatoério.

Atualmente no Brasil, mesmo com as dificuldades na uniformidade do
estabelecimento diagnostico e tratamento, observarmos crescente numero de casos da doenca
na populagdo pedidtrica. Esse ¢ um dos primeiros trabalhos em criangas brasileiras com
diagnostico de EoE, o qual aborda a expressdo da E-caderina como sinalizador de
comprometimento do epitélio esofagico.

Concluimos que a subexpressdo da E-caderina observada nos pacientes com EoE
avaliados, sinaliza o comprometimento de barreira nessa doenca, sendo necessarios estudos
posteriores com maior nimero de pacientes, estratificacdo de tratamentos e envolvimento de
outros centros de acompanhamento dessa doenga para aprimorar a percep¢ao e entendimento
da importancia da integridade da mucosa esofagica e sua correlagdo com a atividade dessa

doenca.
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5.1 Resumo

Introduc¢ido: O comprometimento da superficie da pele e das mucosas, com alteragdes das
proteinas responsaveis pela integridade da barreira epitelial, como a filagrina (FLG),
componente importante da camada cornea, tem sido apontado como foco no estudo de varias
doengas alérgicas, como a esofagite cosinofilica (EoE). A EoE ¢ uma doenga cronica,
emergente, causadora de sintomas de disfung@o esofagica. O diagnoéstico ¢é realizado através
da presenca de processo inflamatorio na mucosa esofagica com predominio de eosinéfilos. A

correlacdo da EoE com alteragdes da barreira epitelial pode auxiliar no entendimento da



52

patogenia dessa doenca. O objetivo desse estudo ¢ avaliar a expressdo da FLG em pacientes
pediatricos e adolescentes com EoE. Métodos: biopsias esofagicas de 24 pacientes com EoE
e 17 controles foram realizadas. Alteragdes microscopicas: nimero de eosinédfilos,
microabcessos eosinofilicos, alongamento de papilas, hiperplasia da camada basal e
espongiose foram avaliadas. A expressdao da FLG no epitélio desses pacientes foi avaliada por
imuno-histoquimica. Resultados: 15 (62,5%) dos pacientes com EoE eram do sexo
masculino, idade média de 10,8 anos (+-0,91). Onze (45,8%) apresentavam alergia alimentar.
A média de eosinofilos nos pacientes com EoE foi de 41,5 (33,03-70,39). Alteragoes
histologicas foram significativamente maiores nesse grupo (p<0,05), particularmente
espongiose ¢ hiperplasia da camada basal presente em 21 (87,5%) pacientes. Nao houve
diferenga significativa (p<0,05) da expressdo da FLG em rela¢do aos controles. Conclusio:
A FLG, importante proteina da integridade do epitélio, veio subexpressa nos pacientes com
EoE semelhante aos controles, ndo sendo considerada marcador de alteracdo de barreira
epitelial nesses pacientes.

Palavras-chave: Filagrina. Barreira epitelial. Esofagite eosinofilica.

5.2 Introducio

O comprometimento da superficie da pele e das mucosas com alteragdo das proteinas
dessas superficies tem sido apontado como uma porta de entrada para muitos alérgenos, com
aumento do risco de sensibilizagdo em doencas como dermatite atopica (DA), asma, rinite e
esofagite eosinofilica (EoE).!

O esdfago ¢ composto por epitélio escamoso estratificado, semelhante ao da pele,
porém na auséncia da camada coérnea estd presente uma camada mucosa, com estrutura
comprometida na EoE, levando a um processo inflamatério com eosinofilia predominante
além de achados teciduais como hiperplasia da camada basal, alongamento de papilas e
espongiose ou aumento do espago intercelular.’

Atualmente doenca alérgica emergente, a EoE pode causar sintomas de disfuncao
esofagica como vomitos, disfagia e impactagio.” O diagndstico consensualmente aceito,
necessita do eosindfilo como elemento chave, e atualmente tem o epicentro de sua patogenia
no comprometimento da barreira esofagica, com sinalizagdo de disfungdo da matriz proteica
responsavel pela estruturagio epitelial**

Entre as proteinas responsaveis pela integridade epitelial, a filagrina (“FILlament
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AGGRegation proteIN FLG), proteina agregadora de filamentos, maior componente da
camada cornea da pele, com 36 kDa, formada a partir da profilagrina, ¢ a matriz na fase final
de diferenciacio epidérmica dos queratindcitos. E responsavel pela barreira de protegio e
preservacdo da epiderme, estando presente em varios o6rgdos, como cavidade oral, cérvix,
endométrio e derme.®”®

Alteragdes no gene codificador da FLG, localizado no cromossomo 121, com
prejuizo em sua fungdo como elemento estrutural, podem levar a defeitos nessa barreira,
observados em varias doengas alérgicas, sendo bem descrito na DA.>!?

Muitos s@o os esfor¢os para compreender o papel do comprometimento histologico e
das proteinas responsaveis pela integridade da epiderme nas doencas alérgicas, e esse estudo

objetiva analisar as alteragdes teciduais e a expressio da FLG na mucosa de pacientes

pediatricos e adolescentes com EoE.

5.3 Material e métodos

Consideracoes éticas

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU) (CEP/UFU numero: 37330414.3.0000.5152). Os
responsaveis legais pelos participantes e os participantes adolescentes assinaram Termo de

Consentimento e/ou Assentimento Livre Esclarecido.

Populacio do Estudo

Os pacientes com EoE e outras patologias gastrointestinais com idades entre 0 e 18
anos, acompanhados nos Ambulatérios de Alergia Alimentar e de Gastroenterologia Infantil
do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (Brasil), foram convidados a
participar do estudo no periodo de junho de 2015 a junho de 2018. Vinte quatro pacientes
com EoE e 17 pacientes controles foram admitidos no estudo. Os dados relativos a

epidemiologia foram coletados por meio do prontudrio médico do paciente.

Endoscopia digestiva alta
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Os exames endoscopicos foram realizados no setor de Endoscopia da mesma unidade,
sob sedacdo anestésica, por dois endoscopistas pediatricos experientes, utilizando os
aparelhos Olympus XP-150, XP-140 e GIF-XP 160, de acordo com o tamanho da crianca.
Foram coletados fragmentos de mucosa esofagica, trés em es6fago médio e trés em eséfago
inferior, estdmago e duodeno para realizacio do anatomo-patologico. Os achados

endoscopicos foram registrados em prontudrio médico.

Analise histolégica

Os fragmentos retirados durante a EDA foram conservados em formalina tamponada a
10% e incluidos em parafina, seccionados em fatias de trés micrometros (um) de espessura,
corados pela hematoxilina e eosina e analisados em microscopio optico (Olympus BX 41)
com aumento de 400 vezes por patologista treinado para determinar: presenca e quantidade de
eosinofilos, presenca e alongamento das papilas dérmicas, presenca e intensidade de
hiperplasia da camada basal, presenga e intensidade de espagos intercelulares e presenga de

microabscessos de eosinofilos.

Analise Imuno-histoquimica

Secgdes dos espécimes de biodpsia incluidos em parafina, com espessura aproximada
de 3 wum, foram colocadas sobre laminas histologicas tratadas com = 3-
Aminopropyltriethoxysilane (SIGMA, Chemical Co., USA); desparafinizadas em xilol (2
banhos de 20 minutos cada), hidratadas em concentragdes decrescentes de etanol, lavadas em
agua corrente (10 minutos) e submetidas a resgate antigénico pelo calor, com a utilizagdo do
tampao EDTA (0,3722 g de EDTA para 1000 ml de tampao, pH 8,03) e aquecidas em forno
de microondas, alta poténcia, (3 ciclos de 5 minutos). Resfriadas por 20 minutos, lavadas em
agua corrente ¢ bloqueada a atividade da peroxidase enddgena com agua oxigenada 10
volumes (4 banhos de 3 minutos). Apds lavadas em agua corrente e imersas em PBS (Tampao
fosfato salina) ph 7.4, foram incubadas por 18 horas a 5°C com o anticorpo monoclonal de
FLG (AE21), produzido em camundongo IgG, 200 microgramas/ml — Santa Cruz
Biothechnology, USA).

A coloragdo foi desenvolvida por incubagdo com a solu¢do reveladora substrato-
cromogena 3,3’-diaminobenzidina em PBS ph 7.4, durante 5 minutos, seguida por

contracoloragdo com hematoxilina de Harris (1 a 2 minutos). As laminas foram desidratadas
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em solugdes crescentes de etanol, diafanizadas em xilol ¢ montadas com laminulas e goma de
Damar. Os controles positivos foram realizados de secgdes teciduais de pele, os quais
sabidamente expressem os antigenos pesquisados (figura 3). Considerou-se expressiao
presente quando a coloragdo era detectada em toda a espessura do epitélio mucoso e

subexpressdao quando havia areas de coloragdo negativa nos dois ter¢os superiores da mucosa.

Analise estatistica

O teste Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para analisar a normalidade da
distribuicdo das variaveis. Para as variaveis categoricas, foram utilizados o teste de Qui-
quadrado e o Teste Exato de Fisher, quando a frequéncia foi menor que cinco. Para anadlise da
mediana da idade, foi utilizado o teste de t de Student ndo pareado para determinar diferenca
estatistica entre o grupo que apresenta EoE e o grupo controle. Para as varidveis numéricas,
foi utilizado o teste de Mann-Whitney. ANOVA foi utilizada para comparar a média do
numero de eosindfilos com relagdo as doencgas atopicas observadas. O nivel de significancia
para todas as analises foi de p<0,05. As andlises foram realizadas usando os programas

GraphPadPrism 7.0a (La Jolla, California, USA) e SPSS Statistics 24 (Armonk, NY, USA).

5.4 Resultados

A tabela 1 demonstra os dados epidemiologicos dos pacientes com EoE e os controles.
Nao foi observada diferenga estatistica na idade ¢ no sexo dos pacientes caso ¢ controles. A
presencga de alergia alimentar foi significativamente mais elevada nos pacientes com EoE em
relacdo aos controles, mas ndo houve diferengas para as demais doencgas atopicas (asma, rinite

alérgica e dermatite atopica).

Tabela 1 — Dados epidemioldgicos observados nos pacientes com EoE e controles

EoE Nao EoE P
Dados epidemioldgicos n=24 n=17
Idade (anos) * 10,8 0,91 8,6+ 0,89 0.1166
média = DP
Género "
Masculino 15 (62,5%) 10 (58,8 %) 0,2159

(%)
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Asma ° (%) 9 (37,5%) 2 (11,7%) 0,0855

Rinite ° (%) 13 (54,1%) 14 (82,3%) 0,3211
Dermatite At()picab (%) 5 (20,8%) 0 (0,0%) 0,0650
Alergia Alimentar ° (%) 11 (45,8%) 0 (0,0%) 0,0009 *

a -Teste t, b -Teste Exato de Fisher, *p<0,01, DP- desvio padrao

Observa-se que os pacientes com EoE apresentaram alteracdes microscopicas
significativamente distintas do grupo controle em relagdo aos achados microscopicos: nimero
de eosinodfilos, microabcessos eosinofilicos, alongamento de papilas, hiperplasia de células da

camada basal ¢ espongiose conforme observado na tabela 2.

Tabela 2 — Achados histologicos nos pacientes com EoE e controles

Achados EoE Nao EoE p
histolégicos n=24 n=17
Numero de 41.5 (33.03-70.39) 0 (0.10-1.78) <0.0001 *
Eosinofilos®
mediana+(IC)
Microabcessos 8 (33,3%) 0 (0,0%) 0,0128 *
cosinofilicos’ (%)
Alongamento de 18 (75%) 12 (70,5%) 0,7534
papilas® (%)
Hiperplasia da 21 (87,5%) 7(41,1%) 0,0026*

camada basal® (%)

Espongiose’ (%) 21 (87,5%) 5(29,4%) 0,0002*

a- Mann-Whitney, b- Teste Exato de Fisher, c- Teste Qui-quadrado, *p<0,05, IC- intervalo de
confianga

Na tabela 3, observa-se que entre os pacientes com EoE a média do nimero de EOS
observados na microscopia esofagica ndo apresentou diferenca significativa em relacdo a

doenca atopica relatada pelo paciente.

Tabela 3 — Numero de eosindfilos correlacionado as doengas atdpicas nos pacientes com EoE

Doenga atopica n=24 eosinofilos p
(pacientes EoE) (média £ DP)
Asma * (%) 9 (37,5%) 49,8 £39,5 0,9235

Rinite * (%) 13 (54,1%) 50 + 46,8
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Dermatite Atdpica * 5(20,8%) 64,2 + 63,6
(%)

Alergia Alimentar * 11 (45,8%) 52 +37,7
(%)

Duas ou mais 9 (37,5%) 60,2 £51,1 0,4775
doengas atopicas °
(%)

a -ANOVA, b -teste t, DP- desvio padrao

Figura 1 — Achados histologicos observados nos pacientes com EoE: (A) alongamento de
papilas, (B) hiperplasia da camada basal, (C) espongiose, (D) micorabcessos eosinofilicos

Figura 2 — Fotomicrografia da expressdo da FLG no es6fago, mostrando auséncia de
expressdo em paciente com EoE (A) e em paciente controle (B)
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Figura 3 — Fotomicrografia de controle positivo da filagrina na pele, mostrando expressao da

proteina nas camadas espinhosa e cornea.

5.5 Discussao

Os estudos atuais apontam que, além da presenga de eosinofilos na EoE, outras
alteragdoes de comprometimento da barreira mucosa sdo relevantes na avaliagdo do processo
inflamatorio, semelhante as outras doengas alérgicas Th2."!

Os nossos pacientes, em sua maioria escolares do sexo masculino, apresentavam um
perfil atopico, mas principalmente alergia alimentar, conforme observado na tabela 1, sendo
esses achados convergentes com aqueles encontrados na literatura mundial.>* A eosinofilia
presente na mucosa esofagica foi pujante (figura 1 D), definindo a eles o diagnostico, ndo
havendo diferenca estatistica percebida quanto a presenga de uma ou mais doengas atopicas
associadas e a média do nimero de células encontrado (tabela 3).>*

Outras alteracdes histoldgicas significativas observadas nos pacientes com EoE (tabela
2) foram a hiperplasia da camada basal, o alongamento das papilas e a espongiose ou aumento
do espacamento intercelular, este ultimo achado condizente com o aumento de
permeabilidade e potencial sensibilizacdo alergénica nesses pacientes. Esses achados foram
semelhantes aqueles encontrados na literatura mundial.**'2

A hiperplasia da camada basal habitualmente encontrada nesses pacientes como parte
do processo de remodelamento apos a agressdo ao epitélio esofagico ¢ semelhante aquela
observada em pacientes com severa doenga do refluxo gastroesofagico (DRGE), e foi achado

relevante na anélise histologica dos pacientes desse estudo (tabela 2, figura 1 B)."
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As papilas, extensdes de tecido conjuntivo vascularizado da lamina prépria em dire¢@o
a camada epitelial, quando alongadas (acima de 75% da espessura do epitélio), sdo outros
achados indicadores de lesdo tecidual ja descritos em quadros severos da DRGE e também na
EoE, mas conforme observado na figura 1, ndo apresentaram diferenca significativa em
relagdo aos controles (tabela 2, figura 1 A).>'*!>16

A espongiose ¢ descrita na avaliacdo histologica de pacientes com DRGE e EoE,
refletindo a intensidade da lesdo. A dilatacdo dos espagos intercelulares observada nos
pacientes com EoE, apesar de ndo especifica para esse grupo, sinaliza aumento da
permeabilidade epitelial e comprometimento da barreira, atualmente foco de interesse na
patogenia dessa doenga. Essa alteracdo foi pronunciada nos nossos pacientes com EoE,
sugerindo comprometimento das proteinas juncionais e pode ser considerada fator facilitador
para sensibilizacdo alergénica pelo aumento de permeabilidade, ou consequéncia do proprio
processo inflamatdrio instalado (tabela 2, figura 1 C).">!1%!7

Atualmente, além das alteragdes histologicas e do infiltrado de eosinodfilos (figuas 1 A,
B, C, D), tem sido discutido as alteragdes na expressao de proteinas reguladoras da arquitetura
epitelial como a E-caderina, vimentina, desmogleina ¢ a FLG."'*?

A FLG ¢ uma proteina que contribui para a barreira epitelial estratificada e tem sido
estudada também no epitélio esofagico."”” Alguns autores, comparando células epiteliais
esofagicas humanas primarias cultivadas e estimuladas com IL-3 em sistema ar-liquido e
controles saudaveis, observaram outras proteinas de oclusdo, como ocludina ¢ ZO-1
aumentadas e o nivel de FLG diminuido, o qual poderia sinalizar alteracdo da camada celular
diferenciada e predisporia a0 aumento da permeabilidade da mucosa.?*'

Alteracdes da barreira epitelial na EoE sdo observados inclusive com estudos os quais
associam essa doenga com o genoma 2p23, o qual abrange o gene da calpaina 14, responsavel
pela integridade da pele e mucosas. A participagdo das varias proteinas estruturais,
participantes da integridade desse epitélio merecem ser melhor elucidada.”

A filagrina, maior componente da camada epidérmica, esteve subexpressa em
pacientes com EoE ativa, sendo relatada reversdo da expressdo apds tratamento com
corticosteroide, em trabalho comparando EoE e pacientes com DRGE.**!

Em nossos pacientes, curiosamente esteve subexpressa naqueles com EoE e nos
controles, independente da presenca de espongiose e outros achados histologicos (tabela 2).
Questionamento sobre a heterogeneidade do grupo analisado com relacdo ao tratamento e
tempo de doenga, e mesmo sobre a presenca dessa proteina no tecido ndo queratinizado do

esOfago foi levantado. Achado relevante foi a observacdo do anticorpo marcador em tecido de
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pele positivo, uma vez que a FLG ¢ considerada primeira linha da defesa e prote¢do nesse
tecido (figura 3).>

Esta claro que a barreira esofagica, pela sua inerente vulnerabilidade, sofre mudancas
no estado de doenca com alteragdes de nivel microscopico. A desregulacdo das proteinas
interjuncionais, agressdes ao epitélio e posterior regeneracdo poderia levar a alteragdes
microscopicas, remodelamento e posterior disfungdo do 6rgdo.***

Achados histologicos observados em nossos pacientes, como hiperplasia da camada
basal, infiltrado eosinofilico, espagamento intercelular, ndo foram acompanhados de diferenca
na expressdo da filagrina na mucosa esofagica, mesmo diante de pacientes com marcada
expressdao atopica, como os pacientes com EoE, sugerindo que revestimentos epiteliais
diferentes podem apresentar expressao distinta das proteinas de barreira. Nossa observacao se
aproxima de alguns autores os quais, ndo observaram expressao dessa proteina em vias aéreas
e epitélio esofagico normal, considerando a presenga de sua expressdo somente em epitélios
queratinizados.”®

Na EoE, alguns autores acreditam que a reagdo inflamatoria ocorra a partir de
antigenos apresentados as células dendriticas da mucosa e, assim, discute-se o papel de
alteracdes morfologicas e teciduais que evoluem com melhora com terapia com
corticosterdides e dieta, e apesar da expressdo do gene codificador da FLG estar reduzido
nesses pacientes, ainda ha lacunas no completo entendimento da redugdo dessa proteina no
tecido $11:27:28.29
Concluimos que as alteragdes histologicas observadas no grupo de pacientes com EoE
desse estudo sdo semelhantes aquelas descritas na literatura. Essas alteragoes teciduais podem
ser responsaveis pelo aumento de permeabilidade e possivel sensibilizagdo alergénica,
particularmente a alergia alimentar, comumente encontrada nesses pacientes, ou serem
consequéncias do processo inflamatdrio original.

A expressao da FLG, apesar de considerada importante proteina na integridade da
barreira epitelial, veio subexpressa nesses pacientes, mas também nos pacientes controle, ndo
sendo considerada marcador de alteragdo de barreira nos pacientes avaliados.

A realizacdo de novos estudos, com numero maior de pacientes ¢ refinamento do
grupo controle, além da utilizagdo de microscopia eletronica de alta resolucdo para melhor
caracterizacdo da espongiose e da distribuicdo das proteinas juncionais, serdo importantes
para maior clareza do papel da expressdo dessa proteina como marcador de atividade

inflamatoria em pacientes com EoE.
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ILUSTRACOES

Figura 1 — (Microscopia 40X-4): Coloragdo hematoxilina-eosina: (A) alongamento de papilas,
(B) hiperplasia da camada basal, (C) espongiose, (D) microabcessos ecosinofilicos em
pacientes com EoE.
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Figura 2 — E-caderina (40X-normal): Coloracdo Imuno-histoquimica para E-caderina
mostrando expressdo positiva em toda espessura do epitélio mucoso em paciente controle.

Figura 3 — (E-caderina 40X-4): Coloracdo Imuno-histoquimica para E-caderina mostrando
grandes areas de expressdo negativa, principalmente nos dois ter¢os superiores da mucosa em
paciente com EoE.
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Figura 4 — (Filagrina 40X-4): Coloragdo Imuno-histoquimica para filagrina mostrando
expressdo negativa, principalmente nos dois ter¢os superiores da mucosa em paciente com
EoE.
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Figura 5 — (Filagrina 40X-4): Coloragdo Imuno-histoquimica para filagrina mostrando
expressdo negativa, principalmente nos dois ter¢os superiores da mucosa em paciente
controle.
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Figura 6 — (Filagrina 40X-4): Fotomicrografia de controle positivo da filagrina na pele,
mostrando expressdo esperada nas camadas espinhosa e cornea.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para pais ou responsaveis

Prezado(a) senhor(a), o(a) menor, pelo qual o(a) senhor(a) ¢ responsavel, esta sendo
convidado(a) para participar da pesquisa intitulada “Estudo de biomarcadores como
preditores de atividade inflamatéria em pacientes pediitricos e adolescentes com
diagnostico de Esofagite Eosinofilica”, sob a responsabilidade dos pesquisadores: Gesmar
Rodrigues Silva Segundo, Erica Rodrigues Mariano de Almeida Rezende, Juliana Salomao
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 inflamacao que acontece no esdfago
dos pacientes com essa doenga.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido serd 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 biodpsia que ja estdo programadas para
avaliagcdo da doenga do menor pelo qual o senhor é responsavel, serdo realizados exames mais
detalhados nas biopsias. 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 informagdes sobre o paciente e a doenga (idade, sexo, tempo
de doenga, sintoma, presencga 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 terd 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
inflamacdo que acontece no esdfago desses pacientes e melhorar o tratamento dessa doenca.

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

Uma via original deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficard com o(a)
senhor(a), responséavel 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 Salomao 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
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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

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

Termo de Assentimento

(12 anos a 17 anos e 29 dias)

Vocé estda 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 Salomao Daud, Cristina Palmer Barros, Tania Machado de Alcantara, Jair
Pereira da Cunha Junior, Luiz Ricardo Goulart Filho, Ignez Calcaloro ¢ Ernesto Aiko
Taketomi.

Nesta pesquisa nds estamos buscando entender melhor a inflama¢do que acontece no eséfago
dos pacientes com essa doenga.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido serd 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
avaliagdo da sua doencga, serdo realizados exames mais detalhados nas bidpsias. Também
serdo coletados 1 ml de saliva e 0,1 ml de muco (secrecdo de dentro do esdfago) durante a
endoscopia para exames mais detalhados. Vocé também respondera uma entrevista com
informagdes sobre o paciente e a doenga (idade, sexo, tempo de doenca, sintoma, presenga de
alergias).

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

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

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

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

Uma via original deste Termo de Esclarecimento ficard com vocg.

Qualquer duvida a respeito da pesquisa, vocé podera entrar em contato com: Juliana Saloméo
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-
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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 20.......

Assinatura dos pesquisadores

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apos ter sido devidamente
esclarecido.

Participante da pesquisa



APENDICE C — ANALISE DE PRONTUARIO

Analise de prontuario

Paciente nimero: ....... Data:......ccccoeveee.
1. Sexo
[ ] Feminino

[ ] Masculino

2.
3.
4.

Idade (meses): ........c........

Tempo de sintomas até o diagnostico (meses): ..................
Sintomas atuais

] Dor abdominal

|:| Vomitos

[ ] Epigastralgia

[ ] Disfagia

[] Impactacdo

] Emagrecimento
[ ] Assintomatico

Tempo de diagndstico (Meses): .......ccevuernuene
Presenca de Atopia:
] Nega historia de Atopia

[ ] Asma

[ ] Rinite

[ ] Dermatite Atopica

] Urticéria

L] Alergia Alimentar (especificar o alimento)
[ ] IgE mediada
[ ] Nao IgE mediada

Tempo de tratamento (MeSeSs): .........cveevenss
[ ] Corticoide inalatorio deglutido (dose): ................

[ ] Budesonida viscosa (dose):

D Outro medicamento: ..........

82



8. Dieta de exclusdao
[_] Sim (tempo em meses e alimentos excluidos)

D Nao
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Analise de prontuario

Paciente numero: ..........

1) Achados endoscépicos ao diagnostico:
Espessamento de mucosa

Opacificacao

Secrecdo brancacenta aderida
Linhas verticais

Anéis verticais
Traqueilizag@o

Hiperemia

Erosao

Normal

O 0o ooOogoQgdo

2) Achados histologicos ao diagnostico:
Eosinofilos (nimero): .........

[] Granuloma eosinofilico

[] Hiperplasia da camada basal
[] Alongamento de papilas

[ ] Espongiose

3) Presenca de atopia
[ ] Nao

[ ] Asma

[ ] Rinite

[ ] Urticaria

[] Dermatite Atopica

] Alergia Alimentar

[] IgE mediada (listar os alimentos)

[] Nao IgE mediada (listar os alimentos)
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APENDICE D — ANALISE HISTOLOGICA

Analise histolégica
Paciente nUMeEro: .........

a. Eosinofilos presentes? [] Nao
[ Sim

Qual o nimero maximo? / campo microscopico de grande aumento
b. Presenca de alongamento das papilas dérmicas? [] Nio

[0 sim

c. Hiperplasia de células da camada basal presente? ] Nzo

[] Sim.

d. Aumento do espagamento intercelular? [] Nao

[ Sim. Qual intensidade?

e. Microabscessos de eosin6filos presentes? [] Nao

Analise imuno-histoquimica

f. Expressdo de E - caderina? [ Nao

[] sim

g. Expressdo de Filagrina? [ Nao

|:| Sim
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pacientes com DA acompanhados nos Ambulatorios de Alergia Alimentar de Gastroenterologia Infantil da
UFU, e que necessitardo de Endoscopia Digestiva Alta (EDA) e bidpsia por indicacédo clinica
independentemente da pesquisa a ser realizada. Assim, o numero total de individuos para realizagdo da
pesquisa sera em torno de
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50. Os pacientes e seus responsaveis serao abordados por um membro da equipe de pesquisadores, 0
qual, ndo € o responsavel direto pelo atendimento médico, para evitar qualquer constrangimento por parte
do paciente.

Apoés o aceite e assinado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) pelos pais ou responsaveis
e o Termo de Assentimento (TA) para os maiores de 13 anos e menores de 18 anos, 0 paciente ou 0s
responsaveis responderdo um questionario com dados referentes a idade, sintomas, tempo de evolugéo da
doenca, doencas atbpicas e tratamentos realizados. O questionério sera codificado por um nimero.

O paciente serad encaminhado para agendar um exame de EDA, o qual é rotineiro para o diagnéstico e
acompanhamento desses pacientes (PAPADOPOULOU, A. et al., 2014). Durante o exame de EDA sera
coletado quatro fragmentos microscopicos para analise histoldgica (dois no terco médio e dois no tergo
superior do esdfago). A realizacao de bidpsias 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.;PAPDOPQOULOU, A. et al., 2014). Os fragmentos de mucosa esofagica obtidos por EDA seréo
processados para analise histopatolégica. Seré realizada uma andlise histol6gica detalhada e
posteriormente uma analise imunohistoquimica com emprego de biomarcadores (Proteina Cati6nica
Eosinofilica e Proteina Bésica Principal) para avaliar atividade inflamatéria. Também sera realizada uma
andlise 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 diagnéstico e doencgas atopicas
serdo pesquisados em prontuarios. Em todas as etapas da pesquisa sera garantido o sigilo da identidade do
participante da pesquisa. A Esofagite Eosinofilica (EEo) € uma entidade clinica patoldégica 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 inflamatéria crénica priméaria do es6fago, caracterizada por sintomas de
disfuncéo do trato gastrointestinal superior, associada a um aumento de eosindfilos intraepiteliais na mucosa
esofagica, em numero superior a quinze eosinéfilos por grande campo de aumento (GCA), em mais de um
fragmento de bidpsia obtido durante o exame de endoscopia digestiva alta (EDA), e pela avaliagao da
Doenca do Refluxo Gastroesofagico (DRGE), evidenciada por um estudo de monitorizacdo do pH &cido do
estfago (pHmetria de 24 h) normal ou faléncia no tratamento clinico com altas doses de inibidor de bomba
de prétons (IBP), na auséncia de outras sindromes eosinofilicas (FURUTA et al., 2007; LIACOURAS
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et al., 2011; PAPADOPOULOU et al., 2014). A EEo apresenta patogenia pouco conhecida, porém estudos
apontam semelhancas entre o processo inflamatério observado no eséfago e aquele descrito na Asma e na
Dermatite Atopica (ARORA; YAMAZAKI, 2004). O mecanismo fisiopatolégico envolve células epiteliais
ativadas por alérgenos alimentares ou inalantes e através de uma cascata inflamatéria com a participagéo
da Eotaxina-3 e das Interleucinas 4, 9 e 13, atraem os eosindfilos para a mucosa do es6fago e promovem
sua degranulagdo com consequente liberacdo de produtos proteicos como a proteina catidnica eosinofilica
(PCE), a proteina basica principal (PBP), a peroxidase eosinofilica e outras substancias que séo 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 séao
liberadas pelos granulécitos mastécitos e participam na resposta imune inata amplificando reag¢ées
inflamatérias desencadeadas por fatores derivados dos patdgenos, no caso da infec¢ao, ou desencadeadas
por fatores enddégenos em estados inflamatorios (FOELL et al., 2007). A possibilidade da utilizacdo de
marcadores ndo invasivos para avaliar a atividade inflamatéria em pacientes com EEo ja foi revisada em
algumas publicagdes (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 bidopsia por indicagédo clinica
independentemente da pesquisa a ser realizada. Dados relacionados ao paciente, diagnéstico, sintomas e
tratamento seréo coletados através de um questionario e analise de prontuérios. O sigilo do participante
sera sempre garantido pelos pesquisadores. Um exame de EDA e bibpsia, rotineiros para o diagnéstico e
acompanhamento desses pacientes serao realizados (PAPADOPOULOQU, A. et al., 2014).

A amostra sera de 50 pacientes, sendo 30 com diagnostico EEo comparados com 10 pacientes com DRGE
e 10 pacientes com dor abdominal os quais necessitardo de EDA e bidpsia por indicagao clinica
independentemente da pesquisa a ser realizada. A amostra sera de conveniéncia em virtude ao néo
conhecimento da prevaléncia dessa doenca (EEo) 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 inflamat6ria em fragmentos de mucosa esofagica de pacientes
pediatricos e adolescentes com Esofagite Eosinofilica (EEo) em acompanhamento no
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Ambulatério de Alergia Alimentar da Universidade Federal de Uberlandia.

Objetivo Secundério: a. Descrever os achados histopatol6gicos encontrados nas bidpsias esofagicas de
pacientes pediatricos e adolescentes com diagnéstico de EEo submetidos ao exame de endoscopia
digestiva alta (EDA). b. Avaliar o nimero de eosinéfilos encontrados nas biépsias esofagicas de pacientes
pediatricos e adolescentes com diagnéstico de EEo submetidos ao exame de EDA. c. Avaliar a expressao
proteina catidnica eosinofilica (PCE) e da proteina basica principal (PBP) nos fragmentos de bi6psia
esofégica. 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
diagnostico 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 diagnostico de EEo
submetidos a EDA.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Segundo os pesquisadores:

Riscos:

a) Identificacédo dos participantes de pesquisa: com relagdo a esse risco, os pesquisadores realizardo
identificacdo numérica dos questionarios e das amostras de bidpsia, muco esofégico e saliva utilizadas no
estudo. b) Riscos durante o procedimento endoscépico: os riscos durante o procedimento de EDA € de
1,7%, sendo a EDA com realizagdo de bidpsia considerada um procedimento seguro (SILVA, M. G. D. e
MILWARD, G., 2000; SOUZA, M. C. et al., 2014) . Esse riscos sempre sao observados pelo profissional
executor do exame antes da realizagdo do mesmo. A EDA e a analise histologica (bidpsia) é 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 indicacao clinica independentemente dessa pesquisa.

Beneficios:
Os beneficios serdo a possibilidade de otimizagédo do tratamento dos pacientes com diagnostico de EEo
pela utilizacdo dos marcadores de atividade inflamatoria como preditores de atividade da doenca.

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

Orcamento Total em R$ 8.473,00. Financiamento Préprio.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoéria:
Todos os termos foram apresentados.

Recomendacoes:
Nenhuma.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoées:

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

O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres humanos, nos limites
da redacéo e da metodologia apresentadas.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Néo

Consideracdes Finais a critério do CEP:

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

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

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resolucéo 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 aleatéria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatorio e documentacéo
pertinente ao projeto.

c- a aprovacgao do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU da-se em decorréncia do atendimento a
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Resolucdo CNS 466/12, ndao implicando na qualidade cientifica do mesmo.

Orientacbes 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 apds analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS 466/12),
aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa que requeiram agao
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 notificacdo ao CEP e a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

+ Eventuais modificacbes 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 a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também
a mesma, junto com o parecer aprobatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res.251/97,
item II.2.€).

UBERLANDIA, 26 de Novembro de 2014

Assinado por:

Sandra Terezinha de Farias Furtado
(Coordenador)
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